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RESUMEN 

El presente trabajo f crma parte de un proyecto cuya 

finalidad es la de desarrollar un m6todo diagnóstico para 

diferenciar los huevos de Taenia soliU• de los de Taenia 

saginata. Para el lo se decidió buscar en el DNA de ambas 

especies una secuencia repetida que se encentrara presente 

solo en una de ellas y pudiera as! servir como sonda para 

desarrollar un método diagnóstico. 

En este trabajo se analizó el ONA de T. soliuM y T. 

~aginata con el objeto de encontrar secuencias repetidas y 

posteriormente determinar si éstas eran genes ribosomales. 

Se realizaron digestiones del DNA total de ambas especles 

con diferentes enzima5 de restricción y se llevaron a cabo 

electrofore5is en geles de agarcsa con ~1 DNA digerido, 

observ.lndose bandas de DNA repetido tanto en T~ soliua como 

1>n T. sa9inata. 

Las bandas encontradas en ambas especies variaron mucho 

de tamatto dependiendo dD la enzima con que fueron diQerida~, 

desde aproximadamente 1600 hasta 15500 pares de bases (pb). 

Con el obj1>to d& determinar si las sacuencia6 repetidas 

encontradas correspondian ü genes ribosomales se realizaron 

experimentos en los que se digirió DNA de ambas especies, se 

transfirió a membranas de nitrocelulosa <MNC) y se hibrid6 

con genes ribosomales de Trypanoso•a cruzi. 

La posición de las bandas de hibridación no correspondió 

a la posición de las bandas de DNA repetido observadas, y se 



descartó la posibilidad de que estas secuencias repetidas 

fueran genes ribosomal~s. 

En las bandas de secuencias repetidas observadas habla 

algunas cuyo tamano era compartido por ambas especies, como 

en el caso de la digestión con la en:ima Xba en la que el 

DNA de ambas especies presentó dos bandas, una de 5000 pb y 

la otra de 4000 pb aprm:imadamente; en la digestión con la 

enzima Hind III el DNA de ambas especies presentó una banda 

de 5400 pb. Con el resto de las enz1mas el patr6n de 

digestión fué diferente entre ambas especies. 

Estos resultados sugieren que aunque ambas especies de 

tenia tienen algunas secL1encias repetidas en común, otras son 

especificas, estas últimas deberlan ser anal izadas 

posteriormente para ser usadas como sonda en la 

diferenciación de huevos de Taen1a soliua y 7aenia saginata. 
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I. INTRODUCCION 

El impacto de las enfermedades parasitarias ~n el mundo 

es enorme. Aunque la distribución de algunas especies es 

cosmopolita, 109 protistas y helmintos parAsitos 

principalmente en las regiones tropicales. Aón 

prevalecen 

con 1 os 

avances del siglo XX, el diagnóstico de muchas de estas 

eniermedades es complejo y dificil, adem~s de que el 

tratamiento no es el adecuado <Warren y Schmid 1989). 

Los helmintos Taenia soliup y Taenia saginata pertenecen 

al phylum Platyhelmintes, a la clase Cestoda, al orden 

Cyclophyllidea y a la familia Taeniidae <Cheng, 1976>. 

En el estado adulto T. soliu• y T. saginata son gusanos 

de cuerpo aplanado y alargado con una longitud promedio de 2 

a 7 m, aunque T. soliun llega a medir hasta B m y T~ saginata 

hasta 12 m <Aluja y col. 1987). Su cuerpo estA dividido en 

tres regioness el escólex, la regia"l del cuello y el 

estróbilo constituido por un gr.::::n nt'.ime,.-o de segmentos· 

llamados progl6tidos <Cheng, 1976). El esc6le• mide entre 1 y 

2 mm, porta cuatro ventosas musculares como órganos de 

fijaci6n <Noble y Noble, 1976) que les permiten sobrevivir en 

la que podria. llamarse un medio ambiente hostil, en el cual 

los movimientos peristAlticos del 1ntestino y el pasa directo 

de la comida digerida, hacen un requisito indispensable el 

poseer una forma ef1ciente de anclaje <Smyth y McManus, 

1989). 
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El escólex de r. soliua, presenta un rostelo con doble 

hilera de ganchos, que pueden variar en númer·o de 22 a. '32, 

mientras que el de T. sag1na~a carece de ellos. El escólex se 

continúa con el cuello, que es la porción germinal que da 

origen a los proglótidos. Esta última región est~ formada por 

800-1000 progl6tidos en T. soliu• y hasta 2000 prcgl6tidcs en 

T. saglnata, cada uno de los cuales constituye una unidad de 

reproducción. Se pueden distinguir proglótidos inmaduros, que 

son los mAs cercanos al cuello y que no presentan órganos 

sexuales diferenciados, proglótidos maduros de la región 

media del gusano que exhiben órg~nos sexuales masculinos y 

femeninos y por ú:ltimo, proglótidos gr~vidos que Sólo 

muestran un ú:tero ramificado, lleno de huevos <Cheng, 1976 y 

Noble y Noble, 1976). 

Se ha encontrado en T. solium que cada proglótido grAvido 

contiene alrededor de 50000 huevos en di9t1ntos grados de 

madurez, alrededor de los cuales el 50% contiene embriones 

totalmente desarrollados <Aluja y col., 1987). En T. saginata 

se ha encontrado que cada proglótido contiene alrededor de 

80000 huevos de los cuales, al igual que en T .. soliua el 50'l. 

son maduros o viables <Hall y col., 1981>. 

El ciclo de vida de los c:éstodcs T. solJum y T. sa9inata 

incluye a: el QUsano adulto que parasita únicamente al hombre 

como hospedero definitivo, el cisticerco <metac:éstodo) de T. 

soliua que parasita al cerdo y al hombre y el de T. saginata 

que parasita a los bov1nas como hospederos intermediarios, y 
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por ólt1mo el huevo que se encuentra en el medio ambiente 

<Gemmell y col., 1983>. 

Estos gusanos de color blanco lechoso se localizan 

adheridos a la mucosa del intestino delgado por medio de sus 

ventosas y para el caso de T. soliu<t también por ganchos. Su 

alimento lo constituye el cont~nido intestinal del huésped. 

La captación y digestión del alimento se lleva a cabo en el 

sincicio celular del tegumento, a travós del cual se absorbe 

por difusión o transporte activo de molóculas org~nicos de 

bajo peso molecular y probablemente también por endocitosis 

<Noble y Noble, 19761. 

El huevo es la 6nica etapa del ciclo de vida que está 

expuesta al medio ambiente. Algunas adaptaciones morfológicas 

le permiten sobrevivir en un ambiente dificil y al mismo 

tiempo responder de una manera sensible a aquellos estimulas 

que hacen posible que se establezcan en el lugar y hu6sped 

adecuados <Laclette y col., 19821. 

Si bien la desecación y las altas tempQraturas son 

factores l i mi tantes para su sobrev1venc.ia, estudios 

realizados en Kenya han demostrado que los huevos de T. 

saginata pueden sobrevivir y permanecer viables por un ano 

al estar expue~tos a los cumbias climAticos en pastizales 

<Hall y col., 1981 y Pawlowsky, 19821. Se ha visto también 

que los huevos de T. sol iu11 pueden permanecer viables e 

infectantes 9n aguas negras, r!os, pastos, etc. por semanas o 

meses <Aluja y col., 19871. 
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Los huevos de tenia. miden de 30 a 40 nm de diAmetro y 

est~n const1 tui dos por una serie de cubiertas: 1 a c:á.psul a, 

que corresponde a 1 a capa ~s externa y que usualmente se 

pierd~ en las heces fecales; el embri6foro, formado por 

pequen:os bloques de queratina unidos entre si por- material 

cementaiite que da a Jos 

caracterlsticamente radiada, 

huevos 

finalmente 

su 

la 

apariencia 

membrana 

oncosferal que rodea directamente a la oncosfera o embrión 

hexacanto (Laclette y col~ 1 1982). La estructura de la 

oncosfera no varia entre una y otra especie y está. compuesta 

esencialmente por un epitelio que presenta extensiones hacia 

el citoplasma .• un complejo sistema de músculos que opera los 

tres pares de ganchos, un par de glándulas que le ayudan a 

penetrar dentro del hu~sped, células germinativas a partir de 

las cuales se desarrolla y un sistema nervioso primitivo 

<Smyth y 11cManus, 1989>. 

El cisticerco es una vesicula ovalada translócida llena 

de liquido que mide alrededor de 6 a 18 mm de longitud, can 

un pequetso esc:6le:< invilginado que en T. soliurt presenta un 

rostelo con doble co('ona de ganchos que en número varia de 22 

a 32, ademAs de cuatro ventosas. Estas últimas también se 

presentan en T. sagJnata, donde est~ ausente la doble corona 

de ganchos (Aluja y col., 1987>. En ambas especies el 

cist1cerco pierde los tres pares de ganchos que se observan 

en la etapa de huevo (Cheng, 1976). 

El hombre adquiere la ten1asis cuando come carne 



infectada de cerdo o de bovino mal cocida o cruda <Noble y 

Noble, 1976). ranto las enzimas intestinales como las sales 

biliares activan el escólex, que evag1na y poster1o~mente se 

fija a la pared intestinal. Alli crece y se d1ferenc1a hasta 

convertirse en una tenia adulta productora de progl6tidos 

gr~vidos. Los huevos son eliminados al exterior contenidos en 

los proglótidos que se desprenden del gusano adulto cuando 

estin grtvidos CAluj~ y col., 1987>. 

La cisticercosis se adquiere al ingerir alimentos o 

11quido5 contaminados con huevos. La dispersión de los huevos 

de tenia en el medio ambiente es facilitada por el viento, el 

agua y por el transporte pasivo en vertebra.dos e 

invertebrados. Una vez que el huevo es ingerido y alcan~a el 

tubo digestivo del huésped intermediario, las en:1mas 

proteoliticas y las sales biliares proporc1onan la senal para 

la activación de la oncosfera CAluja y col., 1qa7J. El 

proceso de activación se establece cuando la substancia 

cement~nte que une a los bloque5 del embrióforo es digerida 

por las enzimas del tracto intestinal y ocasiona la 

disgregación del embrióforo restableciendo de esta manera la 

comunicaci6n de la cncosfera con el medio exterior, 

recibiendo asi, se!'fales del mismo <Laclette y col., 1992• 

Pawlowsky, 1982>. 

Una vez activada~ la oncosfera penetra la pared 

intestinal del hu~ped hasta alcan:ar capilares linf~t1cos y 

sangulneos a través de los cuales puede ser transportada a 



una gran var·1edad de órganos y t~jidos. La oncosfera requiere 

de cuando menos 10 semanas para convertirse en un cisticerco 

<Alujaycol., 1987), 

La localización mAs común de los cisticercos en el ser 

humano e~ el sistema nervioso central, aunque también pueden 

hallarse en ojo y músculo esquelético. En cerdos se localizan 

principalmente en músculo esqu~lótico y sistema nervioso 

central <MalagC!>!i, 1989). La localización de los cisticercos 

en bovinos se da principalmente en músculo cardiaco y 

estriado <Hammerberg y col., 1978>; sin embargo, otros 

estudios han demostrado que se encuentran dispersos a través 

de la musculatura y pueden encontrarse en casi cualquier 

órgano <Gemmell y col., 19831. 

El ciclo se cierra cuando el ser humano ingiere la carne 

cruda o insuficientemente cocida proveniente del cerdo o 

bovino cisticercoso y desarrolla la tenia <Aluja y col., 

1987). 

La teniasis/cisticercosis prevalece en sitios donde 

existen malas condiciones de vivienda e higiene, fecalismo al 

aire libre y otras condiciones ambientales y socioeconómicas 

que favorecen la infección. La paras1tosis causada por T. 

scl.iua se locali=a princ1palmente en Africa, Asia y Amkica 

Latina, siendo Méo:dco y Br-asil los paises mas afectados del 

continente americano CSarti, 1989J. Como resultado de 

condiciones sanitarias y educacionales adecuadas, en Europa 

Occidental, Canadá, Estados Unidos y Japón. la infección 



humana por T. soliu~ y la cisticercosis en cerdos son casi 

ineHistentes y por lo tanto, la cisticercosis humana ha 

desaparecido prácticamente CSchenone y col., 1982 y Mahajan, 

1982). 

La r. saginata estA distríbuida por todo el mundo y su 

incidencia en muchos lugares es mayor que 1 a de T. sol .iu111 

sin embargo, su infección es particularmente importante en 

Africa y Am4rica Latina asi como en los paises del 

Medí terr.lnec <Gemmell y col., 19831 Mahajan, 1982, Pawl cwsky 

y Schultz, 1972>. 

La incidencia de teniasis ha sido reportada por varios 

autores. En 1947, Stoll estimó que en el mundo existen cerca 

de 39 millones de personas infectadas con r. saginata y 2.5 

millones con r. solium, pero hay una clara carencia de 

información acerca de la pravalencia de esta parasitosis 

<Mahajan, 19821. 

La incidencia de teniasis en la población de México se ha 

considerado que se encuentra entre el 0.1 al 1.0'l.. Sin 

embargo, en un grupo de 30 pacientes con cisticercosis ocular 

se encontró que dos de ellos eran portadores de T. soliu», lo 

que representa el 6.6~ del total de pacientes <CArdenas y 

col., 1989). En otro estudio de pacientes con cisticercosis 

comprobada se encontró que en el 20'l. de ellos habla 

antecedentes de teniasis CGonzAlez-Barranco, 1978>. Por otro 

lado en estudios realiza.dos también en Méx i ca se encentro que 

la presencia de T. solium ha variado del 0.5 al 6.0% durante 

7 



el último lustro CSarti, 1989>. 

La variabilidad encontrada en los datos sobre la 

prevalencia de teniasis se debe entre otras causas a que los 

métodos coproparasitoscópicos utilizados para diagnóstico no 

son muy sensibles ni espec!ficos, y a que el curso cllnico de 

la enfermedad es generalmente muy benigno y en ocasiones es 

asintomAtico pudiendo pasar desapercibida <Mahajan, 1982). 

Cuando se presentan s1ntomas éstos son: dolor abdominal, 

n.i,usea, debilidad, pét·dida de peso, incremento del apetito, 

dolor de cabe=a, constipación, diarrea y prurito anal 

<Gemmell y col.~ 1983 y Pawlowsky y Schultz, 1972). 

El diagnóstico se hace habitualmente por la observación 

de los proglótidos o de hueves en tamizados de heces csarti, 

1989). En ocasiones se utili=a un raspado perianal para 

remover los huevecillos de la. tenia <Hall y col., 1981>. Sin 

embargo, la detección de huevec1llos no permite un 

diagnóstico de especie para distinguir entre la infección por 

T, saginata o T. ~oliu~ <Aluja y col., 1987). 

El diagnóstico se dificulta cuando en el material 

disponible existen pocos proglót1dos en estado de 

preservación pobre. 

Es de gran importancia epidem1olGqica. y cl1n1ca 

distinguir los pacientes infectados con una u otra especie, 

dada la infectividad de los huevos de T. solium en el 

hombre. Las especies pueden ser diferenciadas con certe~a 

mediante la observación del escóle:: , en algunas ocasiones 
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por los proglóti dos desar-rol la dos preser-vados adecuadamente. 

Cuando se sospecha la presencia de estos parAsitos en el 

paciente y es tratado por ejemplo, con pra.ziquantel, los 

caracteres mor-fol6gicos tales como la estructura del ovario y 

el número de ramas uterinas es poco probable que puedan ser­

reconocidos <Proctor, 1q7z).. El escolex es dificil de 

encontrar desputrs del tratamiento con drogas tenic1das 

modernas, ya que 6stas causan la desintegración de la pared 

pro•imal del estróbilo IGemmell y col., 19831. 

En el ca~o de r. sag1nata los proglótidos pueden ser 

expulsados en las heces o pueden salir del hospedero sin que 

haya defecación, ya que presentan movimiento y pueden migrar 

tGemmell y col., 1983>. Generalmente, la e~:pulsi6n va 

acampanada por una sensación ccracter1stica de movim1cnto 

crepitatcric en el recto y en la última parte d~ la región 

anal. (Sterba y Dyl,ova, 1979>. En la infección por T. s:oliur1, 

los proglótidos grividos se desprenden espontAneamentc del 

gusano adulto y i:.on evacuados hacia el exterior en las hece5 

fecales del huésped IAluja y col., 19871, siendo la descarga 

siempre pasiva ya que los pragl6tidos no presentan movimiento 

<Gemmel l y col., 19831. 

Se pueden establecerse las diferencias entre esp~cies 

mediante estudios biaqu1m1cos. Por ejempla, la electroforesis 

de prote1nas de cn=1m~s del par Asi to, permite el 

~econocim1ento de patrones electroforht1cos car~cteristicos 

de cada especie. Bandas diferenteg de prote1nas especificas 



han sido 1denlif1cadas en electroforesis de geles de 

poliacrilamida en extractos de e:.tr6b1lo de / - sol1u:i y 7, 

sag1nata. Esta técnica no es pr~ctica como método de 

diagnóstico rutinario debido a que el material del parásito 

debe ser procesado inmediatamente o sometido a temperaturas 

de congelación hasta su uso y a que los modelos 

electroforéticos son difíciles de interpretar lGenimell y 

c:ol., 1983 y Ri sh1 y McManus, 1987). 

En el su~ro de personas portadoras de la tenia adulta se 

ha encentrado un incrementa significativo en los niveles de 

lgG e IgA que retornan a valores normales cuando la tenia es 

eliminada. Sin embargo, hasta la fecha no se ha podido 

asociar ningún anticuerpo especifico con el incremento de 109 

niveles de 1nmunoglobulinas. Actualmente, las pruebas 

ihmunclógicas tienen poco que ofrecer en el diagnóstico de la 

teniasis humana <Gemmell y col.~ 1983>. 

Los métodos de diagnóstico por 1o general emplean 

macromolácula'S del par.A.sito o del hospedero que se encuentran 

sujetas a variaciones que pueden ser debidas a cambios en el 

medio ambiente, a diferencias entre un individuo y otro y la 

etapa del ciclo de vida del par~sita. En cambie, el Acido 

desoxirribcnucl~ica <DNA> de un organismo no varia durante 

todo su ciclo de vida. La secuencia de UNA en la et~pa de 

huevo es la misma que la de la larva y adulto de la misma 

especie <Barker, 1989>. Por lo tanto, el uso de sondas de DNA 

con fines diagnósticos, resuelve problemas asociados con la 

10 



etapa de ciclo de vida o variaciones cau5adas par el medio 

ambiente. Se tiene la ventaja adicional de qlle un extracto de 

DNA gen6mico es qu1micamente estable y puede ser almacenado 

por largos periodos de tiempo (Hurray y col., 1988). 

El conocimiento actual de los .1cidos nuclé1cos en 

c&stodos es muy limitado cuando $e compara con el de otros 

organismos. Sin embargo, los recientes avances en biologla 

molecular est~n proporcionando métodos altamente espec1f icos 

que permiten identificar c~stodos y estudiar sus relaciones 

fi logenétic:as <Smyth y Mc:ManuSl, 1989). 

Existen dos tipos de ácidos nucl éicos, el Ac:ido 

ribonucleico <RNA> y el Acido desoxirrlbonucleico <DNA>. 

Estos ácidos estin constituidos por cuatro banc5: la adenina 

y la guanina <purinas> y la citosina y t1m1na <pirim1dinas), 

6sta óltima es reemplazada en el RNA por uracilo <Freeland, 

1981), La unidad de azúc:ar del ONA c:arec:e de un Atomo de 

oxigeno por lo que se le denomina deso~1rribosa, mientras que 

la unidad de azóc:ar del RNA es la ribosa <Sornberg, 1978). 

Cada molécula de DNA contiene dos cadenas complementarias de 

desoxirribonucle6tidos mientras que la de RNA suele tener una 

sola cadena compuesto. de una secuencia linear de 

ribonuc:le6tidos <Smyth y Mc:Manus, 1989). 

Una de las caracteristicas mAs notables de la hélice de 

ONA y que adem1s es crucial para sus funciones durante la 

replicac16n y transcripción, es la facilidad con que sus 

cadenas componentes pueden separarse y volver u Juntarse. La 
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doble cadena del DNA se separa cuando se rompen los enlaces 

de hidrógeno existentes entre las bases. Esta caracterlstica 

de la estructura secundaria puede llevarse a cabo en solución 

aumentando la temperatura o bien~ por titulación con ácidos 

o ~lcalis. La desnaturalización es reversible incluso despuós 

de que las dos cadenas han sido totalmente separadas. Cuando 

se incuban cadenas complementarias a 25 9 C por debajo de la 

temperatura de desnaturalizacil-<1, empiezan a reasociarse y 

llega un momento en que se vuelve a formar la doble hélice 

original <Sornberg, 1978>. 

El DNA eucarionte puede ser dividida en tres clases de 

secuencias: únicas, que sa encuentran una o muy pocas veces 

repetidas en el genoma haploide¡ las moderadamente repetidas. 

de las que se encuentran hasta 10
5 

copias por genoma haploida 

y las altamente repetidas can 10d o ~s copias por genoma 

haploide <Robertis y col., 1977). 

Se sabe que la presencia de secuencias repetidas en el 

DNA es una caracterist1ca constante de todas las células 

eucariontes. Esto se demostró utilizando las propiedades de 

reconocerse y reasoc1 ar se que poseen dos cadeno.s de DNA 

complementarias cuando est~n separadas, las técnicas de 

desnaturalización y renaturalizac16n se bas~n esencialmente 

en el hecho de que la reasociación de la.s cadenas de DMA es 

mli.s r~pida entre mayor :iea el número oe ~ec:',..:2nc1as repetidas 

en s~:-: .•J!ói::Ltlas (Robe1-t1s y col,J 1977 y Oarnell y col., 
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1986). 

cuando se anali:a de esta forma el DNA de un mamlfero, se 

observa que apr"'ox i madamente el 10i'. de las cadenas de DNA se 

reagrupan tan lentamente como cabria esperar de un gran grupo 

de secuencias únicas, necesitándose dias para que se complete 

el proceso. El DNA restanta se une con mayor 1apidez debido a 

que contiene secuencias que est~n repetidas en el genoma y 

por ello colisionan con una pareja complementa.ria 

relativamente pronto. Del 30% de DNA restante, el 20% 

representa a las secuenciau modeíadamente repetidas. El 10% 

restante corresponde a las secuencias llamadas altamente 

repetida!! <Alberts y col., 1983). 

Se sabe que los helmintos par~s1tos tienen genomas 

moderadamente largos cuyo tama~o se estima entre 8x107 pb y 

2.7x10P pb, que contienen secuencias altamente repetidas. 

moderadamente repetidas y únicas <Barker, 1989). Una gran 

parte del DNA se ha agrupado en familias de secuencias 

repetidas en las que la similitud puede ser atribuida a un 

origen común (8ritten y Kohne, 1968). 

En general, las secuencias únicas contienen,, aunque no 

exclusivamente, genes qua codifican proteínas (Alberts y 

col., 1983). 

Las secuencias moderadamente repet\das comprenden genes 

que codifican para RNA ribosomal, RNA de transferencia, 

histonas, act.ína, (?-globína e inmunoglobulinas, pero la mayor 

13 



parte de é-stas están const1tu1da5 de secuencias cuya función 

es desconocida CLewin, 1982>. Los gene?s ribosomales se 

encuentran muy canser·vados entre las especies debida a que la 

estructura del F<NA ha sido seleccionada de tal manera que 

algón cambio en la misma no es fAcilmente tolerado por el 

aparato de s1ntes1s proteica <Alberts y col., 1983). 

El hecho de que el RNA esté relativamente bien conservado 

a travós de la evaluc16:1 ha sido puesto en duda ya. que en 

estudios r-ecientes el mapeo por e;1z1mas de restricción de 

estos genes ha revelado heterogeneidad en la estructura de 

las diferentes especies. Estas diferencias observadas se 

atribuyeron a las regiones cspBc1ador~s no transcritas y se 

asumió que las regiones codificantes eran homogeneas ~in 

embargo esto se h~ descartado para algunas especies. 

En Xe11opus lae~1 is se ha. encontrado heterogeneidad en los 

tres espaciadores ·transcritos de genes r1bosornales. Esta 

heterogeneidad incluyó cambios tm las bases y variantes en la 

longitud. Los sitios de variación encontrados fueron amplios 

y no estuvieron distribuidos uniformemente <Ste~<lart y col., 

1983). 

En estudios con Drosophila ~ela~ogaster al gen que 

codifica para el RNA ribosomal 185 en el organizador 

nucleolar dQl cromosoma X presenta diferencias con respecto 

al mismo gen en el organi;:ador nucleola.r del cromosoma Y. 

Aunque el presente estudio solo reveló un cambio de base en 

el gen que codifica para el RNA 185 podrian e:ost1r otr-as 
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diferencias entre los organi;:: adores nucleolareo;. que 

fueron detectadas por la técnica <Yagura y col., 1979). 

Por otro lado, regiones no transcritas de genes 

ribosomales se h~n utili=ado como sondas para d1agn6stic:o 

como es el caso de Schistoso~u haenatobiun en el que se 

utilizan estas secuenc1as como sondas pard diferenci~r dicha 

especie de otras del mismo género, demostrando que entre 

individuos de la misma especie no existe gran heterogeneidad. 

Las secuencias altamente repetidas son generalmente 

componentes estructurales del genoma y la mayor- parte 5C 

localiza en posiciones centroméricai5 y teloméric:as. El DNA 

altamente repetido se denomina tambiMl DNA satélite porque 

con frecuencia puede segregarse del DNA restante por 

centrifugación en cloruro de cesio <Robertis y col., 1977 y 

Darnel 1 y col., 1986). 

Se ha encontrado que la mayor parte de DNA satélite no es 

transcrito a RNA <Lewin. 1982>. Sin embargo, en oxpe~imentom 

realizados con el DNA de ratón, se encentró que secuencias 

altamente repetidas son activamente transcritas pero ne se 

definió en este estudio la función de tales transcritos 

<Never-Nitsche y col, 1988), 

Se han sugerido diferentes funciones para el DNA repetido 

<moderada y altamente repetido> como el estar involucrado en 

el apareamiento de cromosomast el control de la expresión 

génica, en el procesamiento de los precursores del RNA 
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mensajero')' en alguna partic1pa.c16n durante la. repl1caci6n 

del DNA <Lewin, 1982>. 

Et!perimantos real i::ados con secuencias repetidas en el 

DNA de Plasmodiu'!! ber9h~l. indican que ciertas vcariaciones en 

la organización del genoma inducen la amplificación de 

algunas porciones de éste, asociadas con la producción do 

gametocitos viables. Estd amplificación del ONA s~ ha 

observado cuando la infectiv1dad es alta, ya que la cantidad 

de secuencias repetidas extraídas del ONA total en una 

paolac:16n de eritrocitos infec:tados es del 16 al 1Bi~~ Cuando 

la 1nfeclividad es ba;u, preparaciones similares de la misma 

cepa contief1en únicamente del 3 al 5'1.. de DNA repetido (l)orc, 

y col., 1983>. 

Las secuencias moderada y altamente repetidas son ótilas 

para estudi'os de ta~:ononú. a. tHurray y col., 1988~, ya que se 

ha visto que e:{ i ste una c:l ara di fer-enci a entre secuenci rlS de 

DNA satélite entre especies diferentE?s sin importar que tan 

cercanas están filogenátic:amcnta entre sl (La .. 1in, 1982). Ello 

se debe a que dichas secuenc1a5 pueden aceptar mutacionus a 

una tasa relativamente alta <Meredith y col., 1989). El DNA 

que no codif1ca puede evolucionar rápidamente y mostrar 

d1ferenc1as ~ntrc especies sin ser afectadas. Como ejemplos 

podemos citar ¿,, los lntrones, a los pseudogenes y DNA no 

conservado <Bar her, 1989). El 1 o ha permitido qua 

secuencias altamente repetidas sean usadas ex1tosament~ como 

sondas especie-e~pec!ficas en el diagnóstico de mucha5 
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parasitosis <Mered1th y col., 1989). 

La introducc16n de la tecnolog!a del UNA recomb1nante ha 

tenido un dobl" l mpac:to. Primero, permite a los 

investigadores preparar grandes cantidades de fragmentos de 

UNA especifico que pueden ser empleados como sondas para el 

estudio de e5as secuencias genQticas especificas; en segundo 

lugar, la tecnologia de las sondas y la hibridación ha 

llegado a ser el punto central para la identificación y 

caracterización de las fragmentos de DNA clonados {Kinsbury, 

1987>. La importancia de la hibridación de Acidos nucléicos 

como herramienta para la detección e identificación de 

organismos 1nfectivos, fu6 demostrada por primera vez a 

principios de la d'9cada de los 70's en el estudio de cultiva 

de células transformadas en tumores por ·1irus (Kingsbury, 

1987). 

Se han reportado ensayos de hibridación para la detección 

de ONA de Pias~odiUD falc1paru~ en la sangre de pacientes 

infectados con dicho par~sito, usando como sonda una 

secuencia repetida de DNA del mismo <Fr~zel y col., 1984). 

También han sido reportados experimentos de clonación y 

caracterización de una secuencia de DNA altamente repetida 

presente en el genoma de Onchocerca ar~illata, que no 

presenta h1br1dac16n cruzada signif1cat1va con el DNA 

genómico de otra~ e~pecies del mismo gónero. tales como: O. 

~·ol~1ulus, O. gutturosa, O~ or:hengi, O. g1bson1 y O. Iienalis 

<Murray y col., 19891. 
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En contraste con esta informac16n, se ha encontrado que 

en los cetAceos existen secuencias altamente repetídas que 

son compart1d¿<s por a1ferentes famil1as y aún por grupor. con 

poca relac16n, tales como los odontocetos y misticetos, por 

lo que estas secuencias han sido de gr·an utilidad para 

proporcionar respuestas a preguntas de filogenia en mam1feros 

marinos debido a la evolución lenta que han tenido (Át'""nason, 

1982>. La similitud encontrada en el Dt-JA de 1 os cetá.ceos no 

coincide con lo encontrado para otras especies entre las que 

las secuencias altamente repetidas presentan una 

diferencia <Arnason y col., 1984). 

clara 

Con la finalidad de establecer un método diagnóstico 

altamente especifico y sensible en teniasis humana se 

estandariz6 la hibr1dac1ón de sondas de DNA total a 

huevecillas de T. saginata y T. pisci~ormis con excelentes 

resultados <Flisser y col. 1988). 

Posteriormente, cuando se fijaron huevecillos de T. 

soliu• y T. saginata en diferentes cantidades Cdesde 1 hasta 

500) a una membrana de nitrocelulosa y s~ hibridaron con DNA 

total de ambas especies, se obtuve una mayor marca P.n la 

hibridación de UNA de T. solium contra huevec1llos de T. 

saginata que contra huevecillos de la misma especie (Fig. l>. 

De ello se dedujo que los resultados obtenidos probablemente 

se deblan a que T • .soliui; y T. ~agirid.ta comparten secuencias 

repetidas que son mas abundante~ en 7. saginata, habiendo por 

la tanto un mayor cantidad de estas secuencias en un 
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huevecillo de T. sag1nata que en uno de T. soJ1um. En base en 

estos resultados y cons1derando qLle <.:e trata de especies muy 

cercanas se podria explicar porqu~ se obtuvo und muyor 

hibridación entre los DNA heterólogos que entre los 

hom6logos. Sin embargo, hay que tomar en consideración que 

los huevos de T. :sa9ir1ata se mantuvieron en congelación hasta 

su uso, 

alc:ohol 

mientras que los de T. 

al 70%, lo que pudo 

resultados. 

S'O i lUll 

haber 

se mantuvieron en 

influido en los 

Por otra parte, cuando se hibrida DNA total de T. soliun 

a ONA total de T. saginata y de T. soliua se observa una 

marca de hibridación muy semejante entre el ONA de la misma 

especie que con el heter6logo. Sin embargo, cuando se usa 

como sonda el DNA genómico total de T. sagi~ata y se hibrida 

con DNA gen6mico total de r. solium y T. sa.ginata, se observa 

una marca de hibridación mucho mayor con al ONA de T. 

saginata que con el der .. sol.iUR <Fig. U. E::stos resultados 

concuerdan con los anteriores y con la suposición de que 

ambas especies comparten ciertas secuencias repetidas que 

estA.n en rnayor nOmero en el DNA de T. Jaginata que nn el 

genoma de T .. soliu~, dando como re5ultado que se unan m~s 

mol6c:ulas de DNA de T. soltum al DNA de T. sagtnata que 

viceversa <Flisser, comunicación personal>". 
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Fi.g. 1. la¡¡ columna.a 1. a y ~ proaanlo..n huGrvog do 7. so 11 un 
y la.a columna.a :r. 4. y e: huavoa do T. sa9J nuta, la rilo. A 
conllen• !!100 huovoa; la fi.la B, 100; la f\.la c. 50; ln ti.la 
D, .to y la F. t. LdJli alicuolQ.Q d..41 huovoa fueron hervido.a a 
oo•a dura.nl• rs mi.n, coloco.doo i.n'm"'J.i.a.LQ.rnenl• doafA1éa ah hlolo 
y fljadoa la NNC por al método dal ~dot blol". Tamblén 
ILJ6 a La NNC DNA genóm\.co lola.l dol guaano a.dullo da T. 
SO l i UJJ fcolumrra.a 1 y ?J>. de. ciatlcercoa do · 'T. so 1 Z un 'c:ol1Jmna 
9> y dol guaano a.dulto d,.r,. T. saginata. 10 r'iJ para. la tLLa. o y 
l ng po.ra la. H. Lo.c aonda.a ullli:zado.A paro. M.brldo.r fUQron 
treu: 1 µg do DHA dol guoano o.dullo da (. SO 1 J Ull para tao 
columncua .t y z. 1 µg do DNA dQ ctsalicorcOfil do T. :;o 11 WJ para. 
la.a colurnno.a B y 4 y µg dg DN'A del guoo.no adullo da. T. 
sagindta p'1l'a lo.a columno.2 !'J y ~ lo.a si.onda• fueron rnaJ"eGda.sa 
con p por ol método do ~ni.el:: lran11La.Lion~. 
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II, OBJETIVOS 

1. OBJETIVO GENERAL 

El presente trabajo forma parte de un proyecto cuya 

finalidad es desarrollar un método diagnóstico que permita 

diferenciar los hu~vos de T .. soliu11 de los de T. sag.inata .. 

2. OBJETIVOS PARTICULARES 

2.1 Demostrar la presencia de secuencias repetidas en 

el DNA de T. soliu• y 7. sagz~ata. 

2.2 Determinar Sl las secuencias repetidas 

corresponden a genes ribosomales. 
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III. MATERIAL Y METODOS 

l. EXTRACCION DEL DNA 

Se obtuvieron 100 cisticercos de T. soJ1um de músculo de 

cerdo infectado que inmediatamente se colocaron en alcohol al 

70Y. a 4•C donde se mantuvieron hasta su uso. 

La técnica de extracción del DNA es una mod1ficaci6n de 

la descrita por Haniatis y col., <1982>. Los cisticercos se 

colocaron en un mortero que contenta nitrógeno liquido y se 

homogenizaron. El homogenado fu• resuspendido en o. 3 ml de 

sulfato dodec:il de sodio CSDS> al 10'1. y 2. 7 mi de lE que est.t. 

compuesto por tris Chidroximetil > aminometano <Tris) (Sigma 

Chemic:al Company> y ácido etilendiaminotetrac:ótic:o CEDTA) 

(Sigma). Posteriormente se agregaron 120 µl de proteinasa K 

<Sigma> a una concentración de 20 mg/ml y 5e incubó h a 

37•C con agitación constante. Al término de la incubación se 

realizaron dos extracciones can fenal, una c:on f"nol 

cloroformo y otra con cloroformo. En cada extracción se 

agregó un volumen del solvente respectiva mezclando 

suavemente 5 min y centrifugando a 4080 G durante 5 min, en 

cada extracción se recuperó siempre la fage acuosa. 

El RNA presente en la muestra fué degradado agregando 

6µ1 de ribonuc:leasa <RNAsa) de páncreas de bovino tipo XII A 

Nolel! lG prep(lJ"o.ciÓf\ @ lodo.a \a.o aoludonoa omp\oadaa º" 
ealci lo11L• ao d.acrlb• en la uo-eción do O.IMucoa. 
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<lmg/ml> lS1gma) y se incubó a 37•C por 1 h. Finalizada la 

incubación se rea11::ó una e:-:tracc1ón con fenot-clorofol'"'mo, 

una con cloroformo y dos con éter. 

El i)NA tué prec1ptt~dn con 2.5 vol. de etanol y 1/10 del 

volumen total de acetato de sodio 3M, colocándolo a -?O•C 

durante 1 h y centrifugando a 1¿000 G durante 20 min a 4•C. 

El ONA precipitado fué lavado das veces con etanol al 70X 

y centrifugado nuevamente a 12000 G durante 10 min. 

Finalmente el DNA precipitado y secado fué resuspendido en 

agua bidestilada estéril y guardado a 4•C. 

El DNA de T~ saginata fué obtenido con la misma técnica 

pero a partir del gusano adulto. La tenia fu6 lavada tres 

veces en solución TE y antibióticos <penicilina y 

estreptomicina 250 µg/ml> y posteriormente congelada a -70•C 

hasta su uso. 

2. CUANT!FICACION y llETERH!NACION ESPECTROf-0 raMETR!CA DE LA 

PUREZA DEL ONA. 

Para determinar la cantidad de DNA obtenido de la 

e~<tra.cci6n, se midió la densidad óptica de la solución de DNA 

haciendo una d1luc16n de 1:200 de la misma y leyendo en un 

espec.trofot6met.ro a una longitud de onda de 260 nm (1 U.O. a 

260 nm = 50 ¡.ig/mlJ. La pureza fuh determinada leyendo adem~s 

a 280 nm y calculando el cociente de 2601280 <Maniatis y 

col., 1qe2). 
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3. DETERMHIAC!LJN SEMICUANl 1 TA l"lVA lJEL DNA E,N GELES !JE AGAROSA. 

Se llevó a cabo una electroforesis en agarosa (810-Rad> 

de varias diluciones del DNA obtenido y de un marcador· de 

peso molecular <DNA del fago>-- Hind lill <cuadro 11 y se 

determinaron de manera apro~imada tanto la cantidad de DNA 

obtenido as1 como su grado de fragmentación. 

CUADRO I. VALORES DE REFERENCIA DE UNA 
MUESfRA DE 200 NG DE DNA DEL 

FAGO >.. DIGERIDO CON Hind III. 

BANDA N• 

• 
~ 

" 7 

• 

J"A.00 >... (pb> 

4.GdZ? pb 

23130 
9416 
6682 
4361 
2322 
2027 

564 
125 

4. PREPARACIUN DE GELES DE AGAROSA. 

CANTIDAD <ng) 

:oo"ll 

95.1 
38./ 
27.4 
17.9 
9.5 
8.3 
2.3 
0.5 

La preparación de geles de agarosa =~ ll~v6 a cabo 

sigui en do 1 a técnica descrita por Mani ati s y col. < 1982). 

A o.e g de agarosa estandar de bajo peso molecula!'" 

<Bio-Rad>, se agregaron 10 ml de solución de Tris-borato-EDTA 

<TBE> lOX y 90 mi de agua destilada. La agarosa se disolvió 

en un horno de microondas y se agregaron 2 µl de una solución 

de bromuro de etidio ~ una concentrac16n de 10 mg1ml. La 

agarosa se vertió en la cámara de electroforesis y se dejó 

solidificar; posteriormente se agregó de amortiguador 

24 



para elec:troforesis- CTBE IX c:on --0.5_- -µg/ml ---de - brómuro de_ 

etidio> y se esperó unos minutos antes '~e Quitar' el peine. 

5. OIGESTION DE DNA. 

El ONA de T. soJ1ua y de 7. saginata fu6 d1ger1do con 

siete diferentes en.: i mas llamadas endonucleasas de 

restricción: Bam HI, Eco RI, Hind III, Xba I, Xho I, Hae 111 

e Hinf <Bethesda Research Laboratories, 8RLl, Las 

condiciones empleadas para las digestiones con las enzimas 

corresponden a las especificadas por la casa comercial. La 

concentración de enzima utilizada correspondió a una unidad 

por µg de DNA digerido. En el cuadro II se muestr~n los 

amortigL1adores usados, la temperatura de reacción y la 

sectienci.J que reconoce cada em:ima. En el cuadro 111 se 

muestra la compos1c16n de los diferentes amortiguadores 

empleados para las enzimas. 

CUAllRO 11. ENZIMAS UE RESTRICC!ON 

TDIPERATURA DE SECUENCIA QUI: 

ICNZDIA A.MORTlOUADOR INCUBlt.CIOtf RECONOCE 

Bam HI 3 37°c G-GATCC 
Ec:o RI 3 31ºc G-AATTC 
Hae I I 1 2 37ªC-70•C C;G-CC 
Hinc Il 4 37°c GIPy-PuAC 
Hind ¡¡¡ 2 .37°c-55°c A-AGCTT 
Hinf ¡ 2 37°c G-ANTC 
Sau 3A 2 37°c -GATC 
Xba I 2 37°c T-CTAGA 
Xho 2 37°c C-TCGAG 
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CUADRO !!!. SOLUCIONES AMORTIGUADORAS USADAS CON 
LHS ENZIMAS UE RES rR l ce ION 

&:OLUClON 

AMORTIGUADORA NoCl Tri.51-Cl Mgcl Dlllol.rullol 

1 50mM IOmM lmM 
2 SOmM 50mM LOmM lmM 
3 LOOmM 50mM LOmM lmM 

En 7 tubos Eppendorf se agregaron ~00 ng de ONA de T. 

so Jiu~ y en otros 7, 200 ng de DNA de 1. saginata. El DNA de 

los tubos y B fué digerido con la enzima Bam HI, el de los 

tubos 2 y 9 fuá digerido con Eco RI, los tubos 3 y 10 con 

Hind III, los 4 y 11 con Xba I, los tubos 5 y 12 con Xho 1, 

Los tubos 6 y 13 con Hae III y Jos tubos 7 y 14 con Hinf l. 

A cada tubo se agregaron los reactivos en el siguiente orden: 

el DNA a digerir, la solución amortiguadora de la enzima 

(1/10 del volumen total de la reacción>, agua destilada <para 

completar 200 µJ) y por Oltimo Ja enzima (1 U/µ.;¡1. 

Los tubos se incubaron durante 6 h a 37•C. Para comprobar 

si el DNA estaba bien digerido, de cada tubo se tomaron 10 µJ 

y se 1 es agregaron 2 µl de '-'"ª sol uc:ión de azul de bromof enol 

6X y se llevó a cabo una electroforesis en un gel de agarosa 

o.ar.. 

El DNA digerido fu6 precipitado y resuspendido en 10 µl 

de TE y 2 µl de azul de bromofenoJ 6~ y se llevó ~abo la 

electroforesis del mismo en un gel de agarosa O.BY. a 90 v. 

El gel fué observado en un transiluminador de luz uv y 

fotografiado. 
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6. MARCAJE RADIACTIVO OE llNA llE GENES RIBOSOMALES POR EL 

METODO DE NICK TRANSLATION 

Se tomaron 250 ng <10 µll de la clona pRTCB1 que contiene 

a los genes ribosomales 82, 96 y parte del 245 de Trypano:sona 

cruzi <Fig. 2>. Se agregaron 5 µI de la solución 

amortiguadora 10X para 11 nick translation'' CBRL>, µI de dCTP 

1 mM, 1 µI de dGTP 1 mM, 1 µl de dTlP 1 nM y 33 µI de agua 

destilada. Todo ello se mezcló suavemente agregá.ndose 

po~ter1ormente 1 µl de DNAasa <BRL> (manteniendo siempre la 

enzima en hielol a una concentración de 10 ng/µl y se dejó 

incubando dLtrante .30 seg a 37°C. Después se agregó µl de 

ONA pol1merasa I \BRL> a una concentración de 5 µg/µl y 2 µ1 

de a dATPD2 (3000 C1/mmol, Oupont> incubándose durante 90 min 

a t6oC <Maniatis y col., 1982>. Los isótopos radiactivos se 

manejaron con mucho cuidado usando doble guante, bata y 

pantalla de acrilico como protección, teniendo siempre a la 

mano el contador Geiger para revisar los instrumentos o 

lugares que pudieran tlaber sido contaminados por ellos. 

Al término de la incubación se realizaron tres 

extracciones~ una con fenal y dos con éter. La mezcla se 

guardó a -20•C en un vial de plomo durante una noche. 

Para separar el DNA marcado de los nucleótidos no 

incorporados, se preparó una columna d!? Sephade:{ G-50 

<Bio-Rad> en una pipeta estéril de 5 ml para pasar por ella 
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la mezcla radi act1 va. La coluinna fuéo lavada con 5 ml de TE 

despu~s de los cuales se fué agregdndo el UNA m~rcado. Una 

vez que óste entró en la columna, se continuó ~gregando 

lentamente la solución 'TE para evitar la dilución del DNA. En 

cuanto se agregó la mezcla radiactiva se recolectaron 6 gotas 

por tubo en un total de 20 tubos. 

En frascos numerados del 1 al 20 se agregaron 5 ml de 

liquido de centelleo y µl de la Fracción previamente 

recolectada en cada uno de los tubos. Los frascos fueron 

leidos en el contador de liquido de centelleo para 

cuantificar el nivel de marcaje del DNA. 

Los tubos quE contcn1an la fracc1ón del DNA marcado se 

juntar·on en una sola fracción y antes de ser agregada a la 

solución de h1br1daci6n tpreviamente calentada a 68•C> fué 

hervida dur~nte 10 min para separar la doble cadena de UNA. 

Las clonas pRTC20 y pRTC42 <Fig. 2l también fueron 

utilizadas para hibridar al DNA de T. solium y de T. 

saginata. Para ello se digeririeron 2 µg de la clona pRTC20 

con la enzima Hinc: I I y :! µg de la clona pRTC42 con Sau 3A, 

con el objeto de separar el gen ribosomal del plAsmido 

CpUCIBl en el que estaba insertado. Al digerir el pRTC20 con 

Hinc 11 se obtuvo un fragmento del gen ribosomal de 

aproximadamente 1440 pb que fué seleccionado para ser usado 

como sonda, otro de alrededor de 3800 pb que conten1a el 

vec:tor y las e::tremos 3' y s~ del gen ribosoma.l, as1 como 
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otros fragmentos mis peque~os de 960 y 800 pb. Por otro lado, 

al digerir la clona pRTC42 con la en=ima Sau 3A se obtuvo un 

fragmento de aproximadamente 1667 pb que fu~ usado como sonda 

el cual contenia una gran parte del gen ribosomal 246 y otros 

fragmentos mAs pequen:os de 1070, 945, 792, 725 pb. La 

digestión se llev6 a cabo durante 3 horas siguiendo las 

condiciones ya descritas en la digestión del DNA. 

Se realizaron tres extracciones, una con fenal y dos con 

eter. 

El DNA fu6 precipitada y una vez seco fuó resuspend1do en 

15 µ1 de TE. Finalmente, se llevó a cabo una electroforesis 

de las digestiones en un gel de paliacrilamida_ 

7. ELECTROFORESIS DE !JNA EN GELES DE POL!ACR!LAM!DA AL 5'Y. 

Se prepararon 58 ml de una solución de acrilamida al 28/. 

y bisacrilamida al 0.6'l., a la que se le agregaron 8 ml de TBE 

10X y 580 µl de persulfato de amonio (Bio-Rad> d una 

concentración de 100 mg/ml. Todo ello se mezcló y se 

degasific6 al vac!o luego de lo cual se agregaron 58 µl de 

tetrametiletilendiamino <lemed Bio-Rad), mezclAndose 

suavemente para evit~r que ~ntr~r~ ~ire ~n l~ mezcla y 

virtiéndose inmediatamente en la. c~ara de electroforesis, la 

cual fué construida con dos vidrios y tres separadores <Fig 

3). Una vez vertida la mezcla de poliacrilamida se colocó el 

peine y se dejó pol1mer1zar despu~s de lo cual el peine fué 
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Vidrios 

Fig. 3. Camara para electroforesis de geles de poliacrilamida 



retirado del gel y 5e agregó la solución amortiguadora de 

electroforesis < TBE 1 X> e Han i at is y col~~ 1982). 

El DNA digerido de las clonas pRTC2ú y pRIC42 a~1 como 

200 ng de ONA del fago X digerido con H1nd lII <como control 

de peso molecularJ fueron depositados en los pocitos del gel 

y sometidos a electroforesis durante 10 h a 120 V. Al término 

de 1 a misma el gel flló colocado con O. 5 µglml de bromuro de 

etidio en TBE IX dur·ante 45 m1n y se observó en el 

transi luminador de luz UV. 

8. AISLAMIENTO DE 

POLI ACR l LAMIDA 

FRAGMENTOS DE DNA DE GELES DE 

Una vez localizadas en el gel, las bandas de DNA 

seleccionadas fueron cortadas con una navaja i:st& i 1 y 

colocadas en una caja de Petri, en donde se cortaran en 

fragmentos muy finas. Estos fueron transferidos a tubos 

Eppendorf. A cada tubo se le agregó amortiguador de eluci6n 

1:1 y se taparon incub~ndose a 37•C durante toda lü nacha. 

Los tubos fueron centrifugados a 12000 G duront.e 10 min, se 

guardó el sobrenadante y al precipitado se le agn?g6 medio 

volumen adicional de amortiguador de eluci6n para ser 

nuevamente centrifugado. Se recuperó el sobrenadante y se 

juntó con el primero. 

Para eliminar cualquier fragmento de poliacrilam1da del 

DNA, éste fué pasado a través de una columna de fibra de 
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vidrio que se montó en una pipeta estéril de 5 mi, en ~uya 

punta fué colocada la fibra. 

El DNA fu6 precipítado y una vez seco se resuspendió en 

10 µl de TE y se proced16 a marcarlo radiactívamente por el 

método de 11 nick translation•• ya descrito arriba. 

9. TRANSFERENC l A DE DNA A MEMBRANA DE N ll RDCELULOSA POR EL 

MEfOOD DE SOUTHERN 

Se d1g1r16 1 µg de DNA tanto de T. solium como de T. 

:rag1r1ata con las s1gu1entes en:1mas: Ham HI~ H1nd 111, Xba I, 

Hae III e H1nf r en las mismas cand1c1ones que si: mencionan 

en la sección de digestión del DtJA. Se llevó a cabo una 

electroforesis del DNA digerido en un gel de agarosa O.BY. 

junto con 1.tn marcador de peso molecular <DNA A Hind 111). 

El gel fué fotografiado y colocado en una solución 

desnaturalizante durante 1 h en agitación constante y 1 h en 

una solución neutralizante en agitación. 

La membrana de nitrocelulosa CSchleider and Schuell) fu& 

cortada con una navaja estéril al igual que dos hojas de 

papel Whatman 3MM del mismo tamai"fo del gel y otras dos tiras 

de papel Whatman mAs anchas que el gel. 1anto la membrana 

como el papel fueron posteriormente humedecidos en solución 

ssc 2x. 

La cámara en la cuul se llevó a cabo la transforencia fu~ 

llenada con solución SSC lOX y se coloc6 en su interior un 
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soporte oe plástico del ancho del gel. Las do~ tiras del 

papel Whatman se pusieran sobre el soporto seguidas por el 

gel que fué colocddo en ser1lida invorso al que se llevó a 

cabo la electrofor·esis. El papel de n1troc:elulosa fuó 

colocado sobra el gel y se cortó la esquina dcrecl1a para 

reconocer poster~ormente su orientación. Las cu~dros de papel 

Whatma11 fueron col oca.dos !:iObre el papel de ni tr-ocalul osa. En 

c:~da paso so eviló que quedar9n atrapadas burbuJaS de air·e 

que intf.?rfirieran en la tranc;;ferencia. Por último, sP. coloc:6 

una pila de toallas de papel con un peso encima de ellas de 

apro~imad0mente 1 ~g para parrnit:r ~l flujo del ~mort1guador 

a travér!:'i del sistema \F1g. 4>. 

L:l tr,;:1nsferenc1-.:r. se r~ali;:::ó C.:ur.:'lnte toda. la noc:t1c a 

temperatura ambient:.e, despuáis de lo cual se quitaron las 

toallas da papel, el papel Whatman y se colocó la membrana de 

nitrocelulosa en una solución SSC 6X durante 10 minutos a 

temperatura ambiente, se eliminó el exceso de solución y se 

dejó 5ecando a temperatura nmbier1to sobr~ papel fillro~ 

Para fijar el DNA a la membrana de nitrocelulosa, ésta 

fub colocada ~ntre dos hojas de papel Whatman y en una e.Amara 

de vac1o a BO•C durante 2 h. La membrana de nitrocelulosa se 

conservó a temperatura ambiente en una c~ara de vac1o 

cubierta por papel Whatman hasta qlle fué ut1li:ada <Maniatis, 

y col. 1982). 

Por otra parte, el gel transferido se colocó en una 

soluc.16n de ·1s·E lX con bromuro de etidio a una c.oncentraci6n 
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Fir;¡. 4. Método de transferencia del DNA de un gel de agarosa 
a una membrana de nitrocelulosa 



de O. 5 µg/ml durante 20 1ni nutos y se observó en un 

transil1_1m1nado..- de lu~ uv para comprobar la ausencia de DNA y 

su transferer1~¡a a 13 membrana de nitrocelulosa. 

1 O. H l BR 1 DAC ION DE DNA A MEMBRANAS DE N 11 ROCELULDSA 

La membrana de nitrocelulosa a la que se transf1r16 

previamente el ONA fué humedecida en una solución SSC 6X 

durante 3 min. La membrana de nitrocelulosa fué colocada 

dentro de una bolsa de plAst1co que se selló con calor, 

dejando ónicamente una abertura en una esquina de la misma 

por la que se agregaron 0.2 rnl de solución de prehibr1dac16n 

<previamente calentada a 68°C) por cada centímetro cuadrado 

de membrana de nitrocelulosa. Se sacó todo el aire de la 

bolsa y se cerró la abertura con un sellador de calor. 

La bolsa se incubó durante 4 h sumergiéndola en un baNo 

de agua a 68•C, pasado este tiempo se cortó uno de los 

extremas de la bolsa y se eY.trajo la solución de 

prehibridaci6n. Inmediatamente después se agregó la solución 

de hibridación a la bolsa, la cual cantenia la ~onda marcada 

radiactiva1nente, previamente desnaturalizada a 96•C durante 

10 min, <aprox. 50 µl/cm 2 de membrana de nitrocelulosa). Se 

sacaron las burbujas de aire y se selló nuevamente la bolsa 

incubAndose a 68•C durante 24 h. 

Al término de la hibr1dac16n, la mc:mbrana. 

nitrocelulosa fu6 colocada en una solución SSC 2X y SOS o.5% 

36 



1ncubAndose temper;:itur.3 <1'mbi. ente durante 5 min. 

Pcster1ormente la ~embrana fuO tran~fer1da a un r~c1p1ante 

que contenta tina solución SSC 2X y fué- incubada durante 15 

min a temperatura .?mb1c:-nte con agitación ocasional, Por 

Oltimo, la membrana fué transferida a una solución SSC ü.01M 

y SOS o. 51. y se i ncub6 a 37 °C durante 2 h con agi tac16n 

suaveª Se cambió la solución y s.C> continuó incubando durante 

30 min má.s~ 

La membrana de nitrocelulosa se dr.?JÓ !:it:?car a t~mperatura 

ambiente sobre una hoja de papel filtro y se cubr16 cor1 

egapack; luego se colocó sobr~ una placa fotográfica dentro 

de una caja rnetAl1c~ protegida de Ja luz, y se dejó 

e>~poniendo durantE.l 24 h a -70°C~ al término de las cuales la 

placa fotográfica fuó revelada. En los casos en que las 

bandas de l1ibrioac16n no se vieron cl3ramente en la placa se 

deJ6 exponiendo durante 48 h una nueva placa <Maniatis y 

col., 1982>. 
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IV RESULTADOS 

De la lectura en un espectrofot6metro a 260 nm de las 

soluciones de DNA de T. soliun y T. saqinata se obtuvo como 

resultado una cantidad total de 30 µg y 80 µg 

respectivamente. La pure:u fut'.f dc::.>term1nada obteniendo el 

cociente de O.O. de 260 nm/280 nm~ qu~ para T. soJ1us fué de 

2.0 y para T. sag1nata 2.2~ cercanos a 1.8 que corresponde al 

valor del DNA completamente puro. 

Las di gestiones de ~00 ng de DtJA de T. c,o J rno y T. 

saginata con siete en~imas diferentes <Eco Rl, Bam HI, Hind 

III, Xba I, Xho I, Hae III e Hinf IJ y la electroforesis de 

las mismas dió como resultado la observación de bandas de DNA 

repetido en ambas especies CFig. 5). 

En r. soliun se observó un menor número de bandas que en 

r. saginata~ en la digestión con la enzima Eco Rl se observó 

una banda de 15500 pb, con la en:1ma Htnd 111 se observ6 una 

banda de alrededor de 5400 pb, y en la d1gesti6n con Xba ee 

observaron tres bandas, de 5000 pb, d~ 4500 pb y 4000 pb. El 

patrón de diyest16n del DNA con el n~sto de las enz1mas 

utilizadas no presentó n1ngQn patrón de bandeo <Cuadro IV>. 

Cuando se digirieron mayores cantidades de DNA <1 µg> de 

T. soliu~ se observó un mayor número de bandas. Las bandas 

encontradas no fueron observada~ en las digestiones con menor 
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cantidad de DNA. En la digestión con la enzima Hind Ill las 

bandas presentes fueron de 15500 pbJ 3500 pb y 2600 pb 

aproximadamente y para la en:ima Hae 111 el tamaNo de las 

bandas fué alrededor de 15500 pb, 2800 pb y 1600 pb <Cuadro 

IV y Fig, 6>. 

CUADRO IV.BANDAS DE DNA REPETIUO ENCON1RADAS EN LOS GENOMAS 
DE r. soliu• y T. saginata CON SIETE ENZIMAS DE 
RESTRICCION DIFERENTES. 

Eco Rl 
Dcun HI 

Hlnd Jll 

XbC1 I 

Xho I 

HC18 IV: 

R1nf 1' 

** No 

llAHDAB D!r DMA ftltJ"XnDO 

Dlt T. aolium. 

200 "'1 
700 6 '"°°"" 

14800 pb u 

'1400 pb ibt?JOO pb 

""°° pb 
2000 pb 

"°"° pb 
4'SOO pb 

""ººº pb 

** 1'1'100 pb 
"800 pb 

'""° pb 

reaU2aron d\c;roat lonoa con 

?!ANDAS DE DHA l'urfIDO 

D!:i: y. DCUJi naLa 

700 Ó iOOO ng 

tllOOO pb ** 
"°°" pb 
0400 pb 

5000 pb 

4000 pb 

!J"O pb 

*' """° pb 

,,00 pb 
J.900 pb 

an:a::\.mo.o. 

En las digestiones de 200 ng ONA de T. saq1nata se 

observaron bandas de DNA repetido con las enzimas Eco RI, 

Hind III y Xba r. En la digestión con Eco RI se observó uncl 

banda de apro~:ima.damente !3000 pb, con Hind 111 se obtuvieron 
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2 t::andas de UNA repetido una de alrededor de 6000 pb y la 

se abservüron bandas de 

a!. rededor de 5000 pb, ~i(H)O pb y .3550 pb <Cuadro IV). Can las 

e~z1mas restantes no se ob~~rvó ninguna banda. 

CL1ando se dig1r1C?ron 70() ng 6 l µg de DNA se obsC?rvaron 

ún1camente tres banda5: una con la enzima Hae III de 

al~ededor de 6900 pb y das con la enzima Hinf l de 4400 pb y 

1800 pb aproximadamente CCuadro IV, Fig. 7 y 8). Con el resto 

de las enzimas no se lograron observar bandas por t:rnceso de 

DUA. Para comprobar estos resultados el expnr1mento fu0 

repetido tres veces y el patrón de digestión fllé el mismo en 

todos los casos. 

Para descartar la pos1b1l1dad de qLte éstas secuencias 

repetidas encontradas fueran genes ribosomales y tomando en 

cons1derac16n que óstos genes se encuentran muy conser-vados 

entre diferentes especies, se hícieron h1bridac1anes de DNA 

de ambas especies con clonas de genes ribosomales de 

Trypanosona cruzi. Los gen~s se encontraban inser-tados en el 

vector pUC18 y ias clonas uti 1 i::adas fueron tres: la pRTCSl 

que contenía parte del gen ribosomal 245 ~. el 52 y el 56, la 

pRTC20 que contenía casi completo ~l gen ribosomal 185 y la 

pRTC42 que contenía a tres genes ribosomales el 245 a, el 83 

y el 51. 
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Las clonas fueron marcadas con dATP 5 .. (a-P0
> por el 

m6todo de "nic:k translation" obteniendo diferentes valores de 

marcaje. Para el caso de la clona pRfC81 el valor obtenido 

fuó de 9325. 7 CPM, para la clona pRTC20 fué de 8130 CPt1 y 

para la clona pRTC42 fu6 de 320958 CPM. En los tres c:asos el 

marcaje fu6 bueno para llevar a cabo la hibridación. 

El DNA de T, sagina~a CI µg> sometido a electroforesis 

<Fig. 7) fué transferido a una membrana de nitrocelulosa y se 

llevó a cabo la hibridación con la clona pRTC81 marcada. La 

membrana de nitrocelulosa se autoradiograf6 en una placa 

fotogr~fica durante 48 h a -70•C. La placa fuó luego 

revelada, encontr•ndose bandas de hibridación. Al comparar 

con la foto del gel tomada antes de la transferencia, ninguna 

de las bandas de hibridaci6'i presentó una posición igual a la 

de las bandas de DNA repetido CFig. 9), 

Las bandas de hibridación que se observaron fueron tres, 

que correspondieron a las enzimas Bam HI, Hae III e Hinf I. 

Para Hind !!! y Xba no se observó ninguna banda sólo un 

barrido en la parte superior de cada carril que también se 

observó para el DNA digerido con Bam HI. 

Para Bam H! la banda de h1bridac16n correspondió a un 

peso molecular de 1550 pb, para Hae III se observó una banda 

de peso mol ec:ul ar de 500 y para Hi nf I se obtuvo una banda de 

alrededor de 1000 pb (Cuadro Vl. 
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CUADRO '/, COMPARACIDN DEL NUMERO DE PARES DE 8ASES DE LAS 
BANDAS DE ONA REPETIDO DE T. saginata CON LAS 
BANDAS DE LOS GENES RIBOSOMALES <clona pRTCBIJ. 

·- m 
Bind ro 
xbo. 
u ... lll 
Dinf • 

D4HDAS DE DNA aJCPETIDO &'.N 

T. 1tagll"t0.la. 

"""° pb 
4400 pb 

1800 pb 

BANDAS DE HlDRJ'DACJOH 

CON OENDI RllOSOWALK:S 

<=<> pb 

- de """ pb 
iOOO pb 

El DNA c700 ng> de r. saginata sometido a electroforesis 

<~ig. 8) fuá transferido a una membrana de nitrocelulosa y se 

hibrid6 con el DNA de los genes ribosomales de las clonas 

pRTC20 y pRTC42, La autcradiograt1a del mismo se realiz6 

durante 24 h a -70•C. 

Se obtuvieron 5 bandas de hibridación bien definidas, una 

en el ONA digerido con la enzima Hind III, de aproximadamente 

3000 pb, des para el ONA digerido con Hae lll de 

aproximadamdente 1000 pb y 500 pb y dos para el ONA digerido 

con Hini 1 de un peso molecular aproximado de 1200 pb y 

1000 pb. Para las digestiones con Bam HI y Xba se observó 

ur. barrido en la parte superior del gel pero ninguna banda 

<Cuadre Vl, Fig. IOJ, 

Las bandas de hibridación observadas se compararon con la 

posición de las bandas de DNA ~epetido. La posición de las 
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bandas de hibridación no correspondió en ning~n caso a la 

posición de las secuencias r~pet1das. 

CUADRO VI. COMPARACION DEL NUMERO DE PARES DE BASES DE 
LAS BAIJDAS REf'ETJDAS DEL DNA OE 7. sag1 nata CON 
LAS BANDAS DE HIBRIDACION DE LUS GENES RIBOSOHALES 
<clonas pRTC20 y pRlC42>. 

ICHZU<.U: 14.HbAB DE HURID4CJ:0N 
CON <JE>fEll aZB08'0WAl.Jt8 

8a.tn H1 

Mind DI llOOO pb 

xt.o • 
ffa.. tu _,., pb 100 p'o 

""° pi> 
Rlnf 1 "00 pb 1.ZOO pb 

taoo pb 1000 pb 

Por Oltimo, se llev6 a cabo una hibridación del DNA de T. 

solium trans~erido a una membrana de nitrocelulosa, con la 

misma sonda de genes ribosomales pRTC20 y pRTC42 empleada 

para la hibridación con T. saginata. La autoradiografia de la 

misma se realizó durante 48 h, ya que a las 24 h de 

exposición no se logró detectar ninguna banda. Se encontraron 

tres bandas de hibridación un poco tenues que al comparar con 

la poa1ci6n de las bandas de DllA repetido de! gel no 

correspondieron a estas últimas <Fig. !!l, una banda para el 

DNA digerido con Hind ¡ II de alrededor de 700pb, una para el 

DNA digerido con Xba 1 de 1200 pb y otra mas para el DNA 

digerido con Hae ll ¡ do aproximadamente 400 pb. Para las 
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digestiones con Bam HI, X:ba I u H1nf 1 se observó un bnrr1do 

en la. parte super 1 or del gel <CL1adr-n VI U. 

CUADRO V! l. COMPAf<AC ION DEL NUMERO llE PARES DE !JASES DE LAS 
soliu11 CON 
RIBOSOMALES 

"""' Dl H\.f'ld tn 

><b<l • 

u ... JJJ 

RiÑ 1 

BANllAS DE DNA REPET !DO DE T. 
LAS DE HISR!OAC!ON DE LOS GENES 
Cclonas pRTC20 y pRTC42>. 

T. aoUum CON OS:NU RmOSOWALl:ll'. 

l':5!100 pb 700 pb 

"""" pb 
2c500 pb 
oft!JOO pb 1.200 pb 
4000 p'o 

irJ:JOO pb 400 pb 
:ZBOO pb 
1000 pb 
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V. DI8CU810N Y CONCLUSIONES 

El objetívo de esta tesis fue demostrar la presencia de 

secuencias repetidas en el DNA de T. soliu~ y T. saginata. 

Para ello se digirieron varias muestra5 de UNA con diferentes 

enzimas de restritc)ón. So Dncontraron bandas de UNA repetido 

en ambas especies, aunque el número da bQndas varió según la 

especie y la cantidad de DNA que fuó digerido. 

Para el caso de T. sol iu-m se observó un menor' númern de-­

bandas cuando se digirieron 200 ng de DNA que cuando se 

digirieron 700 ng o 1000 ng. 

En cambio, en el caso de 1·. sa91nata cuando se digirió 

menor cantidad de DNA (200 nq) se obs~rv6 un mayor número de 

bandas que cuando fué digerida una mayor cantidad <700 ng 6 

1000 ng>. Estos resultados se presentaron con las enzlma.s que 

dieron un patrón de digestión con frtJgmentas de DNA dia pesos 

moleculares grandes tHind I!t y Xba I>, do tal maneru, que al 

digerir mayores cantidades de DNA y llevdr a cabo la 

electroforesis s~ tuvo un exceso del mismo por carril, 

enmascarando a las bandas e impidiendo as! ser distinguidas. 

Por otro lado, con las enzimas que d1eron un patrón de 

digestión con fragmentos de DNA de p~so~ moleculares mis 

pequenos <Hae IlI e Hinf IJ se lograron observar bandas que 

con menor cantidad de DNA <200 ng> no :e vieron. Ello se debe 

probablemente a que las secuencias observadas con estas 

en2ima~ e5tAn repetidas un menor nQmero de veces y por to 
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tanto se requiere mayor cantidad de DN1..\ digerido para poder 

ser vistas. Adem~s. el hecho de quQ estas en~im~s den 

fragmentos de ON~ digerido de pesos moleculares en su m~yorla 

pequel'los EVlld que se ilcumule un 10>1:c<:!;:;ü de ONf\ en la parte 

superior del cr:;:rri l obsE>rvAndm:a~ as1 las bandas de DNA 

repetido. 

Para descartar la pasibil1dild de que los secuencias 

repetidas enccntrad~s fuerdn genes ribosomales, se- llevó a 

cubo la tr.i"lnsfer-en:-.::i~l de DNA de amb.¿J,S especie~ a papel de 

nitrocelttlosa por el método de Southern y so h1br1dó contra 

genes 1-ibo'5omales de r. '=ruzi .. Lil posición de las bonda'5 de 

tü bri dac1 ón cmcantradas en las dos espec 1c:s no correspr::rndi 6 

en ning(m ea50 u. 1.:1 po~1c16n dio;- las band~s cie ONA repettdo 

observadas. 

Sin embargo, como en los geles que {ueron ut1l1:ados para 

la transferencia. se colocó mayor cantidad de ONA y como y0 se 

mencionó con arit.erior·idad en el ca.so de T. :;aginat.1, no se 

lograron observar bündas vistas e.en menor cantidad de ONA, en 

este caso no se pudo descartar la posibilidad de qL1e la.s 

bandas correspondieran a gene~ ribosomales. En los re~ultados 

de las hibridaciones $e observó un barrida en la parte 

superior de cada carril con las enzimas Bam HI, H1nd Ill y 

Xba I, Sin embargo, para el caso de la d1gest16n del ONA de 

T. sagznata con Barn Hl y la hibridi:'c16n con la clona pRfCBl, 

por abaja de la ~cna del barrido se observó una banda de 

hibridación de apr-01-nmada.mente 150() pb y en el caso de la 
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digesti6rl con Hind 111 y la r11br1dac16n con las clonas pRlC20 

y pRTC42 también se observó ademAs del barrido una banda de 

.3000 pb. 

En las hibridaciones de las clonas pRTC20 y pRfC42 contra 

DNA de T. soJiua las bandas obtenidas fueron muy tenues 

debido a que el ti empa de vi da media del Piu ya habi a 

disminuido. 

Los resultados obtenidos indican claramente que las 

bandas de secuencias repetidaG observadas en las digestiones 

de 700 ng 6 1000 ng de DNA de ambas especies no corresponden 

a genes ribosomales. Por otro lado también corroboran el 

hecho de que 1 os genes ri bosomcll es est.in muy conservados 

entre e$pecies distantes, ya que se observa hibridación y por 

tanto homologia entre DNA de especies filogenóticamente 

lejanas. Prcbablamente si se empleara una sonda de genes 

ribosomales de una ~specie filogenóticamente mas cercana a 

las tenias se podria observar mayor nú~ero de bandas de 

hibridac:i6n. 

Si las secuencias repetidas encontradas hubieran 

correspondido a genes ribosomales se podrían caracterizar 

para encontrar alguna región no codificante que difiriera 

entre una especie y otra y nos permitiera obtener una sonda 

para diagnóstica diferencial entre T. solium y 7. saginata. 

El empleo de regionus no transcr1tas de genes ribosomales 

como sondas para diagnóstico ya se ha utilizado para 
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Schistosoma ha~~atobium, en la que se util1:an estas regiones 

corno sonda para distinguir dicha especie de otras del m1smo 

género (Wal ker, y cal, 1986>. 

El tamaNo de las secuencias repetidas encontradas en T. 

solium y T. saginata osciló entr~ las 1600 y 15500 pb 

aproximadamente. Comparando el tamaf'ío de las bandiis entre las 

dos especies se encontró un patrón de dige~ti~1 semejante con 

algunas enz1mus: en la digestión con Xba I se observaron tres 

Dandas tit..· tamaf'íos parecidos cuando se d1g1r·1eron 'lOf) ng, ya 

que pard :. soliun los tdmaNos de las bandas fueron alrededor 

de 5000 pb~ 4500 pb y 4000 pb, y para T. saginata los tamaNos 

fueron d~ apro~imadamente 5000 pb, 4000 pb y 3550 pb. 

Asimi5mo~ en ambas especies en la dige~tión con Hind III se 

presentó LJna banda de alr·ectedor de 5400 pb. Con el resto de 

las enzimas ninguna de las Uandas observadas es similar en 

cuanto a tamafto entre las dos aspcciu~. 

Con respecto a secuencias repetida5 compartidas por 

especies, en cetAceos se han realizado estudios en los qua se 

digirió DNA de diferentQs familia.~ y se oncontr6 una banda de 

DNA repetido que presentaba un tama~o muy s2mejante entro las 

diferentes especies. Al analizarla se determinó que esta 

secuencia era compartida por varias especies que pertenec1an 

a familias diferentes !Arnason, 1982 y Arna.son y col, 1984). 

Esto sugiere que T. soliu» y T. saginata, que perte~ecen a la 

misma familia e incluso al misma género, pudieran compartir 

secuencias repetidas como las encontradas en posiciones 
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semejantes en la digestión con las mismas enzimas. 

El empleo de secuencias repetidas como sondas en métodos 

diagnósticos ha sido aplicado en diferentes parasitosis .. 

Murray y col. \ 1988} clona.ron una secuencia repetida del DNA 

de Ohchocerca ar•zllata capaz de detectar una sola larva y 

que no presentaba una hibridación cruzada significativa con 

el DNA genómico total de otras especies del mismo género. 

Holmberg y col. <1986) emplearon una secuencia repetida del 

DNA de Plasmodium falc1parum como sonda para identificar en 

muestras de sangre personas infec:tadas por este pcJ,rásito. 

Lo anterior implica que las secuencias repetidas de T. 

ioliu• y T. sagznata que presentan tamanos diferentes en la 

digestión con las mismas enzimasJ podr1an ser analizadas para 

su posibl~ uso como sonda en un método diagnóstico que 

permita diferenciar los huevos de ambas especi~s ~demAs de 

dar una alta sensibilidad dada su repetitividad en el genoma. 
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Vt I. ANEX06 

- Amortiguador de eluciétl· Acetato de amonio 

0.5 M y EDTA 1 mM (pH 8.01. 

- Azul de bromof enol bX. Azul de bromof enol 

0.25Y., glicerol 30Y. diluido en agua (se calentó un poco el 

glicerol para que se mezclara mejor con el agua>. 

- Bromuro de Etidio <10 mg/mll. Se agregó 1 g de 

bromuro de etidio a 100 ml de agua d~stiluda, colocándose 

sobre un agitador magnético 3 h husta que estuvo totalmente 

disuelta y el frasca que- lo contenia ~e envolvió con papel 

aluminio para protegerle de la luz a 4•C. El bromuro de etdio 

es una substancia extremadamente mutagénica por lo que se 

deben usar guantes y ma$c.lri l la cuando se e~tá. manejando .. 

- L1 qui do do c:ent&l leo. A 100 mi de metano! se 

agregaron 60 g de naftaleno, g de PPQ y 20 ml de 

etilengl1col, se mezcló y se aforó a 1 l con dio>:eno. 

- Sephadex B-50, A 250 ml de TE CpH 8,0) se 

agregaron 30 g de Sephade• G 50 y se calent6 a o5°c 2 horas y 

se dejó enfriar. El sobrenadante se decantó y fué reempla=ado 

con un volumen igual de TE (ph 8.0l. 
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Solución amortigua.dor..1 para 

tran5lation", 0.5 M Tris-el CpH 7.2!, O. !M MgSD4, tmM de 

ditiotreitol y 500 µg/ml de albúmina sér1ca de bovino <BSA 

Fracc:i6n V>, se guardó a -20°c. 

- Sel uclón de DenhArdt :SOX. 5 g de h col!, 5 g de 

polivinilpirrolidona, 5 g de albúmina sérica de 

fracción V y 500 ml de agua. 

bovino 

- Solución desnaturalizante. NaCl 1.5 ~I y t<·lOH 

0.5 M. 

- Solución di! hibridación. ssc 6X, EDTA 0.01 M, 5 

ml de soluc16n Uenhardt SX, SUS 0.5% y la sonda ce AUN 

marcado con P
82

• 

- Solución neutral izan te. Tr1 s-Cl t M (pH e. Ol y 

NaCI 1.5 M. 

- Solución de prehibridac:ión. Sulfato dodecil de 

sodio <SDSl 0.5%, 5SC 6X, 5 ml de solución Venhardt 5X. 

- SOS !OY.. 100 g de dodec:il sulfato de SC'010 se 

agregaron ~ qcJo ml de agua y se calento a 68°C para -f~c1l itar 

su disolución, el pH se ajustó a 1.2 

concentrado y finalmente se afor6 a 1 l. 
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- SSC 20X. 175.3 g de NaCI y 88.2 g de 

c1~rato de sodio, se aforó a 1 l con agua destilada y el pli 

se ajustó a 7.C; ccn una solución de NaOh lON. 

- TAE 50X. 2.:¡2 g de lri'3-base,57.1 ml de ácído 

acético glac.i.J.l, 10(1 rnl de EDTA 0.5 M <pH 8.0>. 

- TBE 10X. 108 g de- Tris-base, 55 g de A.cido 

bor1co y ::o rnl de ED1A 0.05 M CpH 8.(J), se aforó a l con agua 

dest11 ada. 

- TE <pH 7.b). Tris ti1drox1met1l aminometano 

hi dro~i el ori do ~ lr1 s-HCl > 10 rnM (pH 7.ol y .leido 

et:lend1am1nc tetracót1co <EUTA) 1 mM <pH B.OJ. 

- 1ES. Sacarosa al 81., Tritón X-100 0.51., EDTA 50 

mH (pH 8.01 y Tris-Cl lpH 8.01. 
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