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I N T R O D U C C I O N 

Hasta mediados de los años 70. el ácido desoxirribonucleico ( ADN ) fué 

la rracrcm::>lécula celular rrás difÍcil de analizar; sin embargo, el surgimiento 

de una serie de avances técnicos denominados en conjunto TECNOI.CGIA DEL ADN 

REC(l.1BINANTE ( TADNR } cambió grandemente esta situación (1). Esta nueva tec-

nología, ha permitido determinar la estructura fina de los genes y conocer más 

' profundamente su función, conduciendo a su aplicación en diversas áreas de-

las ciencias biológicas convirtiéndose en una útil y poderosa herramienta prin-

cipalmente en la Genética humana, donde se han logrado precisar diversas enfer-

medades en términos de su patología molecular (2) . 

Varias décadas de investigación básica sobre los ácidos nucleicos y su -

enzimología, fueron necesarios para el establecimiento de la TADNR (3) . Al-

gunas técnicas ya usadas y otras de nueva creación, constituyen ésta nueva -

tecnología, las rrás importantes son : 

a) la ruptura del ADN con enzimas de restricción para producir fragmentos de 

diferente tamaño molecular ( 4) , 

b) la separación y transferencia a un soporte fijo de los fragmentos del ---

ADN (5), y 

e) localizar un fragmento de ADN en particular, por hibridización con una se-

cuencia específica llamada sonda, obtenida por clonación (6). 
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IA MOLECUI.A DE ADN 

Se atribuye a los ácidos nuclel.cos ( ADN y ARN ) , ser el depósito de in-

fonnación genética en todos los organismos. El ADN se localiza fundarnentaJ..Ine!!_ 

te en el núcleo de células eucarióticas ( cranosanas ) , aunque también se le 

encuentra en pequeñas cantidades en mitocondrias y cloroplastos (7). Su es-

trucutra fué establecida por J. Watson y F .Crick en 1953, basados en estudios 

de difracción: de rayos X realizados por M. Wilkins y R. Franklin (8). 

El modelo está fonnado por dos cadenas antiparalelas compuestas por uni-

dades nucleotídicas que se enrrollan en fonna helicoidal alrededor de un eje 

central, distinguiéndose un esqueleto constante fonnado por el azúcar ( deso-

xirribosa ) y el fosfato de los nucleótidos en la parte exterior de la rrol~ 

la, y una parte variable en el interior fonnada por las bases nitrogenadas. 

Ambas cadenas se hallan unidas entre sí, por medio de puentes de hidrógeno -

( H ) establecidos entre las bases de una y otra cadena: Adenina con Timina 

mediante dos puentes H y Citosina con Guanina por tres puentes H, así que, la 

secuencia de las bases a lo largo de una cadena, es complementaria de la otra 

y el orden de dichas bases le dan a la rrolécula una enonne variabilidad. En 

o 
este modelo, la distancia entre una base y la siguiente es de 3.4 A y el gi-

o 
ro de la doble hélice se completa en 34 A fonnando un diámetro promedio de -

o 
20 A . Además presenta dos surcos, uno mayor ó profundo y otro menor ó super-

ficial (8). 

Ia ruptura de los puentes H que unen las cadenas dejando hebras simples, 

suele suceder al exponer el ADN a temperaturas altas ó a cualquier cambio ex-

trerro de pH ( Desnaturalización ) • Al restablecerse las condiciones óptimas, 

las cadenas vuelven a unirse por carnplementaridad de sus bases ( Renaturaliza-

ción ) , estableciendo de nuevo puentes H. Estas propiedades son aprovechadas 

por la TADNR en la manipulación del ADN (9) • 
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ENZIMAS DE RESTRICCION 

En los primeros intentos por analizar el ADN, sólo se contaba con unas 

cuantas enzimas para su ruptura las cuales hidrolizaban el enlace fosfodiés-

ter entre los nucleótidos al azar independientemente de la naturaleza de sus 

bases (10). Poco después Werber Arber encontró que las bacterias conterúan 

nucleasas capaces de reconocer secuencias cortas de nucleótidos dentro del -

ADN y separar el enlace fosfodiéster en sitios muy específicos en ambas ca-

denas ( 4) . Estas desoxirribonucleasas recibieron el nombre de ENZIMAS ó EN-

OONUCLEASAS DE RESTRICCION, y junto con Hamilton Smith y Daniel Nathans en -

1970, aislaron la primera enzima de restricción ( ER ) (11). 

El papel biológ-ico de las ER en una gran variedad de procariotes, 
1 
es el 

de proteger a la célula contra cualquier ADN extraño invasor ( por ejemplo -

el ADN de un fago entrando a la bacteria ) . Un sistema de MODIFICACIOO y --

RESTRICCION que estas enzimas llevan a cabo, pemi ten identificar el ADN pro-

pio del extraño. El ADN bacteriano es m::xiificado ( metilado) en el sitio -

blanco apropiado haciéndolo resitente a la restricción 6 corte; el ADN extra-

ño carece de la m::xiificación característica del ADN huésped y por lo tanto es 

atacado por estas enzimas (3,4) (Fig. 1). 

(zlira E= RI 

1 

5 1----qAATTC----3 1 

'--~, 
3 1 ----~---5 1 

1 
1 
1 

cotre 

Eco RI metilasa 

¡ 
* 5 1 ---~TTC----3 1 

3 1 ----~---5 1 

* 
f 

metilación 

ADN rnetilado 

13 
5 1 ---~TTC----3 1 

3 1 ----Cl'I'MG----5 1 

1 
CH3 

Figura l. las ER reconocen la secuencia blanco en el ADN y lo cortan si no 
está rnetilado. 
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Se han encontrado y caracterizado más de 200 ER las cuales se han agrupa-

do en varias clases o Ia primera clase, consiste en aquellas enz.irna.s con ac--

tividad Tipo II que incluye las ER nás usadas en el ADN Recombinante (12) o 

Estas tienen separada la actividad de Restricción de la actividad de Modifi--

cación, es decir, una enzima. realiza el corte y otra enzima. es responsable de 

la metilación en la misma secuencia blanco o 

Generalmente la secuencia blanco o de reconocimiento, consiste en una --

secuencia de 4-6 pares de bases y una característica estricta es que ésta es 

palindr6mica (Fig o 2) ( 13) o El sitio de corte a menudo es el misrro ó muy --

cerca al de reconocimiento, y se ha observado que las reacciones de metilación 

y restricción no requieren de ATP a diferencia de las otras clases de enz.irna.s 

(4) o 

5' 
l 

3' 5' Jc GGATCC 3' 

1 Bam HI Hae III 1 
3' l 5' 3' T 5' 

5' Jc 3' 5' ~ 3' 

1 Hha I Xhoi 1 
3' a;a; 5' 3' , 5' 

t 
Figura 2 o El sitio de reconocimiento consiste en 4-6 pares de bases y es una 

secuencia palindrámicao 

Ia ma.yoría de las ER Tipo II, cortan el ADN en un sitio blanco no metila-

do; algunas realizan cortes rectos y otras hacen cortes escalonados, estos --

últirros dejan extrerros de una sola cadena llamados extrerros adherentes ó pega-· 
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josas·', ya que pueden fonnar pares de bases canplernentarias con cualquier -

otro extrerro producido :por la misma enzima (Fig. 3) (13). Esta caracterís

tica es hábilmente aprovechada :por la TADNR en la fo:rmación de :rroléculas hí-

bridas 6 recambinantes de lo que se hablará más adelante. 

sitio de corte 

Sma I 

Eco RI 

sitio de corte 

extrerros 

parejos 

extrerros 

adherentes 

Figura 3. Algunas ER hacen cortes uno frente a otro en ambas cadenas ccm:::> -

Sma I, dejando extremos parejos; mientras que otras ccm:::> Eco RI al hacer cor

tes escalonados genera extrerros adherentes. 

Ia segunda clase de enzimas, consiste en aquellas que realizan actividad 

Ti:po I y III, ambas son enzimas de varias subunidades que realizan las funcio-

nes ya sea de endonucleasa y metilasa simultánearrente (Ti:po III) 6 mutuarnen-

te exclusivas (Ti:po I). Su mecanisrro de acción difiere un poco una de la ---

otra y no se sabe a ciencia cierta la pro:porción de bacterias que cuentan --



- 6-

con la actividad Tipo I 6 III, pero sí son menos ccm.mes que las enzimas de 

actividad Tipo II (14). 

Los nombres de la ER consisten en la abreviatura del nanbre del organis-

mo huésped (por ejemplo: Eco por Escherichia coli, Hind por Haerrophilus in---- --
fluenzae, etc. ) , seguido de la denaninaci6n de la cepa bacteriana y. un núme-

ro ranano cuando fué producida más de una enzima (isoesquisánero) (13). 

Varias muestras de ADN de la misma fuente, pueden ser :parcialmente dige-

ridas por una serie de ER, de manera que se producen diferentes poblaciones 

de fragmentos de ADN de longitudes diferentes. Esos fragmentos pueden ser -

se:parados por electroforesis sobre geles, donde migran de acuerdo a su longi-

tud. Ia distancia que los fragmentos recorran proporciona. un cálculo de sus 

tamaños, así que, las distancias relativas entre los sitios de corte pueden 

determinarse y ordenarse en un MAPA DE RESTRICCION (11,14). 

Ia identificaci6n de un segmento en :particular, se efectúa mediante la 

incubaci6n del conjunto de fragmentos con un testigo de ADN (SONDA) marcado 

radioactivamente, cuya secuencia de bases canplementaria permite hibridizar -

con la especie que se desea estudiar. De éste m:x1o seg¡rentos específicos pue-

den ser identificados y separados para análisis más detallados (5),. 

'•' 1'' 
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CLONACION . ¡' ., 

El ADN testigo utilizado en la hibridización, también es llanado SOODA. 

Esta es un segmento de AOO conodido que puede pertenecer a uri. gen ó a un --

fragmento de interés particular y es obtenida mediante la Clonación del AOO 

(11, 12) . 

El término CLONACION, se refiere en general a la producción de copias -

idénticas de una unidad de manera asexual. Puede utilizarse carro una técnica 

para producir grandes cantidades de una secuencia particular de AOO, pero lo 

más importante es que puede emplearse para aislar en forrra pura· un fragmento 

específico entre una población de moléculas de ADN grande y heterogenea (10). 

Hasta ahora se han clonado dos tipos básicos de secuencias : las aisla-

das de ADN Total (Genómico) y las sintetizadas de moléculas de ARN mensajero 

mediante la enz.irra Transcriptasa Inversa, forrrando un ADN c:orrplementario ---

( ADNc) (12) . En el proceso de clonación, el ADN que se desea amplificar, ya 

sea genánico ó ccmplementario, debe encontrarse enlazado en forrra covalente 

al ADN de un VECIOR, para forrrar la MOLECUIA RECXMBINANTE ó QUIMERA y que ..:_ 

esta sea capaz de replicarse en un medio bacteriano (11). 

Vectores. 

El ADN vector, puede ser un plásmido bacteriano, un ADN viral ( bacterió-

fago ) ó un c6smido. Ia característica esencial es que este puede replicarse 

autónomarrente en un huésped apropiado (11). 

los P 1 á s m i d o s, son moléculas de ADN extracraros6mico no esencial 

presentes en muchas bacterias. Al igual que el crarosama bacteriano, es de 
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doble cadena circular pero de consti tuci6n genética variable y propiedades -

físicas diferentes. El plásmido es de mucho menor tamaño y por lo tanto puede 

apartarse fácilmente del cranosana de la bacteria. Frecuentemente llevan en 

su secuencia 1 6 más genes que codifican para enzimas que pueden dar ciertas 

ventajas a la bacteria, por ejemplo: resistencia a antibi6ticos, y éstos pue-

den utilizarse corno marcadores selectivos que permiten identificar aquellas -

bacterias que mantienen el plásmido dentro de la poblaci6n (bacterias trans-

fonnadas) . Es común en las regiones que pertenecen a estos marcadores , en--

centrar una 6 más secuencias de reconocimiento para ER, así que, la. inserci6n 

de un fragmento de ADN extraño en estos sitios, inactiva a dicho marcador --

permitiéndo distinguir si hubo o ... no fonnaci6n de rroléculas reccmbinantes, -

ya qee habrá bacterias cuyos plásmidos s6lo recircularizaron sin incorporar -

la secuencia extraña durante el proceso de transformaci6n (Fig. 4) (11, 15). 

El plásmido más ampliamente usado corno vector de clonaci6n, es el pBR322 

y ya se han construído varios derivados de éste cuyos rendimientos de copias 

son mucho más elevados ( 12) . 

Otro vector de clonaci6n muy i.rrportante es el B a e t e r i o f a g o 

Ia ER Eco RI, fragmenta el genoma del bacteriofago A en tres largos segmen-

tos. El fragmento central no es necesario para la replicaci6n del fago en -

b coli, s6lo funciona en la integraci6n del ADN A dentro del cromosoma hués 

ped durante la fase lisogénica. Toda la informaci6n para el crecimiento e --

infecci6n, se encuentra en los dos segmentos externos, de tal manera que el -

fragmento central puede ser eliminado y reemplazado por un fragmento de ADN 

extraño de aproxirradamente 15 kb de longitud. . I.as rroléculas reccmbinantes -

formadas de este nodo, pueden ser empacadas en cabezas de fagos in vi tro, y 

utilizadas para infectar a la bacteria huésped siguiendo la vía lítica de in-
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fección del ba.cteriofago A • Así el ADN extraño, puede arrplificarse junto con 

el ADN viral y entonces empacarse en una nueva generación de partÍculas vira-

les las cuales se liberan al lisarse la célula llevando a la formación de ---

"placas" sobre las colohias bacterianas (11, 16, 17). las placas pueden co--

lectarse y ya que el ADN esta perfectamente empacado, puede almacenarse y -

cuando se necesite, extraerse fácilmente (Fig. 5) (12). 

plásmido ADN extraño 
Bam HI 

T i 
Bam HI Bam HI 

l l 

--------:: LIGASA---------------
plásmido recambinante 

Figura 4. El plásmido es canunmente usado caro vector de clonación 

.. ,¡¡,¡ 
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ADN del BACI'ERIOFAGO A 

sitios COS 

D 
t 

necesarios para la 

replicación y empaqueta

miento 

---.~ ~ 

ADN EX'I'RANO 

15 Kb 

~ 
ll1PAQ~ 

Bacteriofago 

llevando el ADN 

extraño 

Figura 5. Clonación de ADN usando carro vector al Bacteriofago A . 

Ultimamente se ha desarrollado otro vector conocido como e ó s m i d o , -

este permite la clonación de segmentos grandes de ADN. I.Ds c6smi.dos son una 

combinación de las propiedades de un plásmi.do y un fago. El ADN del bacterio

fago A , tiene en sus extrerros secuencias complementarias de cadena sencilla 

llamadas "sitios COS". I.Ds sitios COS son necesarios para la inserción y ern-

paquetamiento del ADN dentro del fago. Estos sitios han sido insertados en el 

plásmi.do pBR322 y el ADN extraño cortado con una ER, puede unirse a los sitios 

COS en el plásmi.do fragmentado con una ER similar. Al añadir extracto A pre-

parado previamente, el cual lleva proteínas de fago que realizan la actividad 

de empaquetamiento del ADN y formación de cabezas de fagos, éstas pueden reco-
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nocer y seleccionar los fragmentos de 35 a 45 Kb de AI:N extraño rodeado ¡;x::>r 

los sitios COS en el plásmido abierto y empacar los dentro de las cabezas de 

fagos. Ahora, estos fagos pueden infectar E. coli inyectándo las rroléculas -

híbridas ADN-COS, quienes perrranecen corro un plásmido dentro de la bacteria 

(Fig. 6) (11, 12) • 

~~ ADN A ~ 1 

~ /sitio de corte para Bgl II 

sitios COS 

ADN extraño ( 35 Kb) 

1 ~ p 
r COS 

Tet 

corte con Bgl II 

y unión con Ligasa 

ADN extraño 
Wif1 11 

cos 

EMPAQUEI'AMIEN'ID~ 

E. coli-

ADN-CQS 

' 'INFECCION 

Figura 6. La construcción de un Cósmido cOitO vector, penni te la clonación de 

fragmentos de ADN largos. 
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Elaboración de la Molécula Recombinante. 

Se han perfeccionado varios métodos para la construcción de Moléculas -

Recombinantes, de acuerdo a la característica del fragmento que se desea in

troducir al vector para su posterior clonación (11). 

Los fragmentos con extrerros adherentes generados por las ER, pueden in

troducirse a un vector, sí este es cortado con la misma ER por lo tanto, am-

oos tendran extrerros adherentes cuyas secuencias complementarias pueden unir

se y luego sellarse mediante la enzima ADN ligasa (12, 18). 

Si los fragmentos son de ext.rerros parejos, otra enzima, la Transferasa 

Tenninal, puede utilizarse para adicionar nucleótidos en el extrerro 3' de una 

cadena del ADN que se desea clonar, creando extrerros adherentes. Por ejemplo 

al adicionar residuos de adenina ( dA ) en una cadena del fragmento a clonar, 

y residuos de tirnina ( dT ) a la cadena del vector, entonces los dos pueden 

unirse por camplementaridad y después hacer perrranente la unión con una en-

zima ligasa (12, 19). 

También es posible la síntesis química de secuencias de 8 a 10 pares de 

bases llamadas OLIGONUCLEai'IOOS, quienes tienen sitios de restricción artifi

ciales denaninados "Ligadores 11
• Estos ligadores oligonucleótidos pueder ser -

adicionados a :rroléculas de ADNc de doble cadena usando una ligasa. Después, 

los ligadores son cortados por una ER y el ADNc ahora portando los extrerros -

adherentes hechos por la ER, es insertado dentro del vector que ha sido pre

viamente abierto con la misma enzima ( 11, 18) • 
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Introducción de la Molécula Recornbinante a rm Huésped. 

Ia célula huésped más utilizada en la clonación del ADN es la bacteria 

E.~. I.Ds bacteriofagos y c6srnidos poseen genes que les penni ten entrar -

facilmente a la bacteria mediante infección. En el caso de los plásrnidos, -

es necesario ya sea tratar previamente a la bacteria con Cloruro de calcio -

para hacerla temporalmente permeable a los plásrnidos -6 crear poros en la --

membrana mediante la aplicación de una corriente eléctrica ( Electroforación 

por donde entren dichas rroléculas (12). 

También es posible la incorporación de rroléculas recornbinantes en célu-

las eucarióticas, ya sea vegetales ó animales, por infección con fagos ó por 

microinyección del plásrnido al nucleo celular (20). 

Recientemente la levadura está siendo otro huésped muy eficiente aprove-

chando que posee sus propios plásrnidos que penni ten la clonación de segmentos 
' 

aún más largos que en los cósrnidos (21). 

Selección de las Bacterias Transformadas. 

otro paso en la clonación, es detenninar cuales células admitieron rrolé-

culas recambinantes llevando el segmento de interés. Ya se habló de la resis 

tencia a antibióticos conferida por ciertos genes del vector a la bacteria, -

así que esta es crecida en rm medio selectivo que elimina las bacterias que -

no contienen recornbinantes. 

Un proceso llamado "Hibridización de Placa", oerrnite localizar cual colo-

nia ó placa contiene el ADN clonado mediante su hibridización con una secuen-

cia canplementaria marcada radioactivamente. Ias colonias ó placas seleccio-

nadas se ponen a crecer en un medio especial obteniendo grandes cantidades _ 
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de la secuencia deseada ( 12, 22) . Ias bacterias que contienen recanbinantes, 

pueden guardarse para su uso posterior en forma de una cólección de todas las 

secuencias de ADN presentes en el genorna de una detenninada especie. Esta --

colección se conoce como una BIBLIOTECA DE ADN ó GENOTECA (12). 

El ADN obtenido por clonación se puede usar para varios fines: el aisla-

miento y la secuenciación de genes individuales (23), prq:x:>rcionar sondas pa-

ra rnapeo de genes (24)', analizar genes in vitro (25), etc. 

En el proceso de hibridización, la sonda se marca radioactivamente me--

diante una técnica llamada "Traslape de Muesca", aprovechando la habilidad de 

la ADN polirnerasa I de ~- coli para eliminar nucleótidos del extrerro 5 1 -P, al 

mismo tiempo que los reemplaza por uno radioacti vo en el extrerro 3 1 -oH de una 

mella ó muesca hecha primeramente por una ADNasa en el ADN plantilla (en és

te caso la sonda) cuando se utiliza corno sustrato nucleótidos marcados radioac 

tivamente (Fig. 7) (6). Ya se están desarrollando nuevos métodos para el pro 

ceso de marcaje de la sonda, los cuales utilizan elementos no radioactivos -

como la biotina con el objeto de librar los riesgos de la radioactividad (26) . 

ADN asa 

Figura 7. Técnica de "Traslape de Muesca" para el marcaje de la sonda de. Arn. 
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AffiUNAS APLICACIONES DE IA TADNR 
::,•'.-'. 

Las consecuencias prácticas de la TADNR son muy amplias; se ha logrado 

mediante ésta nueva tecnología el aislamiento, clonaci6n así corro la expre-

si6n de genes que codifican para proteínas humanas algunas de gran importan

cia médica como son la Insulina (27), Honnona del crecimiento (28), Interfe

rón (29), Factor de coagulaci6n VIII (30), etc. alcanzando en algunos casos 

niveles de producci6n con prop6sitos comerciales. 

Para los fines anteriores, las bacterias y levaduras son los huéspedes 

ideales en la producci6n de dichas proteínas; sin embargo, algunas modifica

ciones post-traduccionales como el corte de polipéptidos, adici6n de grupos 

esenciales para el funcionamiento de la proteína, etc. , deben hacerse fuera -

de la bacteria ya que ésta carece de las enzimas necesarias para hacer las -

rrodificaciones. Por este rrotivo, muchos genes eucarióticos pueden ser correc

tamente expresados sólo en huéspedes eucarióticos, por lo que se han desarro

llado métodos para lograr la introducci6n y expresi6n de estos genes de inte

rés con el fin de obtener sus proteínas producto activas en grandes cantida

des (20) . 

Se ha trabajado también en plantas, buscando lograr la transferencia de 

genes extraños de interés, dentro de células vegetales con el objeto de confe

rirles la propiedad de fijar el nitr6geno cuando nonna.lmente no lo hacen (co

rro un ejemplo) y obtener mejores cosechas. Respecto a esto, se ha encontrado 

que la bacteria de suelo Agrobacteriurn turnefaciens, quien posee un plásmido 

llamado Ti, por un proceso de inserción entra a la planta y causa una agalla 

ó turror muy cerca de la raíz. Este plásmido Ti, causante del crecimiento del 

turror está siendo utilizado cono un vector natural con éxito dentro de la bo-

tánica (31, 32) . 



- 16 -

Por otra parte la TADNR está haciendo una importante contribuci6n al aná

lisis y diagn6stico de enfermedades humanas hereditarias. Actualmente se co

nocen más de 3000 características mendelianas implicadas en la patología de -

enfermedades hereditarias y s6lo muy pocas de ellas, pueden diagnosticarse -

prenatal y preclínicamente por análisis convencional de proteínas. Ahora la 

detecci6n directa y el análisis de varios defectos genéticos a nivel del ADN, 

son posibles usando genes clonados ó sondas oligonucleótidas logrando el -

diagnóstico prenatal y preclínico del defecto (2, 33). 

Cuando el ADN sufre algún cambio en su secuencia, los sitios de recono

cimiento para el corte de las ER se ven alterados, ya sea por la pérdida ó 

formación de un nuevo sitio de restricción, modificando la longitud de los 

fragmentos generados por las enzimas y creando un Polimorfismo en la Longitud 

de los Fragmentos de Restricción ( PLFR ) (33). Los PLFRs constituyen marcado 

res genéticos ideales en el estudio del polimorfismo del ADN. la identifica-

ci6n de un marcador genético ligado a una enfermedad, permite seguir la heren

cia del gen que causa dicha enfermedad (34). la estrategia básica conocida -

como Análisis de Ligamiento, constituye una de las herramientas rrás antiguas 

de la genética clásica y disponiéndo de ésta hábilidad, ya se conocen PLFRs -

para varios genes causantes de varias enfermedades importantes (Tabla 1) (35,36). 

Se ha propuesto que la información sobre la ca-segregación de marcadores 

de ADN y PLFRs, puede ser usada para construir un Mapa de Ligamiento de todo 

el Genoma Humano; reuniendo esfuerzos, los investigadores podrían buscar la -

localización de genes causantes de enfermedades en un menor tierrpo, usando un 

juego estándar de marcadores polimórficos espaciados igualmente por todo el -

genoma (36, 37) 
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ENFERMEDAD LCX:'.ALIZACION CR.Clv10SCMICA FECHA DEL 

HALlAZGO 

Enf. de Huntington 4p16 1983 (38) 

Distrofia muscular Duchenne Xp21 1983 (39) 

Enf. Poliquística de riñón 16p13 1985 (40) 

Fibrosis quística 7q21-22 1985 (41) 

Enf. Granulama:tosa crónica Xp21 1985 (42) 

Neurofibramatosis periférica 17cen-q21 1987 (43) 

Poliposis coli familiar Sq21-22 1987 (44) 

Neoplasia endócrina multiple IIa 10q4 1987 (45,46) 

Tabla l. Algunos desórdenes genéticos cuya localización cramosámica ha si

do determinada por estudios de Ligamiento C~co utilizando la T~. 

Finalmente, se habla de una futura Terapia Génica para la cual, los pro-

cedirnientos para insertar genes funcionales dentro de células sanáticas, has-

ta ahora están siendo muy eficientes in vitro. Su aplicación en humanos, -

puede llevar a la correcciÓn parcial de algunos desórdenes genéticos; sin em-

bargo las posibilidades de esta terapia, se esta estudiando muy profun.da!ren-

te bajo principios éticos (47,48). 

Ante éste enonne aporte de la TADNR tanto en áreas de las ciencias bio-

lógicas e industria, así corro el gran potencial que ofrece para mejorar pers-

pectivas de avance científico, hacen que el uso de esta tecnología se convier-

ta en una estrategia de investigación urgente de adaptar. El propósito prin

cipal de este trabajo de tesis, es el de obtener la adaptación de las técni

cas básicas de la TADNR a un costo reducido, a través de la utilización de --

los recursos disponibles en el laboratorio de Genética cuya aplicación prac

tica, será dirigida al diagnóstico preciso clínico y preclínico en individuos 

portadores o afectados de ciertas enfennedades heredables de interés entre --

otJ:;os fines . 
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O B J E T I V O S 

l. I.Dgrar la adaptación de las técnicas básicas de la Tecnología del Ar.N Re

canbinante. 

2. Que dicha adaptación sea alcanzada a un costo :rníni.no. 

E S T R A T E G I A S 

a) Selección de los protocolos metodológicos más confiables y reproducibles. 

b) Hacer uso del ma.yor número rx>silile de reactivos nacionales sin afectar la 

fineza de los procesos. 

e) Diseño y construcc::ión del equirx:> carente previa investigación de rrodelos. 
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M A T E R I A L 

los reactivos empleados en la adaptación de los métodos básicos de la -

TADNR, se han dividido para su descripción en dos grupos: los que ya fonnaban 

parte del acervo de reactivos del laboratorio ( Grupo I ) y reactivos de nue

va adquisición especialmente para la realización de éstos métodos ( Grupo II) 

GRUPO I 

* Tris (hidroximetil) amino metano (I) 

* Dodecil sulfato de sodio (I) 

* 8-Hidroxiquinoleína (I) 

* Ficoll (I) 

* Albumina de suero de bovino (I) 

* Polivinilpirrolidona (I) 

* Fonnamida (I) 

* Agarosa Tipo I 

* Sephadex (I) 

* Cloroformo (N) 

(I) 

* Alcohol etílico absoluto (N) 

* Alcohol isoamílico (N) 

* Etilendiamino tetra -acético (EIJI'A) (N) 

* Bicarbonato de amonio (N) 

* Cloruro de amonio (I) 

N = adquisición Nacional 

I = adquisición por Importación 

GRUPO II 

* Fenal (N) 

* Azul de Brorrofenol (I) 

* Branuro de etidio (I) 

* Equipo :para Traslape de muesca (I) 

* Enzimas de Restricción (I) 

* Arn de espenna de salm'5n (I) 

* dCI'P p32 (I) 

* Membrana de nitrocelulosa (I) 

Ias Enzimas de Restricción fueron donadas por el Centro de Ingeniería Gené

tica de Cuerna vaca. 
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I..os reactivos señalados ccm::> I (aproximadamente el 74% de ellos) fueron 

adquiridos de .importación obligada debido a que no se producen en el país, y 

aquellos reactivos de marca nacional que requirieron de nayor pureza ccm::> el 

caso del fenal, fué sometido a bidestilación. 

El equipo utilizado en la realización de la Iretodología, igual que en el 

caso de los reactivos, varios aparatos ya se encontraban en el laboratorio, 

aquel equipo faltan te, ya que no se fabrican en el país e .importados son coti-

zados a muy alto costo, se investigaron varios rrodelos y en base a ellos se 

diseñaron y construyeron con la ayuda del Departamento de Diseño de la rnisna 

U. I. B. O. 

la Tabla 2 es una lista del equipo utilizado, cáno fué adquirido y su -

uso • 
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EQUIPO RmUERIOO VIA DE OBTENCION MODEID 

MicrocentrÍfuga Sustituída Centrífuga Clay-Adams de 1500 rpm 

Selladora de bolsas Ccrnprada CRUZMEX ( M. I. R. ) 

CentrÍfuga con refrigera- Existente en el labora- SORVALL Superspeed RC 2-B 
ci6n torio 

Horno 11 11 11 11 Medi - I:ab ( 15 - 120°C ) 

Espectrofotánetro con Mm- 11 11 11 11 PMQ III Zeiss 
para de luz ultravioleta 

Baño maría 11 11 11 11 G C A/Precision ( 10°C - 90°C ) 

Fuente de poder 11 11 11 11 BUCHLER 3- 1500 

Congelador ( - 20°C ) 11 11 11 11 REVCO Ultra IDw ( - 40°C ) 

Transiluminador de luz Ul- Diseñado y construído en 32cm x 26cm x 9cm de acero inoxi-
travioleta el laboratorio (Fig. 8) dable con pantalla de vidrio y 4 

lámparas de luz ultravioleta 

Cámara para electroforesis 11 11 11 11 30om x 23cm x 10cm de acrílico de 

(Fig. 8) 1/411 con charola para gel y peine 
de 23 aQlicaciones 

cajas para basura radioac- 11 11 11 11 30cm x 26cm x 8cm de acrílico de 
ti va 1/411 

Mamparas para protecci6n 11 11 11 11 40cm x 50cm de acrílico de 1/211 

a la radioactividad 

(Fig. 8) 

i -

lJTILIDlú) 

Reunir volumenes pequeños 

Sellar bolsas de hibridi-
zaci6n 

Centrifugaciones hasta de 
12000 rprn 

Horneados a 37°C y 80°C 

Cllantificaci6n del AI:N 

Incubaciones a 37°C 

Corrimientos electroforé-
ticos 

AJJnacenaie del ADN 

Observaci6n de los geles 
conteniendo digestiones 
y despues de transferir 

Separaci6n de fragmentos 
de ADN 

Recolecci6n de basura con 
desecho radioactiva 

Protecci6n a la radioacti-
vidad ~urante el manejo -
del P3 al marcar la sonda 
e hibridizar. 

N 
1-' 

1 

.....,¡j 
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A B 

e 

Figura 8. Equipo construído en el laboratorio : A) Mampara para protec

Ción a la radioactividad, B) Transilurninador , C) caja para electroforesis. 
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los procedimientos básicos en la TADNR fueron agrupados en seis fases -

para su adaptaci6n bajo las condiciones del laboratorio (Fig. 9) 

I. OBTENCION DE ADN 

La mayoría de los protocolos descritos para la extracci6n de ADN son muy 

similares, difieren s6lo en la fuente de ADN y eñ. las estrategias realizadas 

para obtener el ADN con la mayor pureza posible. 

En éste trabajo, se obtendrá ADN de muestras de personas control (Grupo 

A) y muestras de pacientes que pertenecen a un estudio de Ligamiento Génico 

(Grupo B) las cuales se procesaran de acuerdo a un método adaptado en el la-

boratorio tomando corno referencia los métodos descritos por T.Maniatis (12), 

Sykes (49) y Madisen (50). El procedimiento adaptado consiste en los siguien-

tes pasos : 

1. Tanar 20 ml de sangre periférica con EDI'A corro anticoagulante para utilizar 

los leucocitos como fuente de ADN. Centrifugar a 2500 rpm durante 10 min. 

a 4°C para separar el plasma • 

2. El paquete celular se resuspende en una soluci6n 10:1 de NH4Cl 0.144 M y 

NH4Hco
3 

0.01 M para lisar los eritrocitos. Se deja reposar y centrifugar a 

2500 rpm por 10 min. Se desecha el sobrenadante y repetir el mismo paso. 

Todas las centrifugaciones se hacen a 4 oc. 

3. El boten de leucocitos se lava con una soluci6n 9:1 de NH4Cl 0.144 M y 

NH
4
Hco

3 
0.01 M . Centrifugar y si el bot6n permanece rojizo, volver a -

lavarlo. 

4. Se lisan los leucocitos con una soluci6n Tris/HCl 0.1 M pH 8.0 , EDI'A 

10 mM y SDS al 0.5% • 
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5. Incubar ¡Sor 10 rnin. a 37°C en baño maría y agregar 2.5 m1 de KCl 2 M pa

ra hacer la solución 1 M. 

6. Se procede a extraer las proteínas del lisado por tratamientos con una -

mezcla 1:1 de F~~ol y Cloroforrno:alcohol isoamílico (24:1). Centrifugar 

y recuperar la fase acuosa. Repetir éste paso. 

7. Se extrae dos veces, con Cloroforrno:alcohol isoamílico (24:1) para remo

ver cualquier traza de fenol ó proteínas que pudiera haber pernanecido. 

Centrifugar y recuperar la fase acuosa. 

Todos los tratamientos para extraer proteínas requieren de agitación sua

ve realizada en un retador durante 10 min. antes de la centrifugación. 

8. Al sobrenadante agregar 1 ml de Acetato de sodio 4 M para hacer la solu-

ción 0.25 M. 

9. Añadir 30 ml de etanol frío para precipitar el ADN agitando suaverrente. 

10. Se separa el precipitado y se lava dos veces con etanol, centrifugando 

cada vez a 12,000 rpm. 

11. Descartar el etanol y dejarlo secar al aire. 

12. Por últirro, el ADN seco se redisuelve en a:rrortiguador Tris 10 mM, Em'A 

1 rnM pH 7. 5 con agitación suave en el retador durante 1 ó 2 días en re-

frigeración. 

13. El ADN disuelto, se conserva a 4°C ó mejor aún a -20°C. 

CUANTIFICACION DE ADN 

El pico ~ de absorbancia de los ácidos nucleícos es a 260 nm, y para 

la mayoría de las proteínas es a 280 nm; una relación de las lecturas a éstas 

longitudes de onda, nos info:r:rna si el ADN obtenido está contaminado con pro

teínas ( 12) . F.l procedimiento es el siguiente : 

l. Tarar una alícuota de 1~ 1 de ADN y agregarle 2 ml de agua destilada. 

2. leer la densidad óptica a 300, 280, y 260 nm. 

3. Determinar la concentración de ADN multiplicando la lectura en densidad -

óptica a 260 nm X 10,000 obtenida en rng/ml. 

4. Determinar la relación en densidad óptica a 260nm 1 280 nm. 

,;i.\111 
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II. DIGFSTION 

Una de las IPayores dificultades al trabajar con el genama de organisrros 

superiores es la tremenda longitud de sus ADNs. El uso de las Enzimas de Res-

tricción, penni te fraccionar el genama en conjuntos definidos de fragmentos 

específicos en forma precisa. Cada enzima requiere de ciertas condiciones -

especiales de temperatura y concentración de sales, necesarias para llevar a 

cabo la reacción de reconocimiento y corte específico. Aproximadamente 1 uni-

dad de enzima es necesaria para digerir 1J" g de ADN en 1 hora en el buffer y 

terrperatura apropiada en una mezcla de reacción de 20jl (12). 

Para la digestión del ADN obtenido de las muestras del Grupo A, se utili-

zaron las enz.iroas donadas por el Centro de Ingeniería Genética de CUernavaca 

(Eco RI, Pst I y Bam HI) quienes las obtienen y purifican. A m:mera de ccmpa.-

ración, algunas Imlestras del Grupo B fueron digeridas con la enzima Bam HI de 

marca canercial Boehringer. 

El siguiente procedimiento fué tornado de la referencia (12) 

l. Se tanan alícuotas de 10/g de ADN ( 7, 10 ó 20./ 1 según la concentración de 

la muestra) . 

2. Añadir una mezcla de reacción que contiene ~ j>-mercaptoetanol, buffer ade

cuado para la enzima utilizada y agua destilada para corrpletar volumen. 

3. Poner 1 unidad de enzima, mezclar suavemente y centrifugar para reunir el 

volumen. 

4. Incubar primero a 37°C en baño maría y después pasarla a un horno a la mis

ma temperatura dejarla por 24 horas. 

5. Al siguiente día , añadir otra unidad de enzima y centrifugar para reunir 

el volumen . 
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6. Incubar por 2 horas a 37°C en el horno. 

7. proceder a separar los fragmentos obtenidos mediante electroforesis. 

N O T A : las enzimas de restricción deben pernanecer en congelación a una 

temperatura de - 20°C, durante su transporte y tiempo de pe:rmanencia fuera 

del congelador, para prevenir su inactivación se recomienda mantenerlas en -

hielo ya que son sumamente lábiles y costosas. 

Para evitar contaminaciones de cualquier índole es preferible usar 

guantes de látex en ésta y las siguientes fases. 
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III. CORRJMIENTO ELECI'ROFOREI'ICO 

Una vez que las ER han cortado el ADN, los fragmentos obtenidos pueden 

separarse en base a su tamaño mediante electroforesis en geles de agarosa 6 

poliacrilamida según la longitud del ADN cortado. Los productos de la diges

tión. enzimática se extienden :por todo el gel y se observan cano Ull..a rrancha -

continua a través de luz ultravioleta al teñirlo con Branuro de Etidio, el -

cual produce una intensa fluorescencia color naranja cuando se une al ADN ; 

la fluorescencia es pro:porcional a la cantidad de ADN en el gel (5, 51 ) . 

l. Se prepara un gel grande de Agarosa Ti:po I. (de baja electroendosrrosis) -

al O. 8%, poniendo el peine que formará las ranuras para aplicar las Irn.les

tras. 

2. A cada muestra, :poner le una alícuota de azul de branofenol cano buffer -

cargador ( azul de brcmofenol O. 25% + sacarosa al 40% ) , centrifugar pa-

ra reunir volumen y aplicarlas al gel. 

3. El gel se sumerge cuidadosamente en el amortiguador de corrimiento ( Tris

ac. b6rico-EDTA ) en la cámara para electroforesis y se conecta de cátcxlo 

a ánodo a 40 volts durante 16-18 horas. 

4. Con el fin de evaluar la digestión y separación, el gel se tiñe con una 

solución de branuro de etidio (0.15 yg/lOOml) durante 1 hora, luego de -

enjuagarlo con agua destilada, se observa sobre un transilurninador de --

luz ·ultravioleta. 

::¡ ·'· 
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IV. TRANS~CIA 

;<;:.._. 

IDs experimentos. de hibridización no se pueden efectuar dentro de un gel 

electroforético, así que es necesario transferir el ADN del gel a un soporte 

fijo que puede ser una hoja de nitrocelulosa ó nylon (proceso llamado Southern 

blotting en honor a E.M.Southern quien inventó la técnica) (5). Ios fragmen

tos en el gel han sido previamente desnaturalizados con el fin de que las ca

denas abiertas, puedan hibridizar con el ADN testigo, y el paso de los frag-

mentos del gel al soporte fijo puede hacerse por capilaridad ó aplicando una 

corriente electrica ( electrotransferencia ) ( 12, 52) . 

El siguiente proceso está basado en el fenómeno de capilaridad 

l. El ADN se desnaturaliza poniendo el gel que contiene los fragmentos en una 

solución de NaOH 1 M, durante una hora. 

2. Se lava el gel cuidadosamente con agua destilada y se neutraliza con una 

solución Tris • 5M/NaC11. !;). M por 30 minutos. 

3. En un recipiente, se pone una esponja del tam:mo del gel y sobre ella un 

papel filtro del mismo tamaño humedecido previamente con t~B solución es

tándar 2X de NaCl 3 M/Ci trato de Sodio . 3 H ( SSC 2X ) , luego se coloca el 

gel invertido. 

4. Sobre el gel poner la membrana de nitrocelulosa cortada al tanaño del gel 

ya renojada en solución SSC 10X durante 15 min. cuidando de no dejar bur

bujas entre la membrana y el gel, luego colocar 3 hojas de papel filtro -

humedecidas con SSC 2X. 

5 ~ Se coloca .una altura aproxinada de 15 cm. de papel absorbente (peri6dico 

6 toallas de papel) cortado al tam:mo de la membrana. Sobre ésta un vidrio 

y un peso de 500 granos aproxima.damente. 

6. Agregar al recipiente hasta el borde de 1a esponja solución SSC lOX Y dejar 

por 24 horas. 

7. Al dia siguiente lavar la membrana con SSC 2.'< y secarla e.ntre dos hojas de 

papel filtro durante una hora e.11 un horno a 80°C. la membrana seca puede 

guardarse cubierta con papel adherente a terrperatura ambiente hasta el no-

mento de la hibridización. 
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V. HIBRIDIZACION 

El ADN unido a la nanbrana de nitrocelulosa es puesto a hibridizar con 

la sonda de interés, la cual está marcada radioactivamente. Todo este proceso 

se realiza detrás de mamparas para protección a la radioactividad. 

La donación de una alícuota de la sonda perteneciente al Crc:m:>sorna 18, 

fué la utilizada en esta ocasión para la hibridización de las muestras del -

Grupo A y 2 del Grupo B, sin ningún rrotivo en particular sólo cano prueba del 

proceso. El procedimiento siguiente fué tornado del rnétcx:lo descrito por T.Ma-

niatis (12) 

l. Se prepara una solución de Pre-hibridización que contiene : SSC 6X; SDS 

al 5%; Solución Denhardt 5X (Albumina de suero de bovino al 2%, Polivinil

pirrolidona al 2%, Ficoll al 2%); ADN de esperma de salmSn previam:mte -

desnaturalizado por calentamiento hasta ebullición y enfriamiento rápido 

en hielo. De la mezcla anterior se agregan 0.2 rnl por cm2 de la membrana 

a una bolsa de hibridización junto con la membrana de nitrocelulosa que 

lleva inmovilizados los fragmentos de ADN la cual ha sido mojada en SSC 

6 X. Apretar la bolsa para quitar al máxirro las burbujas y sellarla. In

cubar en baño maría a 45°C toda la noche. 

2. Se quita lo más que se pueda la solución de Pre-hibridización y se pone 

la mitad del volumen (O .1 rnl por m? de la merrbrana) de una solución de 

Hibridización que contiene : SSC 6X; Fonnamida al 50%; SDS al 5%; Arn de 

esperma de salmón desnaturalizado, añadir junto con el resto de la sol u-

ción de hibridización la sonda marcada con P
32 

ya desnaturalizada. 

I.a sonda es rnarcada radiactivamente mediante la Técnica de "Traslape de 

muesca" carro sigue (12) : 

a) Preparar una mezcla de reacción con : nucleotidos no marcados, nucleoti-
32 dos rnarcados radioacti vamente con P , ADNasa, ADNpol. I, la sonda de ADN 

y amortiguador Tris-HCl. 

b) Incubar a temperatura constante de 12-14°C durante 2 horas. 

e) I.a mezcla de reacción anterior, se hace pasar a través de una coh.rrnna de 

Sephadex G-50 previanente errpacada y equilibrada con arrortiguador Tris-HCl 

pH 8. O. Los nucleotidos radioactivos y los no marcados sobrantes después 
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de la reacción, quedan atrapados en el Sephadex recuperani:> solamnemlte ]a 

sonda marcada. Enseguida se desnaturaliza por calentamiento Jhasta ebrn]]]

ci6n y enfriamiento rápido en hielo. Así, la sonda queda lista p¡ma am
dirse a la solución de hibridización. 

3. Después de poner la solución de Hiliridización, apretar ]a Jbolsa ¡pa:n:a. «¡Wñ.

tar las burbujas, sellar la bolsa e incubar en baño mrí.a a ~S~ if:r!:Xll:a ]a 

noche. 

4. CUidadosémente cortar la bolsa y sacar el filtro, ~ ~.Tho 2 \Ve

ces (X)[l una solución SSC 2X, SDS al 0.5%, durante 15 mm.. carlli::!J. 'l'le'Z. 

s. ravar oti:as 2 veces con ssc l.X, sos al 1% y otras dos 'llleCieS COllll. ~ !lll.tt, 

soo al. 1% preca.ler..tada a 65°C cada vez por un tiampJ de 15 :mmfur:nnll:m;. 

6. ra nE!IIimma lavada, se seca entre dos hojas de ~ fi.lit:Jro> a lle¡pettíidltull

ra anbiente y se prosigue a realizar la A.utorradi.ogra. 

1 

..~ 
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VI. AUIDRRADICGRAFIA 

ra visualizaci6n de los fragmentos de ADN que hibridizaron con la sonda 

marcada radioactivarnente (P
32

), se logra mediante la Autorradicgrafía la cual 

consiste en la exposici6n de la membrana que contiene los híbridos a una pe

lícula fotográfica adecuada • El siguiente proceso está basado en la referen

cia (12). 

1. En un cuarto obscuro, poner la membrana hibridizada en un recipiente para 

rayos X y cubrir la con una película de Rayos X Kodak X--c:rnat AR por ambos 

lados de la membrana. Asegurar que están bien puestas e i.nrróviles. 

2. Para incrementar la sensibilidad de la película, la rnenbrana cubierta con 

la película es puesta entre dos pantallas intensificadoras. 

3. Dejar la exposici6n durante 1 semana a -40°C y luego proceder al revelado. 

4. Para revelar : 

a) Poner la película de rayos X en Líquido para revelado de rayos X por 

5 minutos. 

b) Pasarla a una soluci6n de ácido acético al 3% y luego durante 1 minuto 

a baño de agua. 

e) Poner la película en fijador rápido por 10 minutos. 

d) Pasarla en agua corriente durante 15 minutos. 

e) Secar en horno 6 a temperatura ambiente. 
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'. 
R E S U L T A D O S 

El éxito de la adaptaci6n descrita estuvo sujeta a la adecuada realiza-

r ci6n de cada uno de los procesos, y aunque el resultado final puede visuali

zarse hasta la autorradiografía, cada uno de los procesos corro la Obtenci6n 

l: del ADN, Digesti6n, Corrimiento electroforético y la Transferencia pueden --

/~ 

evaluarse parcialmente con la finalidad de corregir si es necesario, las con-

diciones de tales procesos ya que el uso de reactivos de diferente marca co-

rnercial a la recanendada 6 la sus ti tuci6n de equipo, podrían alterar o fallar 

su reproducibilidad. A continuaci6n se describen los resultados obtenidos en 

cada uno de los procesos. 

OBTENCION DEL ADN 

De las muestras de sangre procesadas para la obtenci6n de ADN, 6 corres-

penden a individuos controles (Grupo A) y 93 fonnan parte de las muestras de 

un estudio de Ligamiento Génico (Grupo B) • 

la Tabla 3, presenta las relaciones de las densidades 6pticas a ----

260nm/280nm y las concentracines del ADN obtenido. El pranedio de las rela-

cienes de las densidades 6pticas en las muestras preliminares del Grupo A fué 

de l. 25 • Algunos protocolos definen que la evaluaci6n de ésta relaci6n es 

de l. 8 a 2. O para un ADN puro, y sí la relaci6n es menor se considera conta-

minado con proteínas 6 fenol (12). 

Para averiguar la causa del resultado anterior, se trataron 10 muestras 

del grupo B con Proteínasa K y RNasa durante la obtenci6n oarno lo describe -

Maniatis (12), con el fin de eliminar al rnáxiiro las proteínas y el ARN (cuya 

concentraci6n es mínima). Además, una de las muestras de ADN del grupo B ob-
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tenido con el método adaptado, se trató con las mismas enz.ima.s después de la 

obtención con el mismo fin depurador. Ambos resultados fueron muy semejantes 

a la relación 260nrn/280nm de un ADN de carnero de marca comercial con menos 

del 3% de proteínas la cual fué de 1.33. Valores similares a los anteriores 

fueron obtenidos en las relaciones de densidad óptica de las 82 muestras res-

tantes del Grupo B (Tabla· 3) . 

Por otra parte, con respecto a las concentraciones de ADN obtenidas, es-

tas se ffi31ltuvieron en un rango de O. 63 a 2. 31 rrg/rnl. Esta variación fué de-

bida principalmente al volumen de sangre del que se extrajo el ADN ( 5 a 20 

rnl. ) , aunque también se observó una disminución en el ADN recuperado causada 

por el tiempo transcurrido entre la torna de la muestra y su procesamiento ( 

de 1 hasta 7 días ) . 

260 nm 
Tabla 3. REIACION ~RO nm Y CONCENTRACION DEL ADN OBTENIDO. 

ADN de carnero con 

menos del 3% de -

proteínas. 

Tratadas con Pro

teínasa K y RNasa 

despues de la ob

tención. 

Tratadas con Pro

teínasa K y RNasa 

durante la obten-

ción . 

Muestras Grupo A 

Muestras Grupo B 

N° de muestra 

1 

1 

10 

6 

82 

Relación 260nm 
280nm 

X 

1.33 

1.36 

1.27 

1.25 

1.37 

S 

0.080 

0.060 

0.087 

Concentración de 

ADN (rrg/rnl) 

X 

1.05 

0.49 

0.85 

o. 77 

1.34 

S 

0.23 

0.51 

0.34 
¡ ~ 

: :·:J.~'':i.j~~·~~~~~··:i 
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·niGESTION Y . CORRIMIEN'ro .ELECI'ROFORETICO 

IDs corrimientos electroforéticos de las muestras digeridas en ambos -

grupos A y B realizados en las cámaras que se diseñaron y construyeron en el 

Laboratorio, no presentaron alteraciones en el paso de la corriente ni aumen-

to en el arnperaje, realizandose las electroforésis sin generación de calor y 

con una migración uniforrre del rrarcador (azul de brorrofenol), lo cual indicó 

el buen funcionawiento de este equipo así como las condiciones adecuadas en 

estos procesos. 

Igualmente el 'I'ransilum.inador de luz ultravioleta construído en el labo-

ratorio, rindió una fluorescencia tan intensa como la de los transiluminado~ 

res de marca camercial, permitiéndo la observación de los geles conteniendo 

digestiones y su impresión fotográfica sin ningún problema. 

En la fig. 10 que corresponde a 10 muestras del Grupo B digeridas con -

la enzirra Bam HI (de marca Boehringer), la observación sobre el transilumina-

dor pennite ver que algunas muestran baja fluorescencia, sugiriendo que la -

cantidad de ADN puesta a digerir fué insuficiente (líneas 1,2,4 y 6) y que -

requieren de aumentarla con el objeto de asegurar una buena hibridización. 

En las muestras de rrayor fluorescencia, se distinguen pequeñas bandas de --

fluorescencia más intensa (señaladas con una flecha), demostrando que aderrás 

de digestión adecuada la separación de los fragmentos obtenidos fué unifo:rne. 

-;' 

C.::d~ 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 10. Digestión de 10 muestras del Grupo B con Bam HI ( 

Boehringer). Algunas líneas son más tenues (1,2,9 ylO) indi

cando que requieren de más ADN. Se observan también pequeñas 

bandas de fluorescencia más intensa en cada línea (señaladas 

por flechas) , éstas corresponden a fragmentos de longitud si

rnilar y su evidencia sugiere uniformidad en la separación de 

-los fragmentos obtenidos en la digestión. 

" 
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Figura~1.Fotografía del gel después de la Transferencia. Só

lo permanecen los fragmentos de alto peso molecular . 

. 'TR}-\NSFERENCIA 

La verificación del paso de los fragmentos del gel a la hoja de nitroce

lUlosa, se realizó al observar el gel después de la transferencia sobre el -

transiluminador . En la fotografía de la Fig. 11 , se Irn.lestra que después de 

la transferencia, sólo permanecen manchas fluorescentes cercanas al punto de 

aplicación que corresponden a fragmentos de ADN de alto peso nolecular; lo -

cual indica que la mayoría del ADN fragmentado fué correctamente transferido. 
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HIBRIDIZACION Y AU'IDRRADiffiRAFIA 

las hibridizaciones realizadas con las 6 nruest:ras del Grupo A las cua-- , 
les fueron digeridas con 2/"' 1 de las enzimas Eco RI, Bam HI y Pst I donadas 

por el Centro de Ingeniería Genética de CUernavaca, s6lo algunas Ill.leStras -

dieron patrones definidos de hibridización: la muestra #1 digerida con Pst I 

(línea 7) y Eco RI (línea 13) ; la muestra ~5 digerida con Pst I (línea 11) y 

F.co RI (línea 17) y las muestras 3, 4, y 6 digeridas oon Eco RI (lineas 15,16 

y 18) ; mientras que en el resto se observan ba_rrÍlll1lielL1tibos en la zona corresp::m-

diente al ADN de alto peso IIDlecular (Fig. 12 ) • m e1 IDl!IÍ..SllllD autorradiograma, 

también se aprecia baja radioactividad basal sin grá111Jl!Ü0s inespecfficos visua-

lizada cano un fondo claro, y esto perrni.tió tener seguridad en que fueron -

adecuadas la cantidad de nucleótidos narcados OCJin: P
32

, así oc:rn:> las condicio-

nes para el "Traslape de muesca" en el marcaje y recuperación de la sonda. Por 

lo tanto consideranos que los barrimientos observados, son debidos a digestio-

nes incanpletas en la mayoría de las muestras sobre todo con Bam HI, causada 

ya sea por inactivación de las enzimas de restricción debido a la presencia 

de contaminantes existentes en el AOO ó bien por eonservación inadecuada de 

las mismas. 

Ia hibridización posterior realizada con 2 muestras del Grupo B, una ob-

tenida mediante el método adaptado (muestra A) y otra que había sido tratada 

con Proteinasa K y RNasa con fines depuradores (muestra B), presentó patrones 

de hibridización mejor definidos cuando la muestra A fué digerida con 2 /,t.~ 1 de 

Eco RI (línea 1), 10_)ll de Pst I (línea 2) y lV 1 de Bam HI (línea S) en can

paración con la muestra B digerida con 2/1 de Pst I, que sólo Irostró barrí-

mientes en la zona de ADN de alto peso rrolecular no digerido (línea 3) (Fig. 13) . 

Estos resultados confirman que el problema de hibridización no definida 

lo causó un bajo rendimiento de las enzimas usadas, dando digestiones incatple-
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tas , y no por falta de pureza del ADN digerido ya que además en otros expe-

rimentos de hibridización que no pertenecen a ésta tesis, todas las muestras 

del grupo B fueron digeridas con Enzimas de Restricción de marca comercial e 

hibridizadas con otra sonda bajo las mismas condiciones de adaptación descri-

tas en la metodología, dando patrones de hibridización excelentes. 

1 

• .. .. t ... ... 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

Figura 1.2. Autorradiograrna de 6 muestras diqeridas con: 2 f'l de Bam HI 

(líneas 1-6), 2/1 de Pst I (líneas 7-12) y 2_)-Ü de Eco RI (líneas 13-

18) , e hibridizadas con una sonda para el crarosarna 18. Sólo en las -

líneas 7,11,13,15,16,17 y 18 se definen bandas de hibridización. El

fondo claro sin gránulos obscuros inespecíficos indican baja radioac

tividad basal. 
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ci~ 

3 4 5 6 

Figura 13 . Hibridizaci6n de la mues

tra A digerida con 2rJ- de Eco RI (li

nea 1), 10fA 1 de Pst I (línea 2) y 10 

/" 1 de Bam HI (línea 5) . la muestra B 

fué digerida con s6lo ~1 de Pst I ( 

línea 3) . N6tese también el fondo cla

ro indicando baja radiactividad basal. 

·- . ··'. 

··.·' 
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DISCUSION 

I.Ds métodos utilizados en la TADNR son de rranejo delicado y requieren 

de algunos reactivos e implementación de equipo que no son muy canunes en -

un laboratorio de Genética, sin embargo, el recurrir a estrategias accesibles 

hicieron posible poner a nuestro alcance esta tecnología con una considera--

ble reducción en costos y esfuerzos. 

El trabajo que aquí se ha presentado no es una estandarización de méto-

dos nuevos, sino la recopilación de protocolos relacionados con la TADNR y -

el aprovechamiento de los recursos disponibles en el laboratorio para lograr 

la adaptación de dicha tecnología. Ia acertada selección de los protocolos 

más confiables y reproducibles llevaron por una parte, a la realización exi-

tosa de los procesos de Obtención del ADN, Digestión, Corrimiento Electrofo-

rético, Transferencia, Hibridización y Autorradiografía con sólo pequeñas di-

ferencias observadas principalmente en el ADN obtenido, cuya relación de las 

densidades ópticas a 260 nm/280 nm, fué diferente a las mencionadas por Ma--

niatis (12), sin embargo esto no alteró los procesos siguientes por lo que -

éstas alteraciones pueden atribuirse a diferencias en la marca comercial de 

los reactivos ó al espectrofot6rnetro usado. Asírnisrro, aún cuando existe la 

confiabilidad en los métodos seleccionados, es necesario señalar ciertas pre-

cauciones importantes para asegurar el éxito reproducible de los procesos : 

a) al manipular las muestras de ADN y Enzimas de Restricción, usar guantes -

de látex para evitar cualquier tipo de contaminación. 

b) conservar y transportar adecuadamente el ADN y los reactivos, principal-

mente las enzimas de restricción con el fin de prevenir su inactivación 

la cual provoca digestiones incorrpletas, cerno fué observado con las enzi

mas donadas por el Centro de Ingeniería Genética de Cuernavaca las cuales 

no fueron transportadas adecuadamente y por lo tanto hubo inactivación y 

bajó su rendimiento de corte; 
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e) tener nn cuidado extremo en el manejo de los nucle6tidos marcados con p32, 

ya que las radiaciones emitidas por este isótopo están consideradas entre 

las nás penetrantes. 

Con respecto a la reducción de costos en la adaptación, si bien no fué 

posible lograrlo en los reactivos utilizados ya que la mayoría no se produ

cen en el país, sí fué posible prescindir de algunos de ellos cano la Protei-

nasa K y la RNasa -ventaja ya señalada por Sykes (49)- las cuales resultar!an 

de alto precio puesto que serían adquiridas en cantidades importantes por el 

núnero de muestras a procesar. 

Por otra parte, una reducción muy importante del 76% en los gastos de -

equipo de nueva adquisición, se obtuvo mediante la construcción del misrro el 

cual funcionó adecuadamente en todos los procesos, hecho que perm.i ti6 marca-

damente alcanzar las metas propuestas (Tabla 4) • 

De esta manera podemos :rrostrar, que con la utilización de los recursos 

disponibles y buscando las estrategias adecuadas, se puede aspirar a la adop

ción de metodologías aparentemente complicadas y lejanas como esta TAI)l\'JR, cu-

ya adaptación permite abrir nuevas opciones aprovechando el enorme potencial 

que ofrece esta tecnología, tanto en investigación caro en técnicas de rutina 

en medicina. En el mismo laboratorio donde se realizó éste trabajo varias -

aplicaciones serían posibles de intentar : 

l. Ccm:> estrategia de investigación, por ejemplo, lograr el conocimiento del 

defecto que ocasiona ciertas enferrredades qenéticas de interés cano la de 

Alzheimer, Hnntington, entre otras, 

2 · Mejorar el asesoramiento genético al hacer el diaqn6stico clínico Y precl!

nico acertado en individuos afectados 6 con alto riesgo de aquellas enfer

medades que ya esposible diagnosticarlas mediante esta tecnología caro la 

Distrofia muscular, He.rrofilia, Talasemias, 

3. Buscar nuevas posibilidades de Terapia efectiva para aquellas patolog!as, 

que aún no la tienen. 



- 4,3-

COI'IZACIOl'\JES DE EXJUIPO DE MARCA CXMERCIAL ( Enero de 1989 ) 

Transiluminador de luz ultravioleta (20crn x 40crn) 

Caja grande para electroforesis con peine grande 

Mampara de acrílico para protecci6n a la radioac

tividad 

$ 1,120.00 

$ 195.00 

$ 117.00 

TOTAL $ 1,432.00 Dolares 

Oonversi6n a Pesos y pagando impuestos de irnportaci6n = $ 6'873,000.00 Pesos 

GAS'IOS REALIZAOOS EN IA CXJNSTRUCCION DEL :muiPO EN EL I.AOORA'IORIO 

Transiluminador de luz ultravioleta (32crn x 26crn) 

Caja grande para electroforesis con peine grande 

Mamparas para protecci6n a la radioactividad (de 

acrílico de 1/2") ( 1 par ) 

Cajas para basura radioactiva (de acrílico de 1/4") 

(1par) 

TOTAL 

$ 600,000.00 

$ 250,000.00 

$ 400,000.00 

$ 400,000.00 

$1'650,000.00 

CCMPARANOO coriZACIONES Y GASTOS, SE AlCANZA UNA REDUCCION DEL 76% • 

Pesos 

'rabla 4. Cotizaciones del equipo carente en el laboratorio en canparaci6n con 

los gastos realizados al construir tal equipo, resultando una reducciÓn del 

76%. 
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