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l N T R o V u e e z o N 

Vude. hac.e. m-lte.6 de año6 et de-&aM.o.t'.1.o de. la. ag/Úc.uU:wr.a .6e ha -

baóa.do e.n el me.jOJr.amle.n:t.o genético de. w ehpe.c.lu c.uftlvab.t'.e.é, a :tJta.vló 

de. la. 6elec.c.l6n rJ p!Wpagac.l6n de c.tVLa.cA:eJt.eA de.6e.adM que. apMe.c.en ehpon­

.t.áne.ame.n:t.e. e.n la..6 pobi.ac.lonu .6.i..K.vu.tJte.6 IJ c.uftlvadaó. 

La va!Úab.i.U.dad ge.nW.c.a. .6e obtiene. pOlt w mutac.lone.6 IJ la. 11.e.p!W-. 

duc.c.l6n 6 e.xuat, 110 abé.tan.te. que e.6:ta. 111..Uma .U.e.ne. 61.1.6 .um.u:a.c.lone.6 e.amo -

6on la. .lmp0.6.lb.lUdad de. CJ!.Uza e.n.tJte. e.6pe.c.le.6 i:Ll.6.u.n:t.a.6, que. e.6 .lmpe.dúia. -

. po11. la.6 baJtlteJt.M 11.e.p11.oduc.:tlvaó; -6.ln e.mba11.go, et hombJte. e.mpe.z6 a et.lm.i.nM 

poc.o a pocio u:ta.6 baMeJt.a.6p!Umcvw c.on la. .lmpol[;ta.c.l6n de. e.épe.c.lu de. u.n -

.t'.ugaJL a ot:Jr.o, la. 6e.Jt,t.l..Uzac.t6n aJt-U.6.{.c.la.t'., lo6 .lnjVLto6, e.:tc.., de. u.ta. m~ 

neJt.a la. c.a.Udad de. .t'.o6 p11.odu.eto6 agúc.ola..6 han me.f 011.a.do no:ta.b.t'.e.me.n:t.e., peJt.o 

a..t'. wmo .U.e.mpo, de.b.ldo. a..t'. mUodo de. 6ele.c.c.l6n, .t'.aó pla.n:t.a.6 han pe.11.dldo -

muc.haó ot:Jr.a.6 c.tVr.acA:e.IÚ6.Uc.a.6 que. .t'.u pvrml.Ua.n .60 b11.e.v.lv.l!t e.n .6u a.mb.le.n:t.e 

na..tt.vut.t'.· y .6 e. han vu.e.Uo -de.maó.lado de.pe.ndle.n:t.u. del hombl!.e., que. 6 e. ha -

v.Uto ob.Ugado a..t'. w.o de. .t'.06 pe.6.U.c.ldM y 6e.Ji;t,i,Uza.n:t.u e.n .t'.o.6 c.u.U:lvo.6, -

método que. c.ont.amlna e.o.da ve.z mM et me.dlo a.mbi.e.n:t.e mo6tfl.á.ndono6 que i.a -­

u.t:tr.a.te.g.la no e.6 del todo ade.c.ua.da. 

E.6 ne.c.et>a.11..lo dua11.JUJ.t'.i.aJt nue.vaó va/Úedadcu. que poóea.n .t'.a.6 c.aitac.­

teJLlli.U.c.a.6 adap.ta.t-lva.6 que han peJt.dldo .t'.a.6 p.t'.a.n:t.a6 c.u.Ulvada.6, pe.M que. -

, ew.t:e.n aún e.n la.6 p.t'.a.n:t.a.6 ó.l.t'.vuVt.eA e.amo Mn: .t'.a 11.u.Ute.nc.la a pi.aga.6 , 

la. to.t'.e.Jta.nc..la a i.a óa..t'.i.n.ldad, a .t'.a óe.qtúa., al. 61Ú.o, e.te.. 

E.t'. pl!.ob.t'.e.ma paJta. .t'..t'.eval!. a e.abo u.to cu. et a.-U..tamlento l!.ep1toduc.:tl­

vo, polt .to que. hay que. ut.i.U.zaJt nueva.6 .tfoni.c.a.6 paJta lte.6c.a.ta.lt u.t:oó g ene.6. 

Pue a .t'.a pi.aó.U.c.ldad que. mue.6.t:Jtan .t'.a.6 p.t'.an.ta.ó. e.n .t'.a 601tma.c.l6n de -

hlb!Údo.6 polt 6u.ó.l6n c.eeuLalt, .toó p11.ob.t'.e.maó pa!ta. obte.neJt. la..6 c.omb.lna.-~-

'.-.-.-
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c..lon.cu genWctUi de6eadtUi tion enoJUncu.. Eti polr. u.to que tie 11.equ.leJte de un 

mUodo mtUi e6-{.c.len:te de mocllM.cacl6n g enWca palla c~ati vege:ta..ecu., al­

go ~emejan:te a loti mUodoti de :tlr.a1U>óo1Unac..l6n empleadM en .ea .lngeni.etúa. -

gen(Ulca de bac:teJr..lah, en donde uno o má.6 gencu. peJtóec:tamen:te caJW.c:te/L.lz~ 

doti tion .ln:tegJr.adoti al genoma. de la céeu.la. 11.ecep;toJr.a bajo un ti.ló.tema de Ir.!_ 

gul.a.c..lón conoc..ldo. Aunque el duaJr.Jr.OUo de :tal 6.ló.tema. tie v.l6lwnb11.a le-­

jane dada. la complejidad ge.nalca y e.t;.tJr.u.c:tuJr.al de la6 cllul.M euc.aJr..l6nt!:_ 

CtUi, ex.ló.ten ti.ló.temtUi natuJr.ate.t; de .tJr.an6óoJUnac..lón que pueden 6eJr. emplea-­

doti cOn. eti.te plr.Opóti.l.to como el que .se anal.iza a con.t.lnu.ac..l6n. 

AgMbac:teJr..lu.m .tu.meóa.c.len.6 y la6 aga.Ua.6 de la coll.Ona (CJtOwn gaUI 

Al igual que .l.o.s an.lmalu, la6 plan:taó .t.upeJr..lOJt.U ;tamb.lln. de.t;a-­

MO.l.i.an .tumoJr.e.6 con un.a e.t.lolog,(a muy .semejan.te a la de lo.s plU.melr.06. U 

c11.e .. cún.len..to neop,e&.lco o canceJto.t.o en cU.ui.IUi vege:tale.6 puede .lndac.lll6e -

poi!.: Mcllac..lone.6, agen:tcu. qu.ún.lco6, v.ll!.u.s de ARN (1). Aunque no tie. han -

e.ncon.tJr.ado v.llr.u6 de AVN, eX-i.6.te un equ.lvalen.te de u.to.s e.n la bac:telt.la A· 
.tu.meóac..le.n.s, como el p11.oduc.ldo en alguno.s h.lbJt.ldo.t. de N.lco.tlan.a (2). 

En 1907 Sm.l.th y Town6e.nd ( 3 J .lde.ntió.lcan a la cu.pee.le ~· .tumeóa.­

c..len~ e.orno el agente 11.e.6pon6ab.Ee de un Upo de .tu.mOJr. vege.tal, llamado -­

agalla ( CJtOwn gaU) •. 

A· .tume6a.c..lel'l6 ( 4 J , · ( s) e6 un bacA.i.o g11.am nega.t.lvo, anae.Jr.áb.lco -

óac.!Lf..taUvo muy c.oma.n en ei. 6 uelo, m.lde de 1 . a 3 _.Mm de i.cvr.go po11. O. 4 a -

0.8 ¡Am de d..i.ó.me.tll.o; .t.lene de 1 a 6 ól.agelo.s en el m.lómo polo, u tielt.6.l--
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bi.e a la. luz y a. .ta .f>e.qul.a, pl!.JUJ e.n 6lLÜ06 hWne.d06 pvunane.c.e v.úlble y v-l­

Jtuf..en.:tc polt. ano.6. 

LM aga.f.l.aA 6e dua1t1tol.f.a.n e.n he.«dct!i que. pe.Jtmlte.n la enttr.ada de 

la bac..t~ a .etu. c.ll.ulM vege;t:ai.e6 l6), pOll. lo que. loó twno1t.u 6e 6ol!l11an 

geneJULt'.men..te a n..lvel del 6uel.o. CM.l todo..6 lM pl.anta.6 di.c.o:t.de.d6netu. -­

.f>on 6U6c.ep.t.i.blei. a e.6.ta -ln6ec.c.l6n, m-len.tlr..a.ó que t.a6 mo1toc.o.t.i..f.edóne.M palt.~ 

e.en 6e.JI. -lnbW.6.iblu a ella (71. La. Jt.e6-lótenc.la. de. eóta.6 úli:.úna.6 puede Jt.~ 

6.i..d-l/t. en la. .i.nca.pa.c.-lda.d de. i.a. bac..te.Jt.la. de a.dhe.trÁJL6 e a i.a. pall.ed c.e.luf.tvt - -

del ve.ge.tal. Una di.6e1t.enc.i..a. ubu.t.ctu.lu:tl e.nttte t.a6 pa11.e.deA a. l.46 que 6e -

u:ne. fu bac..te!Lia. y i.a.6 que n6, paJr.ec.e 6e.Jt el g1t.ado de me..t:.Ua.c.-lón del ác.l­

do poUgcú'..a.c.:twr..6n-<.c.o ( 8) • 

Cuando A· tume6ac.len6 . pe.ne.tlr.a. a .:tJio.vé.f> de una he.!Li.da., 6e pone - .· 

en c.on.t.a.c..to c.on 1t.ec.epto1t.u upe.clM.c.06 de la. pa1t.ed c.e.tulalt.; 1U1a vez adh~ 

_Jt..lda al Jt.e.c.e.ptoJt., i.a. ba.c..te.Jt.úl c.om.lenza. a. .6-lnte.t:.lza11. 6,(b~ de c.ell.Lto6a 

que a.tlr.apan a. o:th..a.6 bac.te.Jl..ú1l>, 601unando paquetu c.elui.a.Jt.e.6 en e6bi.ec.ho -­

c.on:tac.:to c.on la. c.ll.ula. vegeta.e 19 l • A c.ont-lnuac..lótt pene.tlr.a. a. i.a. c.llu.f.a. -

lo que dwuln:t:.e muc.ho6 aiio6 6e c.onoc..ló como plúnc.lp-lo de -lndu.c.clón twnolt.al 

( P l T ) 1J 1'..o que hoy 6e Mbe U que contiene i.a. -ln601U11a.c.-lón genai.c.a. -

ew:tente en un ptái,m.ldo, veJt. 6-tgWUt 1 • 

Loó .twnoJt.u p1t.oduc..ldo6 6-lnte.t:.lzan c.ompue6:to6 11'lt11.ogenado6 de.nonif 

nado6 op.lna6, que. no 6e enc.uel'titlu1n en loó :te.j.ldo6 6a.rto6 y que alte.Jt.a.n el 

metabol.lbmo n..l:tlt.oge.nado, ademá.6 bon plt.O:to:t:Jr.66-lc.o.f> paJta. 1t.e.gu.ta.do1t.u de -­

cJLec.-lm.len:to e.amo a.u."1.na.6 y. c.Uoún-lna.6 (JO l pud.i.endo, a. di.6e.Jtenc..la de loó 

c.ui.:Uv06 de. ve.ge.ta.tu 6ano6, cJLec.eft. en un m"ecuo c.M.e.n:te., de. Mto6 1t.eg1.ll4-

do1t.u. 
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Como 66lo·ta. bac.teJU.a puede LLtlli.zaJt laA op.ltta.6 .e.amo 6ue.n:te de -

CaJtbono y N.ltlt.6ge.no, ta. -~upe1t6.i..cle del tumM e.6 utt Me.ha e.c.ol6g..lc.o, en -

el c.ual ~ bac.teti.la.6 c.ott ..ltt601?.macl61t adec.ua.da. pu.e.de.11 CJtec.eJL !J pMU6e­

IUVI. 6 ele~vame.n:te ( 11) • 

La.6 agal.ta..\ 061te.c.e.n un modelo -lde.al palla e.6.tu~aJt ta. 1teguta.cl61t 

de ta. exp1te.6..l6n ge.nWc.a. en pia.n;l;ah, peJLo lo ma.& .unpolLta.n:te. e6 que. 061te.­

c.e un t.~tema. pa.Jta. e.6~ ta. mo~ó..lca.u6n ge.né.U.c.a de. c.~ vege-ta­

le.6, atuUogo al de. f.o6 v.llr..u.6 onc.og€.MC.06 de AVN, e.amo el del SV40 que --

. tJta.n6 601tman c.llula.6 an.lmale.6 en c.u.U.lvo l7 2) • 

TIPOS VE TUMORES 

A· .tume.úac..lelt6 p1toduee ~6eJte.n.te.6 tumoJte.6 que vimútn tanto en t.u 

mo1t6olog.út e.amo en t.u 6~..lolog.út. 

Lot. tej..ldo6 tumo!W.le.6 a.dq~eJte.n la. c.a.pa.udad de t..ln.ceU.za.Jt op.WM 

( J 3), deUvadot. de. ~noácldot. qu.e. pode.mot. a.gltLlpalt de la t.i.g~e.1tte. 60/[171a 

( 14): 

Oc.top.úta.6. - Son p!Wduc.to de. la. c.ondent.a.cl6n del ác.-ldo pi.Jtúv.lc.o -

c.on algún amlnoá.c.i.do. La. enzima. 1te.6p0Mable de ta. 6.<'.ttte.6~ de op.úta.6 -­

p.lltúvic.M et. .ta. Wopi.na de.6hidJr.oge.ttal>a. o LpVH, que. pet.a. 38, 000 da.Uone.6 

y emplea. NAVPH e.amo c.o6a.c.toñ y pu.e.de u..tlllza.Jt 1~ ~oá.cA..dot. y 5 c.etoáé..l­

dot. cLl6eJLenteA e.amo t.ut.:tlw.tot.. 
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· Nopa.t:.i:na. • ..,. La.4 op.lna.6, pltoduc.to de .e.a. c.ondeiu.ac:<.ón de. wt amlnoác,l-

do e.o n et áudo oL -,c.e..toglu.táJúc.o óon 61.nte,U:zada.6 pci1t .e.a. enu'.ma. napa.-

Uno dulilct1toge.nMa o NpVH, que. pua. 42, aaa dal:tcneA, util..lza. NAVPH e.amo 

c.oóactoJt y óolo emplea loó am.lnoác.ldoó aJtglnlna. y ofULl.t-lna. e.amo óu.ó.tJta.-­

:toó. 

Un ';te1t.c.eJL tipo de. opbi.M u fu agMp,lna., W1 dvúva.do bicic.Uc.o -

del ácüdo g~c.o IJ el a.zúc.a1t hex-ltol ·¡ J 5) • 

. Agropina 

1 
HO 

La.6 ba.c.teJÚM que. :.lnduc.en .tumoJtu .Upo oc.:top,(.na. pueden c.a.taboU.­

za.Jt. oc:top.ltta.6 IJ agJtOpbtcu., no M.l nopa.Unaó; R.a.6 6a.c..t.eltia.6 que ,i.nduc.en -

:tumo11.u .Upo napa.Una., Mio de.g1tadan ~:ta. y R.a.6 qu.e -úiduc.en lo(; Uama.doó 

· :tumo11.u .Upo nulo únic.a.mente. c.a.tabo.Uza.n a.gil.Opina. 

La mo1tóo.e.og.la del :ttimo11. depende. :ta.n:to de. la e.epa inóe.c..t.a.nte. e.amo 

de. .e.a. planta. hOll pe.de.JI.a., Ml. en Kala.nc.11 b'e da,i.g11.emo n.uti.na. 11 6) , enc.on:t.Jta.- -

mot. que .eo6 :tumOJtu .Upo oc.topina plte.óe.ntan una óupe.Jtó,[C:i.e JtUgoóa. IJ Ita-­

de.a.da de Ita.le.u adven.tlCUM; loó .twnoltu .Upo napa.Una. ..Uetten una. óUpe.Jt-

6.(.C:i.e .e.ú.a. y Jta.lc.e.6 en .f.a. bMe., llegando a. óo.IW!a.Jt en oCMionM :tVUttomM. 

Loó· .tum01tu de Upo nulo p11.Me.tt.tan u.tta. óupe1tMue JtUgoM y e.n oc.cu.lottu; 

· Jta..lc.e.6 pelt() en meno11. c.a.n.tldad que. en .to.t. t:t.Uno11.u Upo oc..top-lna.. 
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LOS PLASM1VOS Ti EN LA 1NVUCC10N VE TUMORES 

El .tumo11. dupué6 de habeJt 4.(.da .ú1ducúda, puede diuaNtaU Me. .út­

depe.ndie.n:teme.11.te de .ta pl!.Uencúa de. la. bac.teM.a, poli. la que Bita.UH e.n 1947 

(17) p!Wpu.60 que e.X PIT, .be .tltan.66cvúa de la bac.te.11.ia a la c.lf.u.fa vege.:ta.e 

pa11.a .ütduc.ill. la .otan.6 601UT1acú6n. 

En 1967 Sc.hilpe.JtOall.:t (JisJ enc.otWtó .6e.c.uenci.a..6 de AVN de _ • .t:wne6a­

cúe.JU> p11.ue1'l:te.6 en el. genoma de c.le.u.i.a.-6 .tumoll.alú. 

y .bu.6 c.ota.ba11.ada11.u ( 19 J de&c.ubue.Jt.on AVN wc.uXa.Jr. .6upeJLen!W 

:tamaño en c.epa.6 pa.t6genM de.~· :tumet{a.eien.6, na a.t..C en oc.ha c.e.p no pa--

:t6gena.6. En ue aiia lo.6 mUma.6 Sc.hel.l 1J Sc.hilpe!Wa!r.i: (20), de..6 

que e.60.6 pl.á.6m.ldM gl!.aY!du e.11.aYl ueneiale..6 plVl.ll .ea .tumoJú.génu · 1J que -

la aMe.ncúa de €A:to.6, implicaba la péJuüda de. .ta pa.toge.n-icúdad, poli. f.o -

que .6e. lu Uam6 plá.6mlda.6 Ti (:tumOll. .útduc.-ing 1 • 

Lo.6 ex.pVWne.nta.6 de c.onjugac.i6n e.n .ln6e.c.clonu m.bvta.6 de e.epa.& ._ 

v.i.tuLf.e.n:ta.6 y aviA.u.le.n:ta.6 Ue.vada.6 a e.aba "-ln pean.ta" (21) a.6.C e.ama ~ 

6011.ma.eionu ",(,y¡ v.lt:lw" de c.epa.6 avbmf.e.n:ta.6 c.on y.>lál>mlda.6 Ti ( 22), c.on-

6i1UT1a11.0n que la hi60llma.c.i6n c.on:terúda. en €A:te. u nec.Ua./Úa. p la. pa:to­

g e.nicúdad. 

POll. me.dla de hi.budac.i6n de. ..tlpo AVN-AVN de $ou:th1VL11., hil;ton IJ 

c.alabo11.a.da11.u c.on{¡.ikmall.On que una. 11.egión del pi.tf6mldo T.(., .be 

en el nt1c.lea de. fu.6 c.lf.tda.6 :tllan.66a1Una.dM. A uta. 1t.egi6n .be .l'.e de.namln6 

AVN .tumall.al a AVN-T (23). 0.tllM bive.&Ugacúane..6 dema.b:t/1.a.11.aYI q1u!. el -­

AVN-T u:tá unido c.ava.leltteme.nte. a.t AVN c.JtOmo.66mlc.o, 

c.op.iM poli. ge.noma. ( 241 y que, al. me.na.6 pa.11.:te. de ll, 

( 2 5} • El ARNrri de la oc.topina. .6.lntMa 6w~ a.Uta.da de c.a.lla.6 

126 l, y de. c.~ vegeta.lu c.on A.RNm de U.bopina. duhldli.oge. iaho. que -
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c.omp.f.e.me.!Wtn c.on 6Jt.agme.n.tot. de Tl ( 27). 

Ch..iUan tj c.aiabo1ta.do11.e11 demoótll.all.on que e.e AVN-T no t.e ene.u<!.!!. 

.tJr..a. M. e.n la m.Uoc.orid!Ua, n-l en e.e c..eaMp.f.Jui:to, .!>oto en e.e núc.l.eo (28). 

Un .tlr.abajo de. Thornaóhow tJ c.olabo11.ado11.iu en 1980 ( 29}, at.e.gUll.aba 

que. e.n eleJi;(;0.6 hot.pe.de.Jt.oó Vi.anó6o.l!lllado.6, no óe. e.nc.onbutba .e.a 11.eg.l6n AVN-T, 

pe.11.0 11.eelen.temen-t:e Pe.MIJ tJ Kado (3Q}, e.nc.ol1buvi.an elle.ha 11.e.g.l6n en u.te :tl­

po de. hot.pe.de.Mó, ademáh de enc.on.tJt.all. que e.e p.f.áóm.ldo :U.ene cl.eJUta upe.­

c.-<'.6.lcl.dad poli. .6U.6 hoó pe.de.Ji.o.!>. 

EL MAPA GENETICO VE. LOS PLASMIVOS T .l 

Loó plá.6mldot. T.l miden entll.e. 95 y 156 MdaUone.ó (19) y t.on de 11.e­

pU.c.ac..l6n 11.e.ó.tll..lng.lda.. ( 31), po'1. .t'.o que t.e enc.uen.tlr.an en una o do1> c.op.lah 

po11. c.Uula. Aunque. él>.to d.i.6.lc.u.Ua. hu pWú.6.(.cac..l6n ( 321, e.XM..te.n ya da:to1> 

.6u6-lc..le.n.te.ó que no1> dan Wta .úl.ea de 1>u o![gan.lzac..lón ge.nWc.a 1J 6unc..lona­

mle.n:to, Ve.11. 6.lguJt.a 2. 

Se ha enc.ontltado que i.o.6 p.eáómlclo.6 T .l de oc..top.lna .6on muy h~ 

11.e.ó en.tti.e hl, no a.6l lo.6 de o.t:Jt.aó c.l.ah e.h ( 11 1 • 

Aunque la poól.bil-útad que. 06'1.e.c.e.n pa'1.a .ta man.lpu.eac..lón ge.nUlc.a 

de laó pla.n.ta.ó eó obvia, 1>u t:amaffo . .tan g11.ande et. wi .lnc.onve.M.en.te., pOJL -

lo que hay que p1te.gu1WtMe que ·.tan ne.c.e.ócvi:.la iu .e.a :to:taUdad de.e pUl>m.l­

do palla la .tumotú.M,nu.l-6. 

Se ha enc.on.:bta.do, po11. me.dio de deie.c..lonu e .lnóell.c..lone.1> p11.oduc..l­

daó pOIL .tlr.anópo1>onet., que una g/taJI, '1.eg.l6n del pUAm-úf.o no u .lnd.lhpen.6a­

b.ee. paJtt:l .ta .lnduc.c..l6n .tumotiae. ( 33, 34) • A.ego 1>011.p11.enden.te. u que e.e.pal> 

poM:ada.lf.M de. p.f.áhmldo1>, a .eo1> que tu 6aUa g11.an pa!Lte de .e.a 11.e.g.l6n de-
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1tec.ha. del. AVN-T, 1te.tu.v.i.e.JWn una. v.uwi.enc..i.a. pa.Jtc.lcú'., aunqu.e bu. ve-t'.oc..i.dad -

de CJl.eci.m.i.e.n.to 6 e v.l6 mu.y a.6ec.:tada.. 

PoJt med.i.o de e6t.u.dl.oii de. homol.og.la. en.tJLe. p.i'.á6mldM de oc.:top.i.na. IJ 

nopa.Uita. r 35, 361. óe lut enc.ont:tt.ado que. ewten gene-5 .i.nc:lu.pm&ablu pa­

Jta. la. .:tumoltlgéne6.i.6 e.orno 6011: REP, VlR 1J AVN-T, en tan.to que. APE 1J TRA -

au.nque ta.mb.i.€n hom6l.ogo6 no bOl1 .i.nd.i.6pen6a.blcu.. 

La 1t.eg.i.6n APE t!odl6J.c.a. pcVta. la. pJtO.te.c.cián c.oJt.i:lta. R.a. .i.n6ec.c.l6n poJt 

el. ba.c.te.Jtl66a.go AP-1 y la. TRA patta. la t!a.pa.c.úla.d de c.011ju.ga.1t, caJu:tC.te/Ú.6.tf 

CM venta.jobtU paJt.a. la. ba.c.teltla. au.nqu.e no .i.ndl6pen6a.blu pa.Jta. .ta. l:wnoltlg! 

ne-5.i.6. 

La. Jteg.i.6n REP u .i.nd.i.ópentia.ble ya. que e6 la. qu.e be enc.atLga. de la. 

· 1tep.Ucac..i.6n. Poi!. bu. pa.M:e. la. 1teg.i.6n VIR podJú.a. c.ontene1r. .todM lo.& ge.nu 

nec.e.61VLi.o6 paJt.a. la .i.n6ec.c..t6n de c.~ vegeta.e.e.6, e.orno be.JL.ia.n el 1tec.ono­

c.lmlento de. un 1tec.ep.to1r. upe.ú6-lc.o, la. b.lnte.6.i.6 de. Mb!ta.6 de. c.e.i.ul.aba., la. 

.tlta.nh 6e1tenc.ia. del p.eát,mldo T.l o. pa.ltte de €!..te. a. .e.a. c.ée.ula. yegeta..e.. No -­

ob.&.ta.nte. e.n e.xpe/Úmentob áe. .tl!.a.M601tma.c..i.6n ".i.n v.i.tlto" be. ha. mo6.tlr.a.do que 

n.l R.a.6 6u.nc.lonu de REP n.i. de VIR .t>on nec.cu.a.lt.i.M, lo que pelt.m.i..te. buponeJr. 

qu.e et AVN-T c.onUe.ne. la. .i.n601t.ma.c..i.6n de. .la. .tumaltlgéne.6.i.6. 

Re.c.lentemente Ka.do y c.ola.bolta.doJte.6 ( 37), e.nc.ontMJr.an qu.e. e.X.i.ó:te 

mtiti de un gene i.nvolu.c.1ta.do en la. .t>.f.n.te.6.U de. dc.ldo .i.ndola.c.U-lc.o y que. "!!!. 

bo.& 60tt ne.c.ua.Jtlo.& ptVta la. onc.ogen.lc.i..da.d, u poói.ble. que. d gene .i.a.a.P que. 

-i.n.teJr.vi.we. en la 6.úi.tU.U del 6.c..i.do .i.ndof..a.c.U-lc.o (AIAJ, t.e. .i.nteg1te. junto 

c.on d ATJN-T en el genoma. de la. planta o qu.e. el AIA haga competente a. la. 

c.Uula. paJLa la. .tlta.n6 6e.Jte.nc..i.a. de Ti.., oVut pab.i.b.i.Uda.d u que a.eta.e e.orno -

.&egu.ndo me.Ma.jeJto pa.Jta. a.c;t,lva.1t.. lo.t> ge.nu de la. onc.oge.n.i.c..i.da.d. 
,,. 
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El AVN-T que he ha detec.t:ado en Unea.6 .tum011.a.le&. tto .ti.e.ne ne.cu~ 

!Ua.men.te i.M rnl&mo6 eúltemo6 peJLo la pa!Lte ce.l'Ltlca..l. 6.lemp11.e. 6e e.ncu.entlul 

pJte6en.te (~8), Vell. 6.lgulta 3. 

ADN-T 

Aux Cit Ocs 

Eco R1. 7 n 19 

Hind· 111 1 

o 2 3 4 5 6 7 9 10 11 

Regido ADN-T donde se muestran las áreas con actividad 

tipo auxina !Aux>. tipo citocinina !Cit >. y slntesis de oc-
topina ( Ocs), . tomado de referencias ( 55,36). 

FIG. 3 

La 11.e.g.l6n AVN-T 6e. ha ma.peado me.di.ante la .ln6eJtc.l6tt de tlr..anA­

po60tte6, como el Ttt904 y el Tn1021, qu.e. p11.odu.c.e.n mut.ac.lon<>A y a6e.c..:ta.n a&_ 

gwux. c.aJLac.;te/LU.ti.ca .twnolta.l; .lMeJt.c.lone.t. e.n el la.do .lzqu.le11.do de .e.a Jte.-­

g.Wn T, pll.Odu.ce.n mu.tan.tu mo11.6ol6g.lCM que. ha.ce.n .t.uponell. qu.e uta. paJLte. 

con.tJz.o.e.a .e.a ac.ti.v.ldad de. 6.U0ho11.mona de. .ti.po awúna.. Poll. lo :ta.11to, .t..l he 

.úutc.ti.van dlclw.t. ge.nu cll6m.lttuye. la a.C.U..v.ld.a.d de. 6.UoholUnotta M.me.ja.n:te. -

a a.ux.úut, e.n 11.ehz.c..Wn con .ea. ac.ti.v.ldad de. c.ltoc.ln.lna, y polL lo :ta.lito hay 
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6011macú6n de .tail.06. La. .lnacilvacú6n de la. pa.Jvte c.en.tltai. ctel. AVl-J-T, palt~ 

e.e dUimlnuVt. WUt. a.cilv.lda.d .tlpo cltoc.út.ltta. ya que u:túnula la. 601tma.cú6n -

de tuú'.c.u ( 39}. E.e..to e6 c..oM-lb.ten.te. c..on lo.& .11.uue.:tado.& de c.a.ln6e.ccl6n -­

con c.an.tlda.du .igua.le.6 de ambo.& Upo.e. de mu.tan.te.e., que p1t.oduc..e. .twnDll.eA -

con, má.b o me.no.e.·, la moJtóolag.(a. del .tlpo .t.ilvu.tJr.e.. Ruu.t.ta.d<u. muy .6fffi!:_ 

.lalte.6 .6e ob.tendltla.n, i,.l 1.e. a.pUc.a.Jr.a.n ex6genamen;te a.e. .tej.ldo .tumoJr.a.t 

".ln v.l.tlt.o" 11.egutado1te6 de CJteclmlen.to. 

O:tlto.t. genu de.teci:ado.6 en el AVN-'r, .&on lo.6 que c.orUM.c.a.n la. &-<!!. 
te.6-lb de oc.top.lria. y Jtegulan eX .tamaño del :twno1t; .6on aóe.ci:ado.6 en muta.n­

tu c.on delec..lonu. en .ttt pal!.te deJt.ec.ha. del · AVN-T. 

Nu.teJt y .&cU> c.olabolladolLe.6 140'1 c.onó.iluna.JtOn i.06 1tet.u.Ua.d0Ji ante.-­

Jt.i.OltM, al a.-lbf.a.lt. 25 e.epa.Ji c.on '.lnlie1tclone.Ji de Tn5 e l.de.ntló.lc.a.1t. :tite.e. mu­

:tan:tu que. a.óectan .ea. mOltóolog.ta de. loJi .tumoJtet. y o.tita. la .6,[n;tu,u. de oc. 

top.(.na. 

No .e.e e.once.e aún el mec.a.n.l6mo pOlt el c.ua.l el p.lábrñ.ido T.l penetlta 

a .ea. c.~ vege:ta.R., tú e.amo u que e.e AVW-T t.e e.e..to.blec.e en el núcleo -

de la. c.au.ta.. Itúcúahnen.te. Koekma.n y c.ola.bo!tttdo1tet. ( 33) pMpU6.úVr.on u.n 

mec.a.ni.bmo de .i.nteg1ta.cú6n i.-üni1.lvr. al de lM :tlta.nl>pot.onu, pelta él-..to lle. -­

duc.aJLt6 al e.nc.on.tlta.!t .ln.teg1Utc.l6n de AVN-T c.on delec..lone.6 en el e.x.tJr.1ZJ110 -

de.11.ec.ho. 

U aM.eglo del AVN-T en el núcleo de la c.Uula ve.ge.tal. no lle. ha. 

. uc.la.Jteclda c.ompletamen.te. 141, 42}, pue.6 i.e han e.nc.on.tltado cop:la.6 de. --­

AVN-T o pa.lt.teA de. ú.:te. .ln.te.glta.do.6 al ge.noma.; pa.11.e.c.e .6ett que en plá.bmldoJi 

de. nopaUna. lle. e.nc.ue.n:tltan en gJULpa.6 (ta.ndem& J, no a..&.t: e.n .t:o.& de oc.top.lna. 

donde. a ve.e.u e.x.lli.te.n Jte.pe.tic..lonu de uno de .61.L6 e.x.:tJi.emo.6. 
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LOS PLASMIVOS T.i eOMO VECTORES MOLECULARES 

El p.f.a.6mldo T .i e.6 wt vec:to11. n.a.:twt.al. c.apaz de. p1tomove1t la. .tluvui 6~ 

11.e.nc.la., .in-tegJu:tel6n. y e.x.p1tU.l6n de AVN ex;tlcaiio en c.Uuea-6 vegeta.le&. Con 

ba.&e en ~;to 6e p.(en6a en la. po6.i.b-lU.dad de .in-tMduc.iA y exp1te61VL o:ór.06 

ge.ne.6 extlta.ño6. Lo.6 pJú.meJL0.6 expeJúment:o6 que 6e h.lc..leJton c.on Tn1 .lMeJL­

.t:a.do en la. 11.eg.i6n AVN-T, demo6;f:.Jtalton que l.a.6 c.llula.6 .tfl.rut6 601U11ada.6 c.on.;t~ 

n.útn al. AVN de Tn7, aunque la. 11.u.l6.tenc..la al. an.Ub.l6:tlc.o que c.od.l6.ic.a. no 

6e expJte.66 (43). 

Ef. gll.Upo de NuteJL ha c.omwú.c.ado en d Súnpo.6-lwn de AVN Jtec.omb.l­

nan.;te (19811 habeJL .ln.;f:.ltoduc..ldo y _ex.p1te.6aclo el. gene de ovalbúmlna. a c.lla­

la..6 · vege.taee.6 poi!. medio de T.l. 

PMa. la. :ór.an6601tma.c..l6n de c.llula.6 vegúal.e.6, 6e ha uUU.zado .ta!!_ 

;to el. pU6m-i.do pwúM.c.ado, e.orno la. ba.c.:teJúa .ln:ta.c..ta. o :tJr.a..t:a.da.. 

Sc.hapeJWoJt.t y c.ol.a.bol!ado1te6 6ue1t.on l.o6 pJri.me1to6 en :tJr.an6 601tma.1t 

p1t0:topla6:to.6 de :tabac.o (Nl~~~na :ta.ba.c.um l ( 44 l ut.iUza.n.do c.lluf.a.l, ..úit:ac.­

:ta..6 de ~· -twne6ac..i.e.n.6 y c.on.6-Uuna.n.do la. :tJr.an6 6011111ac..l6n polt ·la. a.c.:tlv.ldad 

de LpVH y la. p1te.6enc.la. del AVN-1 en la.6 Unea.s :ór.a.n.66011111acla6, que u e.o­

rno 6e debe c.omptWba.11. la. .tJt.an.6601tma.c..l6n 6egl1n ThomMhow, Ne6telt y c.ola.bo-

11.adOJte.6 . ( 4 51 • 

Algo mu.y .impolttante que 6e enc.ontll.6 en u.to6 e6tucU.o.6, e6 que la. 

6ec.uenc.la. de AVN-T no t.6.f.o pe1tma.Mc.e en la.6 pla.n.ttui 11.ed..l6e.1tenc..lacla!i de -

K.a.6 Unea.& .twno.!tale.6 ;tanto de oc.:top.lna. e.amo de nopaU.na.,.6.lno que .6e Jte-­

.:Uef'!e a. :tlta.v€..6 de la. múo.6.l!i y &e exp11.ua. ef'! la. p!WneJUX. g€f1e.Jta.c.l6'n . { 46 l; 
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.tal.u .te.ji.doti 11.e.cli6eJr.e.ncla.do.1i de. u.tot. .twno11.e.ti he. i.njVLtaíwn e.n ~ 

t:at. de. .taba.e.o y p!l.od.u.j eJr.on 6.eOJtu, 6Jmto.6 · y tiem.lUa.-6 que. clleJr.on i.u--. 

gal!. a. wui Fl que. 11.e..te.n-út loti ma.11.c.a.do11.e.ti. 

La. .tll.a.nt.6oJUna.clón de. plt.Otopial>toti emple.a.ndo p.edt,mldoti Ti. .úLta.c.-­

.toh 6u~ loglta.da. poi!. Va.ve.y e..t .f!!?. e.n 1980 (47), .lnc.uba.ndo p11.o.topi.at.toi. -­

de. Pe..tuni.a. con e.l pltúm..(..do e.n p11.ue.ncla. de. ~oUo/V!..U.lna., y i.e.le.c.clonan­

do l.a.6 c..eona1> que. Clte.c.úut e.n me.clloi. Ub11.eA de. 11.e.gulado11.u de. CJte.clnú.e.n.to. 

Loh u:twU.oh 11.e.a.Uza.doh con plt.O.topia6.to.6 de. Ni.c.o.t.ta~ :t:a.ba.c.wn -­

que. he. .lnc.ubaJtOn con Ti e.n p11.ue.nc..la. de. Ca.++ y poUe..t.ll.engUc.ol. · (48) -

con6.úuna.n loh 11.etiu.U:adoh ante.11..loJtU. 

La. 611.e.c.ue.ncla. de. ~601tmac.i.ón ma.6 a.e.ta. que. .6e. ha. l.oglUUio~me.dl­

da. con bMe. e.n Ka p!tOduc&ón de. oc.top.in.a., 6u~ ob.te.nlda. poJt fla1.e.za.wa. y -

cota.b0Jtada11.M { 49 l al. Vz.a.n6 601tma1t pM:t.op.fíL6.to.6 de VÚ1.ca 11.o.6e.a. con u 6e.­

Jt.Opitu.toi. de. ~· .twne.6acleM e.n p11.uwcla. de. PEG o PVA. La. :t.ll.an.6601tma.-­

clón eA mtts e.6.lc..le.nte de.b.ldo, .ta.l ve.z a. que. e.l p.e_á.6m..(..do T.l complflto .6e. 

i.n.ttc.odctce. al ú.top.f.aAma.. E6:t.o i.u.g.leJr.e que. i.i. i.e. e.ncap.6uK.a U en un Upo­

Mma. como lo ut.i hacle.ndo Naga..ta. i.e deben obte.rieJt. mejoll.e..6 11.e.!>uUado.6. 

E6 i.mpo.ir;ta1ite. .6eiúU'..alt que. e.n.tll.e. fu FJ ie.lo.6 .tltan.6 6o1Unruitu ha.y 

algwl.a.6 Une.a.& que. pVr.clleJWn .ea. c.apa.c.i.da.d de. .6Á.n:t.e.ti.za11. op.úta..6, no a.6.l 

la. de. c.11.e.ce1r. en med.lo.6 ti.ln 1te.gula.d0Jte.J> de. cJte.clmi.en:to, mle.ntl!.aA que. -- -

o.VUU. pJt.Uen-taJr.on .ea. ti.ltua.c.i.ón .lnvell..6a.. E.6 po11. eA.to que. u ne.c.uatLlo -

c.onocelL mu.y bien e.l me.cani..6mo que. 11.e.gula. .ea. e.xp11.u..Wn de. u:t.o.6 g e.nu, 

.antu. de. pode.Jt utiUzalllo.6 como ve.c..toM...6 palla. .iJttlwduc.i.Jt o.tJr..oh ge.nu a. 

J.'.a.6 cllu.f.a..6 V e.g flta.le& • 
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LA INGENIERIA GENETICA. 

Cu.ando H .U.ene un AVN de gMn .tamaño plVUl UJr.. u:tucUa.do, u mlfh 

6~e-le coJLta!Lto en JtegioneA upecl6ica.& de .tamaño mlf.& pequeño y pltodu~ 

gJUtn númeM de. cap-la.&. En .la. a.c.tu.a.Udad .6 e cuenta. con heJVr.amien-t:tui muy 

iltltu denVc.o de. .la. mge.nie!Úa. genWc.a., que 6a.c.-lU.ta.n mucho el Vta.bttjo. · 

Ltt ingenüvr.,[a. ge.nUlett .6e va.le. de. .la. &bt.tu.l.6 q~ca., .la. .6ec.u~ 

cia.c.i.ón del. AVN, et U.6a de enUnla.6 upe.ú6ica.6 y veh-lcul.o.6 mo.teculMu, 

plVUl 6olUnlIJI. mo.t€cuf.a..6 de AVN Jtecomb-lttttn-te. Ve.Jt 6~gU1!.a. 4. 

Ven,tJw de fu el'tUma.6 mlf.6 e.mpte.a.dM .tene.m0.6 .tM enUnla.6 de 1tu-­

~cc..l6n que. ge.ne.Jta.n 6JtaBme.n.to.6 de AVN c.oMt:ttnt:u. LM enUnla.6 de .t.lpo 

I1 Jteconoc.e.n .t.ec.ue.nc..la.6 upeú6ic.M de. c.u.a.t:JtO ·a. .6e.l.6 palt..U de. ba.&u IJ -­

coltta.n denVc.o de élit:a.6 gene.Jta.ndo ex;tlr..e.mo.6 Jttt.6uiuulo.6, ex.tite.moti 5' .6~e.n­

:te. o ex.tite.moti 3' .t.~en.te. depend.lendo de. .la. e.ndonude.Mtt de. que .6e .tlttt­

te.. 

Una vez ge.ne.Jtttdo, lo.6 61tagmen-to& pueden .6eJt unido& polt .tM ~a.­

.6'16 de AVN, que 601tma.n un.<.onu 6a.6 6od.le.&.te.Jt en.tite et ex;br..emo S' y et 3' • 

L tt Uga.&a. de. E&c.he.«c~ coU &ato puede un.U!. e.x.tltema& pegaj o&o.6, me.n­
tJta.6 que. .la. Uga.&tt T 4 puede. wWr. ademtf& ex-tJtemo.6 Jta.6wuuto&. 

O:t.Jta. 601Untt de wWr. 61ta.gmen.to.6 de AVN, u palt et mUodo de .la. -­

tMH.6 6elta.6a. :t~na.t: la.6 61tagme.n.to.6 de. AVN .6e c:U gle.Jten con exonudett&a. 

5' (A l palt..t1 601tmt11t ex.t.lte.m0.6 3' &al.tente.&, a. lo& que. .la. Vta.n.6 6e.1ta.&tt -

.:teJr.nú.n.a.l tiña.de. nude6.t.ldo.6 upeclMco&. La. 601tmac..l¡5n de ca.ta.& de po.U.­

T en e.e vec..:toJt y e.ola.& de poU-A e.n el AVN pa.&a.jeJto peJunhte. &u ~6n -­

polt c.omp.te.ment:ac..lón. 

: ,., 
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ESTRATEGIAS VE CLONACION 
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Co.t'.a/J .· ae. 
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Ita/,. -

T lt.rut6 6 ec.­
cl6 n c.on 
6dgo1J 1te -
c.omb.i.nante¡, 

Genética. 

FIG. 4 
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Tlt.a/1.6 601U11a. -
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I nmunoqu..únlc.a 

Slnte.IJ.iA de 
AVNc. duplex. 
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.tJi.emo/J IW1i u 
Jta.do¡, (no ::­
de WLl6n) 

MoU.c.u.l.a..6 
de.WLl6n 
(Unke11.) 

Empa.quuamlen.to ".i.n 
vJ.;t;Jw" con la. c.áp6.lde. 
~ago :. TIUU1.6duc.cl6n 
c.on el. c.01Jmi.do 

Hibl!Á.daeWn c.on de.i­
do¡, nude.ic.olJ 
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O:tJr.a.6 enwna..& útil.u pMa. ta. 6,o/(!Tlau6n de AVN& 1tecombinan.tu .se. 

muu.tlutrt en e..l .s.i.gu-le.ltte. u.quema { 5 7) 

~p-AATTC ___________ G-ºH
3 

Nucteasa SI s'p_C ___________ GJ 

Ha_G ___________ CTTAA P.. ,Ho-G ___________ c~. 
j 5 3 . 5 

Polimerasa + NTP5 de AON 

-OH3• 
5~.A AT rc __________ ~GAA TT 
. TTAAG __________ CTTAA-n 
H~ ~· ~ . . 5 

Fosfatasa Alcalina 

s'Ho-A AT TC _______ ~ ___ GAATT _oH3 · 

3
Ho-TTAAG _________ CTIAA_oHs 

32 
anasa + pATP 
deADN 

s'pr¿_AA T TC __________ GAATT_
0

H3' 

3
Ho-TTAAG _________ CTTAAj2

5
, 
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POJt. úW.mo, .e.a. .tJtanACJLlptLu.a 11.eveMa. .toe empe.ea paJUt t..ltit:e.U.za11. 

AVN c.omplemen-talúo (AVNc.), que polt t.VL una c.op.i.a de ARNm ev.lta. el. p11.ab.l~ 

ma. de lo.to .i.ntltonu. 

VEHZCULOS MOLECULARES. 

Lo.t. vecto1tu o vehl.c.ulo4 mo~ec.uR.a.lte.6 .6011. mo.f.lc.ui.ah de AVN como -

.f.o~ v.UU.U,, pl.fiAmldo.t. y c.6.t.mldo.t., que pueden .lnc.01tpo1UV1. AVN e1't:lutiío y I!.!!:_ 

pUC!Jl/!.he c.ULtónomameMe den.tito de un 4-ló.tema. b-l.oióg.lc.o; de u.ta. mane1ia. -

wi AVN de c.u.alqule1t olt-lgen puede u.tabiliza11.M. den.VJJ de wi.a bactvUa. y 

mui:UpUc.aJl.6 e. 

1- Selt pe.que.fía genUic.a. y 6-{.6.lc.ameMe.. 

2- Selt au.toJVtepUc.abl.e y amp.U6,{,c.able, aunque. .e.o t1U:hno no u -

.lnc.ll6pent.ab~e.. 

3~ Tene1t mtVt.c.a.dM.u ge.nUlc.o.t. que pe/Unltan. .e.a. .6elec.c..l6n de R.a.h 

moléc.ula.6 1tec.omb-l.na.Me.6. 

4- Con.te.r¡eA t.Ltlo.4 ún.lc.M palUl el mayolt IU1me.tta pot..lbl.e. de. enu­

mcu de 1te.6.t;¡¡,lc.c..l6 n. 

5- Tene.Jt baja. pMba.bilida.d de .tlta.n.6 6e.1tenc..la. a. o.t:Jta.6 ba.cte.M.a.6. 

Enc.on.tlta.lt un ve.c..tolt en .e.a na.twi.al.eza c.an .todah uta.6 c.aJta.c..teJÚ.l>­

:tlcaA M cü.6.f.c..ll, poi!. lo que t.e han eont..tltu.ldo "-l.n vl.;tJto"; un e,jemplo 

u e.e. pBR328 lveJL 6.lgwi.a. 5) que :tlene. 4,900 palte.6 de ba6u y pJtMeMa -

e.e. 6 eno.tlpo a.mp.i.c.ilina JtúA.hte.n.te 1 Aplt, l .tetluic..lc.Una. ltM.iA.te.nte (1 c.l!. J 

y c.e.011.11n6etúc.o.e l!.u-ló.tente {Cm'LJ, (56). 
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La cepa que vaaacep;taJi. a .la moléeula 1t.ecomb.úum;te, debe CLUnplUr. 

.tamb~én con cleJl.:toh 1t.eq~.ltoh :taleA como: 

J. - No codlfi,i.CIJ.lr. paJt.a. .!'..oh h.uloh 6 ei.e.cc,ionable.&, lil del. velúculo 

rU. deL pMO.jMo. 

2. - Vebe hM deMC-le.n:te en 1t.ec.omb.lna.c.lón. 

3. - Vebe de .te.nM 1t.equeJWni.ent1u, e.hpeú6~oh .t:af.u que no pvun.l­

.ta.n hu 60b1t.ev~venc.la 6uvr.a. del .f.abolt.a-to/Ú.O. 

Lo. cepa que he. U66 e.n ute. :ttr.a.bo.jo eh fa: .f. c.oU RRl. 11.ec A:; -­

puu hal:i:ta el mome.n.:to u una. de tah mejo1t.u 1t.ecepto!ta.6 y ru.:tab~zo.doJUUi 

de mol€culah 1t.ecomb.lnante<>. 

O B J ET I V O S. 

Como he ha. ex.puu:to o.n.:telt.lo1tme.n:te. u nec.ua/Úo eonoceJI. má6 Mbit.e 

lo. 0119a.nizo.c..ión genu.tca. del. pliú.m.ldo U, y deo~ a que ü.no de. .to& mo.-­

yo1t.u p1t.oblemM que plt.e6 en...m e6 hu g.1ia.11. :to.mafia, a ob j e:tivo de u.te. .tlto.­

bo.j o u el de clortalt 6Jutgme.n.:toh de 1tuWccl611. Upe.úMcoh que puedan -

&e.lt. empleado& en u.t:w:Uo& de .tlt.o.n6601tma.c..ión. 

Ve e.&:ta mo.ne.1t.o. &e .tendltán la& ba.he.& pa.Jut pode.1t. u.UU.za!Lto en un 

6u:tu!t.o, como vehlculo mo!eculo./t pallA. .ta. :tlt.a.n&601tmac..ión de cél.uta.6 vege­

:to.le&, con lo& .<MeJLto& de AVN de&e.a.dM. 

PIVla. u.to &e pl!.Opone: 

1. - AM.ia:lt. al pfá6m.ldo U 

z.- 'AJAia:lt. al pBR328 
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3.- P~oduc,lJi. mot~c.ula.6 Aec.omb.útan.teA de 611.agme.n.tc~ de Ae.6--­

.tlúc.c..l6n del ~m.ldo T.l y c.tonalli.o~ pM "uc.ope:tazo" en pBR328 ~-

6o~ando, en E. c.oU RRT MiA-_ 
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Ml\TERTALES Y METQVOS 

APARATOS 

Baño rA!J.lta.dOlt c.on .tempeJr.a.tult:a. c.on;t;11.o.t.ada.. J'RECISZON Sc.l.Co. 

Mua. de ag..ltacl6n. Cen.ttco de ..ln.4.t:Jwmen:to.6 WIAM. 

Incu..bad01ta. de p1t.0gl'Cama. dual.. J'RECZSION Sel. Co. 

EELISA. 

UUlr.ac.entJú¡)uga L5~15 Bec.flma.n. lRo.toJte.6 15T.i. y 6Q T.il 

ÚU/r.ac.entlú6uga. L-50 Bec.kman. {Ro.toJt 30) 

Cen.tll.!6uga. SoJtva.e.t·R C - 58. (Ro.tolt GSA) 

Ce.n:tlú'.6uga c.lln.l.c.a. VAMUN/!EC VZV~SlON 

M.lc.JtO 6uga. Be.cizma.n . 

Campana. de. 6fujo l.ami.na.Jt VECO 

1'o:te.nc.l6me:tlw Mode.f. 3550 cüg.l:tttt pHme.te.Jt. Be.c.hma.n 

Apa.Jta..to de. e.f.e.c.tJt.o60Jte.6.l6 de pi.a.e.a. veJtt;<.c.al.. Ll<B pJUJdu.k:t.e.Jt AS. 

CMlaM. de. e.f.e.c.tJt.oelu.6.l.6n. 

LMlpalW.. de ulllta.v.Wf.e.ta onda. c.oM:a.. UUJta. V..Wle..t PJtOdu.c:t.6 Inc.. San GabJ[,(.e.f. 

Ccd..lá. USA. 

TM.n4ll.wnina.do1t. de. uU:it.a.v.l.ole.ta. UU!u:t Vi..of.e..t Plt.Oduc.ú lnc.. San GabJ[,(.e.f., 

CaU6. USA. 

CMe.ta: plt.Otec.:toJt.a. Ul.t:Jta.vi.of.eta, S.A. MWc.o. 

CEPAS BACTtRZANAS. 

AgJtOba.c.te.tLlt.im .tume.6a.cle.n4 LBA 4U01 que. c.on:Ue.ne. al pU.6ínldo T..l de. oc.:top.lna 

.Etic.heJLlc.IU.a. ~ K-12 RR1 lRecA-, Plt.O~, Lll.U.~·, 87-, Stt1t, A~·, Tc.ií} .se. 1Lt.ll.<.­

z6 e.orno ac.ep.to1U1 en R.o.s expe.Jt.lme.n.to.6 de. ~60.1tma.c.i.6n 



¡ 
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f. e.o.U H6J 01 e.anti.e.ne al p8R3Z8 lAp'L, CrtJ'\ folt.l 

R E A C T 1 V 0 S 

Ba.c.to;ttU.ptona. y Ex-ttr.ac.to de tevadWtll 0,¿6c.o. 

Aga.Ji. MeJtc.k • 

AgMDt.a. S-igma.. 

P1t0na.6a. Cal.b-loc.hem gJt.ade S. 

Enzi.ma.t. de Jt.e.t..tJLlc.c.1..6n y UgMa. T 4 Blo Lab~, Nw. England. 

<:lolt.Wl.O de ce.t..lo MeJtc.k • 

Lo.6 demi16 Jteact.ivM u;U.Uza.dot. 6«eJWn de gJto.do a.n.d.lltlc.o de l.ct6 

ma/tc.a.6 Me.Jtc.k, S.lgma., Calb.loc.hem. 

NOTA: LM 11.e.c.e-ta.4 de. .fa-6 t.o!Uc.-loncu, me.clio.6 de c.u.U:ivo. y amo!Ltigua.do11.eti 

.6 e enc.ue.ntluvt en et Apénclic.e. 

PURTF1CAC10N VE PLASMIVOS 

Ai..6.eam.i.ent:o det pBR328. 

1 • - Se Mee.e un plLec.uW.vo de 5 a. 1 O mR.. , en me.clic LUIL-la. 'toda. ta 

noc.he. 

2.- Se toman 2 ml det p1tec.ut.t.i.vo patut ,¿noculalL 1 t de me.ello M-9 

y t.e. de.ja. e.n ag.lt.ac.1..6n a. u.na :&mpeJ«ttwta. de 37°C, polt. un -­

tiempo a.pJtoiUJna.do de 6 holt.a.4. 

3.- Cu.ando alcanza una. deni.i.dad de 4. 5x.Jo8 c.~/mR.., e.ti i.mpo:!:, 
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.tan.te que .6ea an.te.6 de UegaJt a fu 6Me. e.6.ta.c.lomvt.la, he ag11.e­

gan 200 ¡Mgfml de Cm y .6e c.on.túu1a .ta ag.lta.cl6n pon. 16 hoM..6. 

4. - Se c.e.n:tlú.6uga a 7 000 11.pm, 1 O mln en un.a een.tlú.6uga So11.val..t 

y .6e pe..M e.e. paquete. eee.ui.M, 3 mt'. de ellue.a.6 c.11.e.cldM en. me.­

dlo Lwúa. e.qtúvaf.en a 0.01 g que pu.e.de gUaJt.c:.laJu,e. a -70°C. 

5. - :Se ag11.e.ga.n 80 mt'. de .ta .6of.uc,ú5n. 1, má6 O. l mf. de .60f.u.cl6n -

de ARNMa y he. de.ja .lnc.u.baJt. 30 mln a OºC. 

6. - Se. ag11.e.gan 160 mt'. de ,ea hof.uc..l6n I1 ag.lta.ndo bien, .6e. .ln.c.u.ba 

pOll. 10 mln. a OºC. 

7. - Se añaden 120 mf. de .ta .6of.uc..l6n 111 y .6e. me.zcl'.rut poi!. .ln.ve11.-­

.6.l6n uno.6 .6e.gundo.6, f.oh bot:e.6 .6e. c.ongef.an .úunedla.ta.men.te. en. 

h.lef.o .6 e.e.o • 

8. - Loh bo.te.6 .6e. een-ttú:6ugan una hall.a a 6 000 ILpm, .. y a.e .6ob1tena­

cúmte. .6e. .ee. agJr.e.gan 2 vo.eúme.ne.6 de etanol. y .6e c.ongel.a clwta.!]:_ 

.:te 2 hoJr.M • 

9. - Se c.en.t1Ll6uga duJtan.te. 60 mln a 7 000 Jr.pm 4''"é y .6e. 1Le6Uhpen.­

de. en. 40 mt'. de .ta .6df.u.c..l6n IV, he .te.e .ta abho1tbanc..la, he. -

ag11.e.ga.n 2 vo.eúme.ne.6 de etano.e 6Jt,(o y .6e. c.e.n.tlú6u.ga de la mi!. 
ma maneJia. 

l O.,... El plLe.c..lp.lta.do he ltMUhpende. en Wtll .6o.focl6n amo1Lt.lguado11.a -

TEN 2.1 mt'. polL e.a.da 500f91 de AVN. 

11 • - Se pJr.e.paJt.a e.e gJr.adlen.te. de ChCf. e.11 .:tu.bah de. n.l.ótoc.el.ut'.oha a -

f.Oh que he f.'?-6 ag1Le.ga11 2.2 g de C.6Cf., pOIL c.ada 500 /'9 de. -

AVN, 2.1 mt'. de AVN en. TEN, má6 150 f'R- de. yodUILO de pMpi.dlo 

de una .60lu.c.i.611 de 2 mg/rrtt fA.:te. úl.:túno Ú .t:Jtabaja. en. .ta ob.6 
. . . -

· cuM,da.d, pu.e.6 Jr.eac.c.loM e.o 11 .ta .tuz v.U..<.bf.e.; e.e Pdl e6 minoh -
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deru.o que et AVN y U.ene. ptr.e.6eJr.encia polt et AVN Une.al. y ~ 

c.ui.aJL c.on cotr.iet;, polt .f.o que. ,{.n.CJteme.n.te i.a -1>epMacidn de ~ 

W. 6anda y la. del AVN ./>U.pe.1ten1t0Uado. Lo./> .tubot. ./>e. bala.nc.e.an 

con a.c.Ute. m.i.ne/Utl y -1>e. c.e.n,tJi..i.6uga.n en un 1t0to1t 75 T.<. a ---

445aa tr.pm polL 20 ho/La.6 a 20°c. 

12. -El :tubo &e. pe.1t6otr.a e.n la ab-1>c.uJUda.d M'.um.útado c.on. .Wz u.v., 

paJul tr.e.coge.11. la banda. .ln6eJÚotr., que. c.oMe.t.pande. a.l. AVN e.o- -

va.le.nt:eme.n.te. c.eNr.ado, en wi .tuba de. pldb.tlco • 

13.- Se. ag1tegmi 2 va.e.itme.nu de amalltigua.don ASO, pa!ta que. ei. --­

~C.f. 4e. dil.uya y et c.omp.ie.jo AVN Pd1 no ./>e. mueva. dema.M.ado 

iuf.p,ido y -6 e. e.fuye. en una. cofumna. VOWEX AG50t\l-X8. 

14. - Se. añade., polt lo mena./>, un va.e.itmen de. c.a.f.umna. de. ASO pGtlU%. 

lavatr. ei. AVN .1te.maner..te. y 6e. lte.v..Ua con luz u. v. que. ei. Pd1 

ha.ya loido to~e.n.te e.Umúta.do, de. R..o c.an.tltalt.lo -6e vuei.ve.. 

a pal>alt polL la m-Uma. e.alumna. Lol> l>-i.gu.t.e.n.tu piu.o.t> l>e. pue­

den Ue.vM a. e.aba en. la .f.uz. 

15.- Se. a.la.U.za c.an:tlt.a. 3 a 6 .t: de. T/t.U, HC.t 1Q mM EVTA 1 mM pH 

8 palt 12 naJul.6 o mcú a 4ºC. 

1 b. - El cU.a.li.zado -1>e. plle.c.ip.lta. a.gtr.aga.n.da 1 /25 del vo.tame.n. ta.ta.e 

de. una. -6aluc..i.ón di Na.C.t 5 M y 2 voR..úmene.l> de. e.:ta.no.t a. -20° C 

y -6<l de.ja. c.angeta.lt. 

17.- Se. c.e.n.tJú6uga. a. 6 500 ltpm palt 1 ha/ta a -4°C. 

18. - El p1tedp.i:tada u lte..t.u.&pe.n.de. en amoJt.tlg~alt TEN en apJt.Ox.i­

madammte. 1 me. y 1>e. de.te.JrJn.úut la c.onc.e.n.tJi.ac.ión, midiendo -

e.1>pe.c.:tJr.06o;tomU!úc.a.me.nte. a. 260 nm, apMx..ima.da.me.nte. l>e. ob--
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.Uenen de 1 a. 2 1119 de ~nµ'.do poh. U;t!t.o de cu.U.lvo .(núúal. 

1q,- El plát;'111ido he gua11.da. a. -20 o -10°C. 

MUodo mod.l6.i.c.a.do de Cwui.úvi. !Y NuteJr.. (50) •. 

1. - Se toma. .umt c.oK.ol'Lia. de A:.... .twne6a.c..i.enh. que ha. !i.i.do CJr.ec..i.da 

en medi:o m-úúmo ma.6 oc:top.lna y he CJr.ec.e im p!tec.uLtlvo en -

meclio TY :teda .t'.a noc.he. 

2. - Se toman 1 O ml del p11.ec.uLtlvo y li e i.noc.ul.a. un math.az c.on -

300 mR. de TY, a una .tempelta.tuJi.a. de 29° e c.on ag.lta.c..i.6n c.on­

.tl11UO. de 200 11.pm, ha.M:a. alca.nzM wut V O. 660 = 1 

:s.- Et'. c.u.U.lvo he c.en.t!U.6uga. a 1 000 11.pm dwta.nte 10 m.i.1'1, e.e -­
p!tec..i.p.Ua.do debe he/I. de c.oloJr. 11.Dha.. 

4.- El p11.eupltado he 1t.e.6L!.hpende en a.mo!rli.gua.do11. r 50r: 20 116.1 

m.f., pM.c.ctlentado a: 31"C, poh. 1 ho!Ca. 

5.- Se ag11.egan: 33.6 mg de pltOnalia dLsuelta en 6 ml. de T 50E20 

p!teclé.geM.da. 2 hoJta.6 a 31"C y he deja. 5 mln a. la m.Uma temp~ 

lta.tuJta.. 

6. - Se a.fía.den 'l. 3 mf. de u.na hol.uc.i6n de SVS al 20% pa.Jut UevMlo 

a wui c.onc.en.tiiau6n ·6.(.»a.t de.l 1%. Hay que evUM la. ag.(.;ta-­

u6n v.i.olenta pa!Ul p!teven.lli. la Jt.upt.ul!.a. del plát;mlclo. La 11.ea~ 

cl6n he pMa. cuando la. holuc..i.6n u:t4. c.omple..tamente ci.alt.a, mlf.6 
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o me.n.04 de..tipu.l4 de 3a mj.n. peJr..O puede de.Ja.JrA;e. .teda. .ea no­

clie. 

7. - A c.on.tlnu.acU.ó11 ./le. ha.e.e un tluttami.ento a.le.a.Uno, 

a.J .e.a. .6olu.cU.ó11 ./le. .e.te.va. a: un pil de 1 Z .1 a. 12. 3 c.on Na.OH 

3 N (.(../)a.ndo un ag.lta.d.01r. ma:gnlti.c.o lJ H de.ja. Jr.epo6M dwr.al'l.te -

10 mln. 

b) ./le 1r.eg1t.Ma: el pH a 8.6 a. 8.8 c.on TlrA..l.-HC.t Z M pH1, ai. -

ba.ja:Jr. el. pH deCJr.ec.e .e.a..v.ihc.o~.úf.a.d. 

B. - Se a.jU6.ta. el. Wa.do a. 3% de NaCl p/v .e.a. .6otuU6n he vuelve 

b.t:a.nc.a deb.ldo a .e.a. p1r.ec.lpi..ta.cU.ón dei SOS. 

9. - Se .lnc.uba. 4 hoJr.aA en hlei.o he.e.o. 

10.- Se c.enbú6uga. a. 1 000 1r.pm, pOI!. 10 m.Ut pM.a bajalt. el. AVN ~· 

moii6mic.o y la..6 plt.O.túruu. c.o.te.c..ta.ndo el .&ob1t.e.nadani:e. 

11. - Se. a.g11.ega Wt voUimen de. 6enol y .&e .lnv.le.4te. 

12.- Se. c.eni:lt..l6uga. a 10 000 Jr.pm, 10 m..i.11 a 4°C. 

13. - Se .&epa:Jr.a. .ea 6a.&e a.c.uoha !f .&e le aglt.e.ga u.tt volúmen de c.loM-

601r.mo-a.lc.ohol .l.&oamlUc.o ( 24: 1); ./le c.en:t!Llóuga. y .&e vu.el.ve 

a 1tc.pe.Ult. e..&.te pa-6 o • 

14. - A la Ja.u a.C!U.O.&a. .6 e l.e ag!Lega. lo nec.e..&a.Jr..lo paJta. Uega1t a una 

c.onc.e.ni:Jr.ac..l6n 6.lna.l de Mgct2 15 mM, 6o66a..ta& 5 mM y 0.1 voi.JJ. 

me.ne.& de. e.ta.110! n!Úo. Se de3a. pJte.cU.p.lta11do a -20°C. 

15.- Se. c.eni:l!..l6Uf:Ja. a. 10 000 1!.pm, 30 mln, el p1tec..lp.ltado &e .e.a.va 

c.on e:tano.i. a.e 10% qu.e. c.on.tle.ne ac.e.ta..to de 6od.lo O. 1 M pH --

5. 5 pa!t.a. 11.emove.11. a..i. 6enol.. 

16. -. Se ceni:lt..l6UJ:Ja a 1 O oao ltmp, dUM.n.te 1 S min y .&e lte.&U6pende. 
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MUodo de Koeli.ma.n ~. [H8Q). lSJ) 

J. - Se c.v1,t:Ju:6ugan 5au ml de. c.uf..:t<.vo c.on una 'D O. 660 ... 1, a ---

7 a a a Jtpm dwta.rt:te. 1 a m.út • 

2. - Et pJteúpU;ado -0e. Jte.6u.6pertde en 1 00 ml de T 50E20 • 

3.- Se agJtegan 56 mg de pJtoruu.a en 10 ml de. T50E20 , pJte.cli.gl?Jl.lda 

wut ho~ a 37"c y 5.8 ml de UYl.ll .!>olu.cilitt de SVS .a.t'.. 20%; he. 

de.Ja Jtep0Mv1. 30 mln o hau.a. que La. -00.fu.cé.ón u:U. c.lalut. 

4.- Se lle.va et pH a 12.1 a 12.3 con NaOH 3 N, 10 .min. 

5.- Se. baja e.l pH a. 8.6 a 8,8 c.on T.l'r..l6-HCl. i M pH 7. 

6. - .se U.e.va. la -0otu.c..lón a 1 M c.on - Clú.6:taleL> de Na.e.e. y &e. deja. 

4 ho!Ut6 a 4° c. 

7. - Se. c.e.ntM.6aga 1 O min a 5 K a 4 º'C. 

8.- Al -0ob1te.l'Uldan:te &e. .te adlcé.ona 0.25 vol!1Jnenu de PEG 50% 1J 

-Oe de.ja a 4° e po.lr. 16 lioll.IU>. 

9.- Se c.mt'ú6uga a 7 000 11.pm, 20 mln a 4°C. y el p11.e.ci.pltado 

-0e 11.u1U>pende. e.n T50E20 a6Mando a 10 me.. 

10.- Se ag.1r.e.gan 10 g. de. C-OCl y 0.75 ml de E~ BJt.a una c.onc.en-­

:Otaúón de. 10 mg/mt. 

11.- Se ce.n;t.rU.ñuga 60 ho!WA a. 30 000 Jr.pm a 12°C. 

12. - Se e.ole.eta, .ta banda de. plfi.Am.ldo que queda aba.jo de. ta del -

AVN C.Jtomo.6émlc.o. Y -0e 11.emueve. et EtBlt c.on .tltu e.x.tll.a.c.c..lg_ 

nu de. ai'.c.oho.f. áoamlU.c.o &atwtado c.oii 20XSSC. La 6a&e: -0u.--
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13.- Se di.aUza c.on r
5

aE
20 

PoJt to meno6 dwum.te 'l. holta6. 

14.- El cllal..lzado &e elCA:Jr.a:e c.on un vo.eúmen ~guat. de fie.nol &~ 

Ita.do c.on O.S M Na.e.e.. 

1 S. - Se ex.ttute do6 ve.e.u c.on CHCt3 y 6e. e.otee.ta la 6aAe. ac.uoM. 

16. - Se pM.c.lpUo. c.on 'l. volWnene.6 de. e.ta.no.e. a.b!iólu.to poJt 16 hit 

a. ..;.zoºc 
. . . 

11. - El pJte.c.lplta.do &e lava. c.on e.ta.no.e. a.t 10% y 6e JtMMpende. en 

eL vo.túme.n de&eado. con agua. o T!U.6 HCl pH 1. 5 

AfAlamle.n.tc Jtá.pido de plá.&m.idoJ g1t.ande& y pequeño.&, mltodo de :.. 

Kado y U.U.. (5?.I 

1.- Se c.entJti.6ugan 'l. ml de cu,Ui.vo c.on una. V.0. 600= 0.8 

'l..:.. El bo.t6n Je Jte..&Mpende en 100 f"l de &o.tucú5n E. 

3. - Se ag11.ega.n 200 )'IR. de Mlu.cú5n .eMadoJta. y &e man.tlenen a 

65"C polt una. ho11.a.. 

4. - Se añaden 'l. volúmenu de 6e.nol-c.loM6011mo y &e e.mul6.l6.(.ca.n. 

5. - Se c.etttltl6uga. la e.mul&ifin y la 6a.6e a.c.uMue .tita.ta. do& o 

·:tite& ve.e.u c.on ltll..1!. clleUU.co ptVul. qu..i..talr. lo& Jte&:tcJi de. -

6e.no.t. 

6. - Se pJte.c..lp,lta con a.c.e;ta;to de .&ocllo 3M u.t..U.iza.ndo .100 ~ 

y 'l. volt1menu de .da.no.e. f:/ú.c, .&e c.ongeA'.a en un baño de -

· e:tano.1'.. .. IU:e.lo t.ec.o S m.in y &e c.e.n.tJr..l6uga d..vian.te 15 ntbt, -

el bo:tón 6e u.e.a. con ai.lle o .. c.on rLlt!t6ge.no y 6e ILMU6pende · 
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VIGESTIONES CON ENZIMAS VE RESTR1CC10N 

La. mezcla de 1tea.ccl6n lle pJr.e.paJr.a. en e.f. vol.ámen de.he.a.do, geneJl.al 

mente 15 /'-1 y u compone de. AVN, la déCÁ.ma paJLte. del a.moh.tigua.dolt ( 1 OX l 
a.p1Wp.ta.do y la. inu'.ma. que no de.be. exc.edelt en vo.tamen al amoJLtlgu.a.do.1t. a.d.l-

úona.do, pMa. U.eva.Jtla. a.t'.. va.e.amen tl.lnai. M. U.6a. agua tUi:t.€.JLil ll.i u nec.tUia­

ILlo. 

La mezda. lle. .btcu.óa po.lt. lo geneJl.al a 37°C dutta.nte. 30 m.ln, de.­

pent:U.endo de la a.c.Uv.ldad de. la. e.nz:.lma y <le paJ!a Ulla.ndo Wt qulnto del v~ 

.e.amen de mezda. pa!ta. de.t:eneir.. la. 11.e.ac.ú6n, o cuando u ne.e.et.Mi.o lle e.x,t/ute. 

la. p11.0túna acllc..iona.ndo un vo.t'.cúnen de óeno.e. llo.Xwr.ad.o y Wt vol.Cime.n de. d!!_ 

Jt.OóOllmo y plieúpi.::ta.ndo det.puU. c.on doll vo.Mmeneh de dano.t'.. 

ELECTROFORESIS 

La. e.f.ec.t11.0tí01teh.ill .&e Ue.v6 a e.abo en un a.pa.Mto ~e placa. --

veJl..tlc.ai. LKB, u,UU.zando agltll.Olla. a.t'. 0.1% en T/Úll-bolt.IU:oll-EVTA 1X • .t'.a.6 

mezda.t1 de 1t.et..ttt.lcc..l611. lle. .U.e.van a un vol.Cimen Mnal de. 15 a. 50 J"Ai-• ·miú 

.la me.zc.i.a. pltlta de.t:ene.11. . .ta 1r.e.a.c.c..l6n en una pltOpOl!.ú6n de. 5 J'l- pOlc. e.a.da 

25 ¡lf. de mue.t.tlta y lle c.o.e.oc.a.n en .lo.& co.Milu. 

La. etec.tJLot1011.e.s.lll <1e .11.e.a.Uza. a. voi.;taje c.oY!ll.t.arLte. 150 voLti.oll, 

a. tempeJta.;f::ul¡.a. amó.lente o c.on Jr.e6.lt..lgeir..a.c..l6n y de. 1 a. 4 ho.1!.a.6 depencllendo 

del ta.maño del AVN. 

Al. te.lt.m.lna.11. .e.a e.f.e.c.t.lt.of¡OILU>bi .t.Dll ge.f.u lle .Uñen c.on Et:Bll. en -

u.na. Miuc..lón de. 0.4 ¡islml, dUIUl.Me. 15 m.i.n y M! . .áwn.lna.n con un .t:Jr.a.tu.il.u.-
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mlnadoJt de. luz ultlz.av-lole.ta. de. onda .i.tutfla. 

ELECTROELUSION 

El AVN .6e Mme.te a. ele.cbto601t(!A.Ü. y pMt~/tme.nte. .e.e c.o!Uta.n -­

do.e. :ti.Juu, paJl.lll.e.la.-6 al gel l en el .&e.n-Udo que. c.oMe. la muu.tlt.a) y .e.e .U­

fie.n c.on E.tB11.. fJaJta ide.n.t.lMC!M la banda du.e.ada.. Una vez .e.epa.iuula. del -­

gel, .e.e '611.agme.n.t.a. en cuad!Wto.e. de. o. 5 x O .5 c.m apll..Ox.úna.da.me.nte. y .e.e ponen 

en u.na. cámaJUl de. e.le.c.tll..Oelu.e.-l6n c.u.blcvr.ta. · c.on a.molttigwulo11.. TE. La cámaJr.a 

.e.e c.oloc.a. ent/te do.e. M .. c.lp-le.ntu c.on amo/f:t..lgua.do1t. TEA pM.a. u..ta.bte.c.eJL un -

puente. de. c.o/t'1.,f.en.te. el~c.t/t.lc.a.. Se. u.6a.n do.6 d,/.6e.11..e.ntu amoll..t,lgwulo11.u pa-

1/.a. que. el f,R..u.jo de. -lonu .e.ea. má.6 Jzáp.ldo, u poll. e..&o que TE .Uene. muy po--

e.a.e. -lone..&. 

El voUaje .e.e ma.n.t.lene. c.on6.ta.nte a. 80 voLU..o.& y a una. .tempvr.a.tww. 

de. 4°C. 

Con el'.. 6-ln de. a..&egWUUL6e. que el AVN ha. .&1..do .to.talmente. e.le.c.tll.o -­

eluldo, .&e .tlñe. un 611.agmen.to en E;t&. y .&e ob.e.vwa. c.on luz u. v., M .. ya. no 

hay 6loU11.uc.enc,ia. .e.e -lnv-le.11.te. la polall.-lda.d poll. un m..lnuto, pMa de..&pe.gaJL 

el AVN de la bol.&a. de dúiUt>lA. Et ele.c..tltoe.ltúda .& e ¡oa.e.a. polt una c.oi..um1111 

de. BNV- c.etulo.&a. palr.Ct Um¡o-lall.lo y c.onc.enbuvtl..o. 

COLUMNA VE BNV-CELULOSA 

1. - La. 11.e..&-lna .t.e h-ldJr.a,ta. en a.moll..t,lguado1t de lava.do, y .e.e. i..e. qu-lta.n 

.t'.a.6 ¡oa!Ltlc.u.la..6 que quedan 6i..o:t.ando. La. Jte..&-lna. .t. e gua.ltda. en el'.. 

Jte.611.-lg eJt.adott ~ 
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z.~. Se. ~Qn;ta. r.¡.na c.q~na. de. a.~·Cl!l ~e (Í.i.Áfl1e.tfr.o polL a.5 cm de -

aUuJi.a,. 

3. -· Se. fulia la e.alumna c.on 7. 5 Ja ml de. aJllO.l!ti.gu.a.dOIC. de .ea.vado. 

4, -- Se pM·a la. mue.4.tlw. polr. fu c.olwnna.. E.e AVN debe. 1te..6U6pe.11c:U-

do en arno!LtlguadolL TE. 

5. ~. Se ./?.a.va. la. c.olun111a. c.on amo/Ltlgu.a.dc11. de. ta.va.do, al. meno6 u.n 

va.e.amen de c.olu.mna c.omple.to. 

6. - Se. 6ec.a. 6ua.vemen;te c.on ctúr.e. 

7.- Se el.u.ye. con amo1Ltlgua.do1r. de. ef.U4.tón de. 300 a. 500 ~· 

8.- AR.. e.lu..tdo .6e. le. ag1r.egan do6 vo.f.ame.nM de. e.ta.nal (-20°C) pa.­

M pll.e.c.i:pUa!z. el AVN. 

'l. - Se 11.Ul.l.6 pende. en la. .&aluc.ú5n amoJLUgu.a.doJta. al. volúme.n de..6 ~ 

do. 

METOVU VE LIGAMZtNTO 

A 20 f.f.. de. AVN .6e. le. ag11.egan 2.5¡.ct de. amaf[,t,lgua.dOJt de. Uga-­

m.le.nto, 2. 5 fl de. ATP 1J 1 fl de Ugiua. La me.zc.la. .&e. .útc.u.ba. poli. 30 m.ln 

a 37°C y dupuM . .6e man.tiene. a. 12°C pOll. Wl :tiempo de. 59 holtah. 

Se veJúó.lc.a que. .ea. Ugac.l6n .&e ha.ya. .U.e.va.do a. e.abo en un gel 

de aga.11.0.&a.. 

TRANSFORMACION 
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1 • - Se .(nqc.ul.an 5 ro.e.. de medio LWLi,a c.Qn E. e.o.U RR7 -Jt.ecA - , 

y .&e deja. c.1t.e.c.e11. :t.od11 . . fu noc.he. 

z.-. Se :t.oma.n de a. 2 a 1 ml de p1tec.ILU.lvo 1J .&e a.g1tega.n a 30 ml 

de med,(;o LuJú:a. .Se dejan c.1tec.e11. ha6:t.a 40 unldadu Ki.ett. 

3.- La.6 .c.U.uXa.6 .&e c.e.ntlú6uga.na 10UOO ·llpm~ dwr.ante 5 mln, y .&e 

diu.c.aJLta. el .&ob1tenadante. 

4.- El plteelpi:tado .&e 1te6U6pende e11 10 me de NaCl. 10 m~b.U.otó­

nl~o ólr.tó . 

5. - Se c.entlú.6uga. a. 1 O 000 Jt.pm, S mllt, .&e de.&c.aJLta. el Mb1tena.­

da.nte y &e lte-6U6pende en 15 ml. de CaCf.2 30 mM 6Jú.o. 

6.- Se deja. .i.nc.uba1t en húl.o 20 m.in. y .&e c.en.t!Ll6uga. .ª 10 000 

ltpm, 5 rn.in, e.t'. p1tec..lp.lta.do debe 6 e1t a.nu.lalt. 

7. - El plte.c.iplta.do 6 e. !te.& !U> pende en 3 ml de. CaCl.
2 

30 mM 61Úo. 

8,- Se. :t.oma.n O.!! me y .&e pMa.n a. un .tubo de. 15 me c.on ;tapa. de. 

1ta.&c.a. donde .&e mezclan c.011 0.1 ml del AVN .tltan6601tma.nte.. 

9. - El AVN 6 e plte.pMa. ponlhtdolo en un volúmen 6-lnal de 90 ¡tl 

en ainol[tiguadOJt TE y cuando e.&.t:á :t.odo U6:t.o :.&e le afia.de. 10 

~ de cac.e2 300 mM 

1 o. - Se ag.lta. .&uavemente en lile.lo una ho1ta., 6e. dá un pul.60 de. -

42°C clwumte. 70 .&eg y ·.&e -lnc.uba o.tita. vez en ILie.lo dultante 

5 m.in. 

11.- Se ag1tegan 3 me de me.cU.o LuJú:a y .&e de.ja a 37°C, c.on a.g~ 

c..l6n polL 2 holta.6. 

12 • - Se p.1'.a:t.e.an 2 oa J'l en una c.a.j a Pe:t.lt-l c.on med-lo LU!t-la. S-l -

dupué& de un c:U.a lM .t.luui6-601tma.ntu no han c.1te.c..ldo 6e. e.en-
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;t1t.i,6USª ~ 11.eti.to de.t :tubo i¡ 4e pt'..a,t~ e.it 2 ó 4 co..j a.6. 

13."" LM .tlc.arut 6oJimanteL> Ae .qel.e.c.c..(onan p0.11. lo~- ma11.c.ado11.u upe­

Jr.a.do~, como pueden -6.e/L la JLU.l&.tenci:a o ~enti.lliilidad a un 

a.n:ti:fUó:téc.o. 
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R E S U L T A V O S Y V 1 S C U S 1 O N 

Et método que H emple6 e.6 una a.da.pta.cl6n del dMCJú.t.o pal!. Bbutóo.ún 

1J Vol.y 15 3) pMa. a.Uf.am.le.nto ltá.p.ldo de plá&mldol> 1Lec.omb.úumte.6, ba.hado en .ta. 

dunatwut.Uza.c..Wn .&elec:tlva ale.a.Una de AVN C1Wmo.&6mlc.o y AVN cl!Lc.uhvt e.ova­

len.temen-te c.e.JVta.do. Lo.6 voiúmene.6 de la.h l>oluc.lone.6 u.tlU.zada..6 1>e. vaJÚ.all.On -

ha.6.ta. e.nc.on.tluVt la..6 me.nc.lonada.6 en Ma-tVÚa.le.6 IJ Método.&. 

La plL.únMa e.xbta.c.c.l6n del pe.úmldo T.l que 1>e. lúzo a po.Jt:t/J¡_ de. l>W 

u.t!Lol> de. cu.U.lvo, ILMuU:fi cUM.cl.e de pMc.úalt de.b.ldo a l>U voiúmen, poi!. lo 

que en la..6 1>.igu.len-tu ex:óla.c.c.lone.6 lle. d.l.6mlnU1J6 ú.te a O. 5 IJ. O. 3 .u:tJr..01>. -­

e.e. mUodo empleado óul! una mod.ló.lc.a.cl6n del método de CIJIL!t.le.Jt y Ne.L>.tVL, -­

pOIL e.6.te. método 6ué:. rU61.cll 1Le.6Mpe.nde!L el AVN dMpu.ú de la. p!Leclp.l.ta.cl6n 

c.on óol>óa-tol> IJ c.lo/WJUJ de magne.6i.o, l>i.n. embMgo RA. 1t.ela.c.l6n de ab.&011.banc.ta. 

que lle obtuvo a 260/280 nm óué: de 1.9 IJ e.a.en en e.e Jt.a.ngo adec.u.ado de 1.6 a 

2 !LepoJt..tado poi!. Vavey ( 54) • A.e c.olC/tVc. el gM.die.n.te de C.6Cf. c.on e.e AVN, 4e. 

e.nc.on.tlt.6 que ademcU de la.h banda.6 upelltUfa.6 apa1tec.1.a.n ot:Jr.a.6 de 1>upue.t..to1> -

pi.á&mi.dol> c.JÚ.p.tic.ol> .tan.to de. mayal!. e.amo de. me.nolt. .tamaño, poJr. f.o que. l>e PI!!!. 

1>6 que l>e halú.a pa.Jl;tldo de va!Li.al> c.lona.h que c.on.te.ní.a.n o:tlwl> pi.cUmldo.6 y -

no de una Mi.a. que e.6 e.amo de.be ha.e.e.Me., no ob.6.tan.te 1Le..6ul.t6 in.te1Le.1>an.te. -

enc.on.tlLa!L que pudle.Jt.a habVt. .tal vez dí.me.Ml> de T.l o pi.cUm.ld.01> c.JÚ.p.tic.ol> - -

mUlj gM.ndu • 

POI!. 1!.a.Zone.6 ec.on6mlc.M l>e .tJta;t.6 de. evi.ta.IL e.l paAo de. C.&Cf., poJr. -

lo c.ua.l l>e. l>.lgu.l6 el método de.6C!!Ll:to pOlr. Koe.kma.n (51) biuado .ta.mbil!n en e.e 
de Cu/VtÁ..eJr. y Ne.l>teJr., u.te método no ILtlUza Óº" 6a.to.6 nl c.loJr.UJr.O de magne.--

. · C1>c.t ssz. lúzo una morU~lc.acl6~ 
.6.(.0 PaM. pJr.e.clp.ltalr. ademá.6 de Mal!. mue.ha me.no.6 • 
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en .ea c.ual no .tie ut:.llizaba et C.tiCR. pa1r. lo que un pa.tio anteJúott a.e. U.60 de -

€A.te, et AVN uULlzado .tie. -0omeü6 a etecVLoetW>.i.6n, lle !te.dujo al .tlempo -

de út:a. ttepottt:a.do de 39 hoM.-O a 50 volt.lo.ti ( 32 J a 16 hotta.6, 80 vo.u.i.06 IJ -

dupu.é..6 ei. ete.c,tJc.oel.c.údo .tie. pa.66 pott LUUt columna. de. BNV-c.etulo.tia. patta llm­

p.latt de. .imputte.za..ti a.e. AVN. El AVN ete.c,t/to eluldo .tie. tte.c.u.pett6 c.a.ti.l en un 1O0% 

Un nuevo mUodo de wi.am.len;to tte.pott.ta.do pott Kado y L.lu., tuíp.ldo -

IJ ba..riato paM. ptáhm.ú:lo-0 de gtutn .tamaño .lncUc.a.ba qu.e. et AVN a..l.6ia.do de e.6-

.ta. mttneJUt pocü.a. llett Mado pa.tta. e.x.peJúme.n:toll·Cle1r.e.6.:tlúc.c..i.6n , c1onac..i.6n, -­

e.te.. 

PaJta. .tia.bvr. c.ual.u Vtan .f.a6 c.oncUc.ionu que. lle. :te.nlan que MIVI., -­

pu.ei.to que ll.lgu.lendo la.ti de.tiCJL.l:t.al, no lle ob,tie.ttvaba et p.f.álimldo, lle. empe.­

z6 poi!. vlVl..latt el. voiúme.n de c.u.i.tlvo de. 3 a O. 5 me. .6 e u,t.i,.U,zMO n 2 mi en -

.f.a.6 U.gt..úe.n:te..ti e.x,t!utcc..lonu, lo.ti vo.t'.úme.ne..ti de. .ta-O llU.b.ti:tanc.la.ti que 6e. 1r.e.-­

qu.l.e.1r.en IJ el. tiempo de. .lnc.uba.c.l6n de..tide. O hM.ta. una. hotta. c.on .tlt.e..ln.ta ln<'.nu­

.tc.t:., en .lnte.1r.va1.o.t:. de. 1 .. 5 m.ln, .t:o que .tie. ob.6e.1r.v6 6u~ que la. banda del --­

p.iá&mido en et gel de. aga.ttMa. lle. bz:te.n.6.i.6.lca al pa.tilVI. el .tlempo, a.un.que. -

dupu.é..6 de una. ho1t11 ya. no hay gJzafl va.tt.la.c.i6n; et AVN e1tomo661n<'.c.o no d..l6m.l­

nuye. a.ptte.c..la.bl.e.me.nte.. 

A.e p1toba.1t a. 9 3° C polt S y 1 O m.ln, M. oblle.ttva me.jott c.on el. ú.l:t.imo -­

.tlempo, ru:to no.ti ayuda. a. de.ti c.a/t.ta./t que · haya. o:tlw pl.át.m.ldo que. c.of(Jla. a -

la mi.6ma cll-0.ta.nc..i.a que T.l. Un p!tob.t'.e.ma. que 6e. .te./11.ia. e.ti que al u..6M el -­

UeJt aún el. tte.de.6.tlla.do, et AVN .t:.e de.glta.daba, pott .t:o qu.e. .tie. op:t6 poi!. e..t:e.S:_ 

:tJtoe.lu,()¡_ et AVN an:te.ti de. •.'..6a./t e.e Ue.tt, patta. pode.Ir. lle.paM.JL e.e. plá.6mldo del 

AVN CJt.omo1>6m.lc.o. · 
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E.e. plá,l;mi.do elec..tMee.uldo 6e. .tM..t6 c.on ·e.nzlma.6 de. 11.ut:tuc.d6n: 

XIJa. 1, fU.n d III, te.o R1 y Kpn l, pe.Jr.o no hu.bo cU.gu.tl6n, 6e. pen-

66 que. e.6.ta pucLleJuI. de.beJWe a Jr.e.6.to6 de óenol o que. hub..leJta una iú'..ta. c.an­

c.ettt:Jta.c..l6n de M.tu pal!. la que 6e lúc..le.Jr.On cllá,f..ú,16 c.an amaJt,tigua.dOll.M de 

ba.ja. 1.ctU.n.i.da.d, CL61. e.amo c.on agu.a, pe.M u.te. .tluU:amle.nto na c.amb..l6 no.:q;_ 

b.teme.nte. la6 Jte.6u.Uado6. E.e. voU-.a.j e. 6e 11.edu.jo gll.aduai.me.n.te. de. 100 a !iO -

voU:.lo6 e.n rllóe.tr.entu e.tec..tMdu.6..lonu po6.te.IU.oll.e.6 pe.11.0 1!6.to .tampoc.o cll6 

Jte6ul..ta.do. Lo qu.e. 61. 6e pudo ob6vr.va11. u que en la. c.ámaJUt de dec..tM~ 

t..Wn .la .tempe/ta.tww. 6 e de.va. mue.ha, a. pua.tr. de. ut:aJr. en u.n c.ua.tr..to 611..lo 1J 

c.u.b.leJr-ta. c.on lúe.lo. S..ln. emba11.go e.u.ando he de&Jwei.uy6 pBR328, é.6.te 6i. -

t.e pu.do di.gelÚJt, poi!. lo qu.e huponemot. que l.a. cLl6.(c.uUa.d MLUc.a. e.11. d gJUm 

.t.a.ma.íio del pi.4,6mldo. 

Al a.u.me.n.ta.Jt el .tlempo de. i.Ylc.u.ba.c.i.6n de U c.on la.6 enzlmCL6 de Jr.e.6-

.ttr...lc.cA.6n, .l.06 11.uuLtMo.6 6ueJWtt poc.o 11.ep11.odu.dblet. pu.u a ve.e.u 6e ofu.e.11.va.-1. 

ba.n cUg u.tlonet. pa.!tC,i.ai.u y a. vec.e.6 no. 

Poli. el mltodo de a.i.6.f.amlen.to duCJL.l:to potr. Koekma.n, (!i1) de un U­

tlw de c.uK...tlvo de cuU.i.vo t.e ob.tuv.le.tr.on 89 mg. de AVN .tan.ta del c.Jr.OmoMml­

c.o e.amo del pf&mida IJ ai. cLlge.JWr. c.on Xba. I !J H.in d III 6e ob6eJ1.v6 .e.o 6i..­

g1Lle.n.t:e.: 

'El pa..tll.61Í de 11.u.ttr...lc.c..l6n de T.l c.on Xba. I e.6 el 6i.g1Lle.n.te ( 55 ¡ 

Banda. 

2 

Puo (Md) 

38.91 

3ó.84 

Lo que 6e. obtuvo u.t.a.ndo e.amo ma.Jr.c.a.­

do11.u de pe6o AVN de. A cllge.Jr.J..do c.on -

'fe.o R1 1J AVN de c.an !@!. dIIl, 



3 

4 

5a.b 

6 

zz.11 

9.36 

4.zq 

o. 51. 
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6u~ que a .ea ali:wr.a. eA.peM.da. de. .ea. doble 

banda de. 4. 29. MctaUonu u.taba una ct'.aJUl 

mente de.6.útlda y a .ea d.W.ta11Ua. e&pe.Jutda. 

cte. la6. doJ.i p!Ume.Jtal.> banda,& hab1a. W'I baJLJL;f 

do. La rügu:ti.611 co11 fl.i.11· d III 110 dl.6 11.l1tgútt plttlt.611 de.6.<.11.ldo, debido ai. 

gtuut númeJr.o de. h.l:tloh de. 1t.e.conoc.lmle.nto y a. ta. p1t.ehe.1tc.út de. ai.go de AVN ~ 

mo&6m.lco. 

En Ul1 a.lllf.am.le.nto po&:t~oJt. po1t. eh.te mlJ.imo mltodo, he. ob.tuvo W'la. 

hola banda muy de.6.llt.lda. e.n. e.e. lugM. ehpe.Jt.a.do pa.M Ti.. e.n C&Cf.. S.llt embM­

go, al .coMe/L e.e. AVN e.11 elec.tJto60Jt.etil6 a.pa1r.ec.le1t.on doh banda.ll máll, a. d.W­

.ta11c.la6 mUlj 1t.e.9utalt.e.h unM de. o.tluu;, que. paAe.cúan lle.Jt. óoJUnAf. MpeJr.eltltO~ 

cúu. de.i. p.l'.á.6mldo. 

Con eh.ta p1t.epa1ta.c.l6n lle. :tuvo un pa.:t.Jt.611. de Ti co11 fl.ln d111 máh o 

men.oh cltvt.a y con ella he p1t.ocecU6 a. ha.ceJt ta cf.onaci.611. hegt1n el h.lgu-lente 

u quema.: 

TI 
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Ambo6 p.tá.6m-<.do6 }l,e. cllg.lM.eJt.on con ~ dIII, e.e pBR328 &e .Ue.v6 a 

un votame.n de. 100 ¡d. c.on T!Úl:i pi:/. 7. 5 1 O mM 6e. :tJuúó con 1 ¡llt de. 606 6a.ta.6a 

al.c.aU.na., pcvc.a e.vi::ta.lt qu.e. .i.e. 11.eUgcvc.a IJ &e de.j6 u.na hall.a a 65°C. 

El Ugam.ie.n.to &e. con6-Uim6 e.n un ge.t de. agaJL06a IJ .&e. pMced.l6 a -

t:luuu. 6 011.ma/f., 

Como con:tll.ol 6e. ut.lt.lz6 AVN de. i.ambda, e.l c.ual &e. 6o.t.6a..t6, c:llg.i.-

11.M 1J Ug6. 

Pa!Úl e&-talr.. 6 e.gc.ur.o.i. de. que. laA 11.u~.tenc.-i.a& .i. e.le.c.clonada.1> e.t>:tcftt -

cocU.6-f.cadM po11. e.l pf.6.&mldo, .t.e. e.mple.6 como con:tlwl e.n .la tltaM 6oJunac..l6n 

una pM.te de. e~ RRI compe.ten:te& 4.ln .tll.an.66011.ma11. y Ú .t.e.mbJUVt.On e.n -­

caja.6 con Cm, Ap, Te al .i.gu.al qu.e. laA .tll.an-6 6oJtmantu. 

Se ob.tuv,leJUJn .&U& .tll.an-6 6011.man.te.& de. l04 cu.a.tu c.µa;i:Jw pll.e.6e.n.ta­

ban el 6e.no.tlpo Cm\ Ap\ Tc4
, .lO qu.e. .lnd.i.ca que .tlene.n .i.nlie.11..to; peJtO -­

lal. o.tita& do6 c.olot'Lla.4 eJtan Cm11., Ap11., Tell., 5.4to pu.e.de debe.11.he a que .tal. -

vez hayan que.dado algu.nM moUc.u.la& de. p8328 6.ln cU.gVIÁ./t. IJ .t.ean .lcu. que den 

e.&.te 6e.no.tlpo, o que la 11.e.moc..i.6n del gil.Upo 606 6ato no haya .t.i.do c.omple.ta -

pvunl:tlendo la 11.ec...Utc.ulaJúzac..i.6n dwumte. e.l Ugamlen:to, h.ln. emba11.go no e.& 

muy p11.obable ya que. de habeJt. oCtLll.ll.i.do é.l>to~ hubiéJu:uno& ob6eJt.vado un mayo11. 

númvw de .tlta.n6601Unan.te&. 

El n{imeJt.o tan bajo· de .tll.an.66011.man.te.t> pudo debe.Me, a. que. l.a.4 c.é­

.t'.u.iM ac.e.ptoll.a4 no utaban .todav1..a. compe.tentu, .i..ln .emba.11.go en obw.t. exp~ 

11..i.mento& de. .tll.an6 6011.maci6n con d.i.6e11.entu pliúmldo.t. no ttec.omb.úumte.6, &i~ 

,··•;,· 
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pile ¿,e obtuvo un gtr.an númeJto de .tM11.A601U1Jtmte.1t. O.tlt.a. po.6.lb-i.U.da.d e.& que 

ei. p.c.Mnu:.do c.on d .ir1.6eM:o <!lea muy .lne.6.t:ao.t:e. pOIL lo que .tirvr.1.a 11.e.c.ome1tda.­

ble .también pJt.o 6a.1t otJwi. vecto11.u • 

Se. hl.c..le1ton a.i.6.eam.c:en.-to.6 11.áp.ldo.6 de AVN de. la.6 c.o.t'.olt.la.-6 .t/ta.n.6.6011.­

ma.n.te.6 paJu:t c.ompMbaJL .t'.a. plte.6enua del .ln.6eJL:to encon.tlufndoH que. ü:tot. no 

M.an muy gJta.nde.6 • 
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e o N e L u s l o N E s 

CJr...lto pon. Koekma.n l.?1), pu.eA eA má6 Me.U de lleva.JI. ex. cabo y .6e t.ttlU.za. me-

11011. ca.n.t.ldad de C.6Cl. 

Lo.6 mltodo.6 de a.l.6.lam.lettto lt.áp.ld.o paJca Ti., .6ott mu.y ú:Ul.u c.ll.ctl1do 

.6 e. qu.i.e1te de.tec;tivz. ta. p!t.e..6 e11CA'.a. de,l pltü.mi.do, no a..61. pevut .f.o.6 e.xp~ent:o.6 

ett que .6e 1t.equ.i.e1te. u.n ctYl.á..U.61..6 c.011 enz.imM de 11.u.ttdc.CA'.611, pu.u .ta.nt:o po11. 

el mUodo de Ka.do o d de a.l.6ia.mi.ettto lt.ápi.do P™ p.ttü.mi.do.6 de.~· .tume6cx.-­

c.i.en.6 di.eJl.011 1t.e.6u.t.ta.do.6 poc.o 1t.ep1todu.CA'.ble..6 c.ua.ndo · .6e di.g.V1.úur.on c.on WUma..6 

de li.u:óúc.c.i.6n • 

. Tampoc.o e.6 mu.y c.onveni.en.te .tJr.o.tivr. ex.e. ~mú:Ío Ti. polt. medi.o de --­

e.lec.tJwdu.6i.lin pu.u p1t.e.6ent:a. .t'.06 ml.6mo.6 pMb.f.emcu. po.Jta. .6u 11.u:óúc.CA'.tfn. 

E.6 pOJr. M:tl:J qu.e · c.011vi.ene .6epal!.M ai. pfál;mi.do T ,l polt. medi.o de un 

91t.ctcUetLte de C.6C.f. y una. vez bi.en pwii.6-lc.ruio, 11.ubúngi.lt..f.o 1J c.lonall. .e.a. 11.e­

gi.lin A.VN-T que e..6 .e.a. que .6cx.be.mo.6 ¿,e enc.uentJta. en e..f. núdeo de !tu. c.~ 

vege.ta..f.e.6 i.n6e.c..ta.cfa.6 • 

U11cx. mcx.nelt.ct de detec..taJt ex.. e..6.ta. 1teg.l6n en ia..6 c.é.e.ula.ó vege.ta..f.u .6!?:!úa 

hdCA'.endo lúb!Údctuoriu de Upo A.ON-A.ON Southetr.n. 

Et .t:Jt.a.bcx.j o cx.qul duCll-ltD 1tuu.e.f.ve. f..o.6 p!tútc-<.pai.u pMblema..6 e.n -

el a..Ulam.letito de!. piá..6mi.do Ti., poi!. lo que podemo.6 obtene1t la. 1te.gi.6n A.VN-T 

dona.da en un veh1.c.uf..o molec.ueaJt y. pu.Mto qu.e u mu.e.ha mtU 6ác.i..f. :bul.ba.j aJÍ. 

c.on_ É.; c.oU que c.on ~· .tume6cx.c.i.eM , e..f. AVN ex.Vutiio que .6e qui.e/ta. .ltt.6e11.-­

.ta.1t.· .6e me.teM'.a ett d veh1.c.ulo de É.· e.ali. 

.. ··'.-
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Con el. velúc.td.o mo.lec.u.t'.M. que. c.on.tenga al.a 1t.eg.ú5n AVN-T podemo-6 

.tJtatM de. :óu:ut4601tmcvc. c.llut:ali; ve9etalM mu..tan-tM en el. me..taboWmo ho11.mona1. 

palla. c.on6bz.mat1. 6.l ut.ot1 ptálim.ldOh 1tec.omb.&1nn-tu pueden empl.ecvc..6e e.orno ve.c.--

t.olte-6 ptVUt la hitlr.oduc.c1.6tt de ttu.evo-6 genu a c.Uui.al. ve.ge.talu ett c.uLtlvo. 

T amb.lén " e pu.ede.tt 61U>.lo IUVL .t'..oli p1tot.o pl.a.6t.o6 de . la bac.te.Jt.la. q u.e - -

c.ort.tie.ne a.e. pl.álim.ldo Jte.c.omb.lttan.te. con .e.a e.aula vegetal. pa!Ul Ue.vaJc. a cabo 

.fu .tftan.6 601Unac.l6n mfi-6 e6.(.c.ll!J'Ltemen..te. 

Ett el. .:óta.nhc.u.ltl>o de. .e.a 1te.dac.c.Wn de. e.lite. :ór.a.bajo, .lle tr.eclb.l6 u.na 

e.epa de f. e.o.U.. c.ott u.n ve.eto1t qu.e. c.ontie.ne. a .la. 1t.egl6n AVN-T c.on u.tt ma1t-­

cado1L, pM lo qu.e u.tá po11.. ha.c.vu.e. ahoJza. .e.a c.onjugo.c.Wn de. u.ta bac.telt.la -

c.ott A. twne.6ac.ie.M c.eM...loltfin.dol>e. de que el. plálim.ldo T.l ha adqi.UJU.do .e.a nu~ 
va .&z&oltmac.l6n e .ltt6e.c.:ta.Jt pla.n;tal; palUt .tJr.ataJt de obtene.Jt .e.a expJie.t..l6tt de.l 

maJtc.o.do1t en €.-óta-6. 
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APENVICE 

a) MEVIOS VE CULTIVO 

Pa!UI. 1· .twne.6ac..leM 

Me.di.o Ml.tt.imo -- --- ( Va.ve.y I ( 54) 

K2HP04 10.25 gu_ 

KH2P04 7.25 " 

Na.et 0.15 " 

MgS04•7H20 0.5 .. 
Ca.CJ 2 .. 2H20 0.01 " 
Gluc.o.6a 5.0 n 

FeS04• 1H20 2.5 mg/.t 

Oc..toplna. 80 mg/t 

Aga11. .ea.va.do 1% 

H-ldJr.oUza.do de. c.ah<Úna. 1 o g/t. 

NaCl 10 11 

Eitbutc..to de. .e.e.vadwr.a 5 n 

Ba.c..to.tlr..lp.tona. 8 g/J. 

EUl!ac.to de. .te.va.dwt.a. · 5 11 

Na.C'.t 5 11 

El..te!tlU.Zall. apaltÚ. 

E.6.teJLlU.zaJt apa!Lte. 

11 

E.6.teJLlli.zaJt apa!Lte. (polt 

~-U:btac..i.6nJ 



PalUt E. e.o.U 

Medlo LUJú.a ----
TJz..lpzona o pepZóna de 

C.M Úna pU/Ll6.lc.ada 

Ex:óulcto de levaduJUt 

NaCl 

Na Off 1N 
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1 o g/l 

5 11 

1 o 11 

2. 5 .rlll 
' . _. . 

Patut medlo .t.6li.d.o t.e. ag1tegan 20 g/l de agM 

Medlo M 9 

MgS04 0.1 M 

cact2 0.01 M 

CM amino ácido t. 

tt20 det.:tliada. 

G.t'..uc.ot.a 20% 

Salet. 10x. 

10 ml 

1 o m.t'.. 

20% 20 ml 

825 ml 

zo ml . 

100 ml 

Sal u 1 Ox. 

Na2HP04 70 g 

Kfl2Po4 30 g 

Na e.e. !J 

Nflll 10 g 

H 2o deA:til.a.da. a6oJtaJt a 

1 Ui:Jr.o 

RequeJL.lm,lenZót. palta .ea e.epa RR7 

PJtO 4% 

le.u 7% 

87 o .1 % 

4 ml/i. 

4 ml/i. 

o. 2. mf,/f.. 



KH2P04 

K2S04 

MgSO 4"1H2a 

Ca.C1 2 

Fesu4• 51-120 

KOH 10 N 

Gluco.6a. 20% 
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13.6 9 

2.61 g 

0.2 g 

o. 01 g 

1 glla.no 

10 ml 

10 ml 

10 ml 

A6oll.OJI. a. 1 .lUJr.o con agu.a. de..&:t.Uada. 

bl SOLUCIONe; PARA PURIFICACION Vt PLASMIVOS. 

I 

Soi.uci6n de L-ú.oz.úna. 

(Se guaJtcfa. a. :tempetta.twr.a. amb.len:teJ 

2 mg./ml Uhozhna 

Solu.elfin paJCa. d.UoR..veJt. la. .ll&ou'.ma 

Glucolia 50 mM 

CVTA 

TJú6-HC1 

1U mM 

25 111M pH 8 



Na.OH 

svs 

Ill 
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0.2 N 

1 % 

Solucifin a.Ua en .6aleA 

Ac.rdo.:to de .!iodlo 5 M pH 4. 8 

Se cU.l.uel.ve.n U1.!i 3 mo­

lei. en el m.út..t.mo volúmen de. 

a.gu.a. y .!ie. a.jU.!ita. e.t: pH c.on 

6.c.ldo a.cé:Uc.o g.tac.i.al. 

IV 

Ac.et:at.o de .!iocU.o 

ARNaAa. 

1 O mg. /ml. e.n 

Ac.rdo.:to de .6 ocU.o 

EVTA pfl 7 3,3x.Jo-5 

Amoll.ti..gua.do11. ASO 

Tlt>l.6-HCt pH 8 

Na.Cl 

NaN3 

0.1 M 

0.05M 

0.1 M 

M 

so 17iM 

500 m.~f 

7 111M 
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P11.e.pa1tacJPn de. Re.6,:(na. Vawe.x. A G5QW-X8 1 aa-2aa mub.. (fu'.CÍll.age.n 

601U1rl. 

1. - Va.c..laJL la. 11.e.&.lna. en W1 mlLt/La.z de. 50U me. hatda. .fa maJtc.a de -

1aa m.e • 

. 2. - Aii.t:uUJL 4QQ ml de. agua. b.ideA.t;.(k.da y 32 g de. Na.OH ( 2 N) • .&e -

ag.lta. • 

.3. - Ve.jaJr. a&e.n:ta.11. y de.c.an;ta.Jt.. 

4. - Uena.Jt. c.an agua. bi.dut:.Ua.da, ag,i,.ta;r., de.j a11. tu.~ IJ de.c.a.n.taJr.. 

5. - Ue.IUVI. c.an agua. b.idu:til.a.da y a.ña.d.Vr. 1 O ml de. Hc.t c.anc.e.n.tJut-

da. ag.lta.11. lj de.c.ant:alr.. 

6. - Repe..tút. el. ptu.a 5. 

1. - La.vaJr. cúnc.a ve.e.e.& c.an agua. bi.du.tUa.da. 

8.- La.val!. c.an T/L.l6-HC.t 0.1 M pH 8. 

9.- Abna.c.ena.Jt. c.an a.ma~uada11. A50. 

PARA EL PLASMZVO T~ 

T/L.l6 pH 8 

EVTA 

50 mM 

20 mM. 

P1ta11tu.a. 280 mg/50 ml T 50E20 .se p11.e..<.nc.u.ba. cfwtan;te. do1i hall.aó a. 

NáOH 3 N 

Tll.i..6-HC:e. 2 M pi{ 7 

PEG 6000 50 % e.n agua. 
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ssc 

Nact. a.1!1 M 

Cl:tlta,to de bOcli.O a.u1s M 

PARA AISLAMIENTO RAPIVO 

svs 3% 

TW pfl 12.6 50 mM ajU6:talt c.on.NaOH 2 N, 1 me.. 

A601UVL a 100 ml. 1J 6il.:tJr.a.Jr. c.on /mili.poli. 2 f'-trl .tamaiio dd poli.O. 

Amo1Lt.4Jua.do11. E. 

Tltl6 ac.e.:ta:to 

EVTA 

40 mM .pfl 1.9 l6'.~ ac.Ulc.o gl.a.c.lai.I 

l! mM 

c.l SOLUCIONES PARA.ELECTROFORESIS 

Tw-bol!.a;to&-EUTA 

TJr .. iA ba&e 

Na.2EVTA 2H20 

H3B03 

1 Ox. 

108 g 

9.3 g 

55 g 

A601UVC. a. 1 .utJw pH 8. 2 

Mezcla paJu1 deteneJt .ea Jteac.c..l6n (10 mtl 

U11.ea 6 g 

Aw.e de. b11.0mo6enol en agua. 0.5% 1 me. 
0.5% 1 me. 

Soluci.6n de bll.OJ:IWl.O de. etlcUo 10 mg/mt, pa.11.4 U6alt ~e. cli..e.uye 

. a 0~4 f9fmf.. 

'· 
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di SULUCIONC:S PA.RA ELECTROELUSION 

TEA 2x 

T .!L.ú.-Óct6 "-

Ac.e:ta:t.o de .&od.io anhi.dJr.o 

Jq3.6 g 

65.6 g 

29.6 g 

Se a.jw.ta. a. pH 8 .1 c.on dCÁ.do a.e.u.le.o gla.c..lal. y .6e a601Ut a. 4 U.­

:tlw.6. 

TE 

1.IL.ú.-HC.i pH 8 10 mM 

· EVTA 1 mM 

e.) SULUCIONES PARA COLUMNA VE BWV-CELULOSA 

Amo!Lti.gaa.do~ de La.vado 

r4i6-Hct pH 1.5 

Na.et 

TILl6-HCl pH 8 

Na.et 

Etanol 

10 mM 

10 mM 

1 mM 

M 

15 % 

61 PREPARACION VE BOLSAS VEVJÁLISIS 

1.- Hvi.v.iJI. do-& V<'-C.e& poJi. 10 m.ln en HNa.C0 3 la.6 bol-6a..6 de <Ü.áU/;.U, 

movvi. c.on una' e.&p6.tui.lt. 

2.- HVtv.iJI. do-A ve.e.e& pOll. 10 min en EVTA 5 mM. 

3. - GlUl/l.cÍM en S mM y 10% de etanol 
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gl SOLUCIONES AMORTIGUAVUR,AS PARA ENZIMAS 

Ec.o R1 JOx. 

T/Ll.6-HCl pH 7.5 M 

MgCl.2 0.05 M 

Na.e.e. 1. o M 

H.ln d1II 1Ux 

T!Ll.6-Hct pH 7.5 66 mM 

MgC.t.2 66 mM 

B-MeJteap.toe.tanol. 70 mM 

Na.et 0.5 M 

Xba. I 10x 

Mge~ 60 mM 

Na.et 1 N 

T/Ll.6 pH 7.5 60 mM 

UgMa. T4 10x 

T/Ll.6 pH 7.6 0.2 M 

VTT 0.1 M 

Mgel.2 o. 1 M 

ATP 10x 

ATP 5 mM en 0.1 M T!Ll.6 pH 7.4 

1-o.6 óa-ta.6a. al.Ca.una. 

T /Ll.6-Hel. pH IS 25 mlA 
.. 

,,_, . 

0.1 U./ f'g de. AVN 
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