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I NTRODUCCION 

Neurospora crassa es un hongo de la clase Ascomycetos. 

Aunque su complejidad genética y metabolismo son poco compl! 

cadas en relaci6n a células de organismos superiores, posee 

menbrana nuclear, organelos bien definidos y mas de un crom~ 

soma. Estas caracter!sticas hacen que esté considerado como 

un eucariote. Adem~s, existen en N. crassa un proceso de re 

producci6n asexual y otro de reproducci6n sexual a través de 

la participaci6n de dos cepas de diferente tipo sexual (a y A) , 

de manera que se pueden efectuar cruzas entre cepas con dif~ 

rentes caracte rísticas genéticas. Debido a las propiedades 

anteriormente d 2scritas, N. crassa es en la actualidad el eu 

cariote mejor estudiado desde el punto de vista genético y 

bioqu!mico. 

El descubrimiento y perfeccionamiento de una serie de mé 

todos que permiten estudiar los eventos moleculares de la cé 

lula, ha ocasionado que los estudios a este nivel estén avan 

zando muy r~pidamente. Entre las técnicas mas importantes, 

e stá la de renat11ralizaci6n e hibridizaci6n rle ~ci<los nuclei 

C'>S (1,2,3). 

Con Tl eurospora crassa como modelo de eucariote y la gran 

variedad de recursos que nos proporcionan las técnicas antes 

M0ncionadas , s e tiene n buenas posibilidades de llegar a una 

me jor comprensión de los mecanismos que hacen posible la re

gulación genética y diferenciación celular. 
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El ADN de N. cra s sa presenta una serie de dificultades 

especiales para su pur i f i caci6n y manipulaci6n (6), con res

pecto al de otros organi smos (4,5). Para obtener un ADN de 

Neurospora crassa de pureza e integridad aceptables, es con 

veniente uti l izar el método de purificaci6n desarrollado por 

Dritten (6) o ligeras variaciones (7). Este método se basa 

en la separaci6n del ADN de los demás componentes celulares 

al pasar un lisado celular a través de una columna de hidroxia 

patita. 

En este trabajo se presenta una modificaci6n de este méto

do. En esta modificaci6n, la columna de hidroxiapatita se ha 

cambiado por su modalidad en "lote". Esto se hizo, principal

mente, pensando en las ventajas que esta modalidad puede traer 

consigo en este caso y que son: rapidez y facilidad en el mon

taje del método, poder utilizar grandes voltimenes de hidroxia

patita, además de poder procesar varias muestras a un mismo 

tiempo. 

Para complementar lo anterior se da una descripci6n deta -

llada de como, basándose en el método de Dutta (8), se llev6 a 

cabo la técnica para separar las secuencias de ADN repetitivas 

de las únicas. Tanto la purificaci6n como el fraccionamiento 

del ADN son procesos básicos para efectuar trabajos relaciona

dos con este campo. 

Además de la parte experimental, se inclu~e una parte bi -

hliográfica, en la cual se hace una revisi6n sobre renaturali

zaci6n e hibrirlizaci6n de ácidos nucleicos y sobre secuencias 
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repetitivas de ADN. También se dan algunos antecede ntes s~ 

bre purificación del ADN de N. crassa y se comentan l os tra 

bajos mas relevantes en el campo de investigación sobre ADN 

de Neurospora crassa relacionados con .secuencias repetitivas, 

hibridizaci6n y renaturalizaci6n de ~cidos nucleicos. 
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GEHERALIDADES 

RENATURALI ZACION E HIBRIDIZACION DE ACIDOS NUCLEICOS 

Las ' c a d e nas complenentarias <lel l\DN se separan al expone!. 

las al calor, álcali o agentes qu!micos desnaturalizantes. 

Cuando el ADN es calentado en solución, ocurre un marcado au

mento en su coeficiente de extinci6n a 260 m)' al llegar a la 

temperatura a la cual se lleva a cabo la transición del ADN -

de doble hélice a hélices sencillas. 

La temperatura correspondiente a la mitad del incr emento 

de absorbancia, llamada temperatura media de fusi6n oTm, est6 

relacionada linealmente a la composición b6sica promedio de e 

se ADN (9). Un contenido mayor de G -C ( guanina - citosina) 

confiere al ADN una mayor estabilidad térmica. 

Debido a la reproducibilidad de los resultados, el perfil 

de transición térmica o curva de fusión se utiliza para deter 

minar la composici6n del ADN en moles % de G -c. Otras propi~ 

dades, como la heterogeneidad de un ADN con respecto a su com

posici6n básica, as! como la presencia de regiones desnatural! 

zadas, también pueden ser detectadas y cuantificadas. 

La estructura complementaria del ADN, hace posible que sus 

cad enas separadas se reasocien, bajo condiciones adecuadas, r~ 

cuperando sus propiedades f1sicas y actividad biol6gica. Este 

fen6meno ha aportado una herramienta muy 6til para explorar la 

naturaleza de los eventos moleculares de la célula y otros pr~ 

blemas biol6gicos como la cercan1a o lejan!a de las especies -

en la escala filogenética. 
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Al estud~ar la cin~tica de reasociaci6n del AD!I <le un or 

ganismo, se obtienen datos de gran importancia. Lntre otros 

se puede evaluar su complejidad gen~tica, es decir, calcular 

el nfunero de pares de bases que forman el ADN no repetitivo 

por c~lula o virus. También se puede saber si ese ADt1 est! 

formado exclusivamente por secuencias únicas, o hay secuen -

cias que se repiten. Se puede averiguar también si la pobl~ 

ci6n de secuencias repetitivas es homogenea o heterogenea, 

o sea ver si el ADN repetitivo está constituido por especies 

del mismo grado de repetici6n o por especies con grados de -

repetici6n muy diferentes. 

En cuanto a la hibridizaci6n de ADNs de especies biol6g! 

cas diferentes, ~sta nos proporciona datos sobre su cercan1a 

o lejan1a en la escala filogenética (7,10). Una tercera po

sibilidad es hibridizar ADN con ARN, ofreciéndonos ésto un -

método muy versátil, cuyas aplicaciones van desde la estima

ci6n de la transcripci6n (8) hasta aislamiento y cuantifica

ci6n de ciertos genes (11). 

Los experimentos de renaturalizaci6n o hibridizaci6n de 

ácidos nucl~icos pueden efectuarse en soluci6n o mid i endo la 

uni6n de fragmentos de ADN de hélice sencilla (marcado con -

radiois6topos) a largas cadenas de ADN inmovilizadas en una 

sustancia soporte, la cual puede ser: agar, celulosa, o fil

tros de nitrocelulosa (13), Al efectuarse el experimento de 

ésta última manera, la velocidad de la reacci6n disminuye no 

tablemente en relaci6n a su velocidad en solución. 
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Cond iciones para la reasocia c i6n. 

Las condiciones que se deben controlar para tener una r e a 

sociación adecuada, son las siguientes: 

1) La concentraci6n de cationes afecta grandemente la ve 

locidad de reasociación (14,15). 

Se ha encontrado que la velocidad de renaturalización 

está en función de la concentración de sales en el me 

dio. Esta dependencia sólo es válida en un rango que 

va de 0.01 M de Na a 0.4 M de Na, por debajo del cual 

se bloquea la reacción y por arriba del cual, la v e lo 

cidad se vuelve casi independi ente de la concentración 

de sales (1,2). Este efecto refleja los cambios en -

las interacciones electrostáticas entre las dos cade-

nas de ADN. 

2) La temperatura debe ser suficientemente elevada para ~ 

vitar la formación de estructura secundaria en la mis-

ma cadena o apareamiento con una cadena que no sea la 

complementaria. Se ha encontrado que la temperatura 

óptima de renaturalización es de 25° a 30° e abajo de 

su Tm (temperatura media de fusión) (1,14). 

3) El tiempo y la concentración del ADN. La reasociaci6n 

de un par de secuencias complementarias es el resultado 

' 
de su colisi6n y por lo tanto, la velocidad depende de 

la concentraci6n de ADN. Cl producto de la concentra -

ción del ADN por el tiempo de incubaci6n es el paráme -

tro que mide el número de choques entre las cadenas o el 
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grado de avance que tiene la reacci6n en un momento 

dado. A este partimetro se le ha llamado "Cot", el 

cual es expresado en moles de nucle6tidos por litro 

por segundo (ver secci6n de cinética de reasociaci6n). 

Cot moles de nucle6tidos X tiempo (segWldos) 
litro 

El ADU de cada organismo puede ser caracterizado por el 

valor del Cot, en el cual la mitad de la reasociaci6n se ha 

llevado a cabo (Cot 1/2) . También, el Cot 1/2 es proporcio

nal a la complejidad genética de un organismo. 

4) El tamaño de los fragmentos de ADN también afecta la 

velocidad de reasociaci6n (16). Esto concuerda con 

la hip6tesis de la nucleaci6n (ver Cinética de Reas~ 

ciaci6n), pues es 16gico que para ADNs de pesos mol~ 

culares mayores, se necesitan menos sitios de nucle~ 

ci6n para renaturalizar una cierta cantidad de ADN. 

Medici6n de la reasociaci6n. 

Existen muchas maneras de medir la reasociaci6n, todas ~ 

llas basadas en diferencias f1sicas, biol6gicas y químicas, 

entre el ADN de doble hélice y el de hélice sencilla (16), -

que puedan detectarse fticilmente. 

1) Entre las diferencias f1sicas mtis utilizadas se en -

cuentran las siguientes: 

a) El ADU disociado absorbe m~s luz ultravioleta que 

el ADH de doble hélice. 
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b) El ADN reasociado tiene un Mayor grado de a c tivi 

dad óptica que el disociado. 

c) En el método de reasociaci6n en el que se utili

za ADN inmovilizado, se detecta la renaturaliza

ci6n midiendo la unión de fragmentos radioacti -

vos de ADN de hélice sencilla a largas hebras de 

ADN inmovilizado, esta técnica, aunque no se basa 

en una diferencia f1sica propiamente dicha, se 

menciona aqut por conveniencia. 

d) Una técnica que es particularmente útil se basa -

en el hecho de que el ADN de doble hélice puede -

ser separado del ADM de hélice sencilla en una co 

lumna de fosfato de calcio (hidroxiapatita). Deb! 

do a su diferente afinidad por la hidroxiapatita. 

Las reacciones de reasociaci6n pueden seguirse P! 

sando muestras por hidroxiapatita y determinando 

la cantidad de ADN reasociado que se peg6 a la co-

1 umna. La importancia que tiene este método, res! 

de en que el ADN puede ser fraccionado, en una es

cala preparativa, en base a su habilidad para rea

sociar a un Cot determinado (ve r significa 1\0 ·10 Co t 

en Secci6n Cond iciones p~ra la Reasociación). 

2) A continuación se dcscrih en las d iferencias b iológicas 

que se han utilizado para medir la reasociaci6n, s i 8nr:o 

en la actualidad el tratamiento con enzinas la rnti s in -

portante. 
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a) Tratamiento con enzimas. Aunque los métodos f1 

sicos son altamente deseables en algunos casos, 

sufren de una desventaja general y es que secue~. 

cias de hélice sencilla unidas covalentemente a 

regiones apareadas de ADN siempre aparecerán o se 

tomarán en cuenta la fracción reasociada. 

Existen enzir1as cono la fosfodiesterasa de E . coli (exon~ 

clcasa) que h i d rolisan el AD!J desnaturalizado, respetando el 

ADN de hélice doble. Este fenómeno provee un método para eli 

minar todo el ADN de hélice sencilla y cuantificar unicamente 

el ADtl de dob l e hélice. La desventaja de esta nucleasa y en 

general de las exonucleasas, es que deja gazas (lazos) o colas 

5' o 3' unidas al ADN reasociado. 

Enzimas sin esta desventaja han sido extra1das de cerebros 

de ternera, riñón de oveja, levaduras, conidias de Neurospora 

crassa y la nucleasa s 1 de Aspergillus oryza~. En contraste -

c o n l as denás, cuya preparaci6n es relativamente dificil, la -

nucleasa s1 puede prepararse fácilmente a partir de polvo de -

Takadiastasa o Amilasa de Sigma (22). 

Zn técnicas de hibridizaci6n de ADN con ARN, es usual qui

tar secuencias no apareadas con ribonucleasa especifica para 

ARN de hélice sencilla (25) o utilizar ribonucleasas que libe

ren las secuencias de ADN digiriendo la cadena de ARN (19). 

b) Transformación bacteriana. Se ha utilizado la ca

pacidad del ADN de doble hélice para llevar a cabo 

transforrnaci6n en bacterias (24). 
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c) Método irununol6gico. Se ha aprove c har'.o t ar. ~ - itn l .:J 

mayor efectividad de l AD!-l de '.1élice s ~ ncilLl r .:-. r a 

reaccionar en la fij a ción de conp l enP.nto con anti-

cuerpos anti-ADN (25). 

3) Los métodos qu!micos más utilizados s on las reacciones 

del ADN con naranja de acridina o con formaldeh1do, 

los cuales dan coloraciones dife rentes con ADN de dob le 

hélice y ADN de hélice sencilla (26). 

Cinética de reasociación. 

La velocidad de una reacción es directamente propor cional a 

la concentraci6n de los reactantes. 

l. 

2. 

3. 

Donde 

c la 
a 

ch la 

p el 

A p 

2A p 

A+B p 

At2B p 

2A+B p 

V es l a ve locidad de 

concentraci6n de A; 

concentraci6n de B; y 

donde V es proporcional a Ca 

" V" 

" V " 

" V" 

" V " 

la ::. eacción: 

" 

" 

" 

" 

a c 2 a 

prod ucto de la reacción. 

Las proporcionalidades anteriores ind ican que s e ti e n e n d~ 

ferentes tipos de dependencia de la velocid a d de la conce ntra-
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c i6n ra r a dife r e ntes tipos de reacciones. Para distinguir en 
I 

tre estos tipos se utiliz6 el término: "6rden de reacción". 

Orde n de reacción. Es la suma de todos los exponen tes a 

los que las conce ntracione s de los reactantes son elevados, 

en la ecua ci6n de e quilibrio de la reacción. 

(Ecuaci6n de equilibrio) 

(Orden de reacción) n 

n 
2 

Cinética de reasociación del ADN. La renaturalización de 

dos secuencia s complementarias se lleva a cabo en los siguie~ 

tes pasos: 

1) Colisión de las secuencias. 

2) Si las secuencias son complementarias sucede una nu -

cleación, es decir, la formaci6n d e uno o unos apare~ 

nie ntos corre ctos de bases en algún punto (punto de -

nucleación) a lo largo de las dos cadenas. 

3) El subsiguiente apareamiento del resto de las bases, 

en una reacción llamada de "zipper", dando por resulta 

do la formaci6n de la doble hélice. 

Bajo las condiciones en las que se acostumbra lleva r a ca 

b9 , la renaturalizaci6n del ADN sigue una cinética de s egundo 

órde n. e sto indica que el evento limitante de la velocidad es 

una nuc l eac ión y q ue l a subsiguiente r e acción de zipper debe -

ser r~pida , de otra manera la velocidad total de formaci6n de 

pare s de bases s e rí a de primer 6rden (2). 
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Análisis de la gráfica.- Las velocidades de r e asociación 

de los diferentes ADNs abarcan un rango más de ocho órdenes 

de magnitud. Debido a ésto, fue necesario utilizar un método 

logar1tmico para la presentación de medidas de reasociaci6n. 

La gráfica que se presenta en la figura 1, muestra el curso -

de una reacci6n ideal de segundo 6rden en f unci6n del produc

to de la concentración de ADN por el tiempo de reacción, (Cot) 

en una escala logar1tmica. 

Los dos tercios centrales de la curva siguen una 11nea -

recta, cuya pendiente puede ser evaluada dividiendo los vale 

res de Cot de sus extremos. El valor de esta relaci6n es de 

100 para una reacción ideal, si es mucho mayor, la reacción es 

seguramente heterogénea. (Ver significado de reacci6n hetero

génea en Pag. 5). 

En una gráfica de este tipo, se pueden comparar reacciones 

llevadas a cabo a diferentes concentraciones y combinar los da 

tos para dar un panorama completo del curso de la reacci6n. 

Secuencias repetitivas. 

Cuando se inici6 el estudio de las cin~ticas de reasocia -

ción de organismos superiores, surgió l a hip6tesis <le q ue cie~ 

tas secuencias nucleot!dicas estaban repetidas en el ADll de a l 

gunos vertebrados. Esta suposición estaba basada en la obser

vación de que 10% del ADN de rat6n reasociaba extremadamente -

rápido en relaci6n al resto del ADN y ADNs de otros organismos 

como bacterias y virus. Después se demostró que e sta fracci6n, 
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ident i ficada como ADN satélite de ratón, consist1a eq un mi

llón de copias de una pequeña secuencia (28). 

Traba jos posteriores llegaron a la conclusión de que todos 

lo s e ucariotes contienen ADN repetitivo, mientras que los pro

cariotes no (1). El hecho de que todos los eucariotes tienen 

secuencias repetitivas, aunado a la complejidad creciente de -

estas secuencias en organismos superiores, indican que debe j~ 

gar un papel importante en la evolución. 

Precisión de la reasociación. 

Cuando se reasocian cadenas de ADN que no son perfectamente 

complementarias, los pares resultantes tienen una estabilidad -

térmica reducida. Este efecto provee un buen método para medir 

el grado de d iferencia entre las dos cadenas. La medición de -

la estabilidad térmica se acostumbra hacer llevando a cabo una 

curva de fusión (Trn) o un fraccionamiento térmico con hidroxia

patita (1). Esta técnica está basada en la absorción del ADN -

renaturalizado en una columna de hidroxiapatita. Después se va 

aumentando la temperatura de la columna gradualmente, de tal roa 

nera que el ADN se va desnaturalizando y eluyendo de la colurnn'a. 

Se ha calculado que una temperatura media de fusión (Tm) di~ 

rninuída en un grado centígrado indica 1% de las bases apareadas 

incorre ctamente (27). También, un rango amplio de transición -

térn ica indica un apareamiento impreciso. 

Los datos obtenidos por las mediciones de la estabilidad 

térmica pueden ser complementados con la medición de la hiper -
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cromicid a d a la luz ultravioleta (Ver curva de fusión en 

Pag. 4), la cual nos da una medida de la fracción de la long~ 

tud total que est§ apareada formando una doble hélice. 

Utilizando las técnicas anteriormente descritas, se ha vis 

to que el ADN de bacteria tiene una renaturalización precisa. 

La fracción Gnica del ADN de organismos superiores tiene una 

hipercromicidad de aproximadamente 75% de la del ADN nativo y 

una transición térmica homogénea. Sin embargo, las secuencias 

repetitivas muestran un apareamiento impreciso, detectado por 

una reducción en el Tm, as1 como por un amplio rango de trans~ 

ci6n térmica. Adem§s una parte importante de los nucleótidos 

no est§n apareados, pudiéndose ejemplificar ésto con el ADN r~ 

petitivo de salmón, donde se encontr6 que las regiones aparea

das inclu!an s6lamente la mitad de los nucle6tidos de los fra~ 

mentes (1). 

Funci6n de las secuencias repetitivas. 

Se dice que el potencial de información del ADN r epetitivo 

es mayor de lo que pod!a parecer, argument§ndose los siguientes 

puntos: 

1. Las secuencias de nucleótidos miembros de una "familia" 

t!pica son similares, pero no idénticas (1). 

2. Las secuencias repetitivas o fragme ntos de e l las, han 

sido tras locadas a varias p a rtes dP. l gP. nona (27) , l o -

cual reviste gran importancia, pues tanto su localiza

ción como su relación con secuencias vecinas puede es

tar relacionada con su función. 
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La funci6n del ADN repetitivo ha sido objeto de gran int~ 

r€s recientemente (1,17). El hecho de que todos los genomas 

de eucariotes t i enen ADN repetitivo y la complejidad crecien

te de estas secuencias en organismos superiores, indican que 

estas secuencias desempeñan un papel importante en la evolu -

ci6n. El papel de los genes redundantes en la diferenciaci6n 

celular, ha sido tema de particular importancia 6ltimamente . 

(18). Se ha demostrado que, al menos parte del ADN repetitivo 

se transcribe y que diferentes familias se expresan en diferen 

tes fases de la diferenciaci6n celular (42). 

Es ahora un asunto de gran importancia investigar c6mo es

tful arreglados los genes redundantes en el cromosoma (37) y si 

controlan la regulación gen€tica como han sugerido fuertemente 

.las investigaciones de Lodish y colaboradores en el eucariote 

nictyostelium discoideum (19). 

Adem!s de las funciones regulatorias arriba mencionadas, -

las cuales tienen un razonable apoyo experimental, se han su -

gerido las siguientes funciones: 

l. Muchas copias casi iguales de un gene, hartan posible 

una mayor velocidad de s!ntesis. Esto ser1a consisten 

te en el caso de los genes que codifican para ARN ri -

bosornal, de los cuales hay cientos o miles en el ADN -

repetitivo (20,11). 

2. Una gran cantidad de copias parecidas, proveer1an una 

clase d e cadenas protéicas similares, como parece ocu

rrir en la producción de anticuerpos (21). De cual 
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quier manera, su función no podF!a estar limitada al 

sistema inmunológico, pue~ las secuencias repetiti -

vas existen en plantas y organismos en los que no se 

han observado anticuerpos. 

3. F. Crick ha propuesto que los segmentos repetitivos 

de ADN llevan a cabo su papel estructuralmente, a tr~ 

v~s de su interacción con las proteínas del cromosoma. 

4. Otra posibilidad serta que la existencia de los genes 

redundantes eleve hasta un nivel 6til la posibilidad 

de que suceda un evento raro, quizás algo corno la tra~ 

locaci6n de ciertos fragmentos de secuencias de ADN (1). 

Origen de las secuencias repetitivas. 

Parece probable que las familias de secuencias repetitivas 

se hayan originado en ciertos momentos de la evoluci6n, por d~ 

plicación en gran escala de determinadas secuencias. Las diver 

gencias se deberían a subsiguientes mutaciones y finalmente se 

traslocartan segmentos de algunas secuencias miembros de la fa

rnilia. 

Por la evidencia que se tiene, se piensa que el fenómeno -

descrito arriba (forrnaci6n de secuencias repetitivas) es un e

vento repentino al que se le ha llamado "Replicaci6n Saltatoria" 

(Saltatory Replication) (1). Una pregunta que surge aqu1 es: 

¿ Cuales son las condiciones que seleccionan a la secuencia y 

desencadenan el evento? 

Para finalizar con las secuencias repetitivas, en la tabla 

No. 1 se dan las características de reasociaci6n de los ADNs 6 

nico y repetitivo. 
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Fuente 

REPETITIVO 

Vertebrados 
Invertebrados 
Plantas superiores 
Euglena 
Dinof lagelados 

Velocidad de reasociaci6n. 

Una velocidad inversamente 
proporciona l al contenido 
de ADN por c€lula o partí
cula. 

Muchas diferentes velocida 
des. La más lenta, inver~ 
samente proporcional al con 
tenido de ADN por c€lula -
haploide y la más rápida has 
ta un millón de veces mayor~ 

Extensión de la reasociaci6n. 

Excelente, hasta un 90% de 
doble h€lice reformada. {Ho hay 
un efecto acentuado debido al 

• tamaño de los fragmentos. 

Bueno, si el ADN se corta en 
fragmentos pequeños. Pobre 
si el ADN tiene un alto peso 
molecular. 

Estabilidad t€rmica del ADN reasociado. 

Temperatura a la cual las cade 
nas se separan (Tm), casi igual 
a la del ADN nativo. 

Algunos con un Tm cercano al 
del ADN nativo y muchos con 
más bajos grados de estabili 
dad. 

Tamaño de partícula del ADN 
reasociado. 

Varias veces el tamaño del fra~ 
mento, debido al apareamiento -
de extremos de h€lice sencillas 
libres (cancatenación) . 

Enorme, si los fragmentos son 
grandes , debido a maltiples -
conexiones (formaci6n de re -
des). 

Tabla # l. Características de reasociaci6n del ADN {Tomada 
del articulo de Britten y Kohne (1) ) • 
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PURIFICACION DEL ADN DE NEUROSPORA CRASSA. 

Métodos convencionales para purificaci6n del ADN, no fu~ 

cionaban bién en Neurospora crassa. En 1966 se public6 un -

método que parec!a dar buenos resultados (29,10). En este -

método, se incuba a 60ºC el polvo de micelio liofilizado en 

una soluci6n que contiene S.D.S. y E.D.T.A. Esto se hace 

con objeto de romper las membranas celular y nuclear, as! co 

mo para separar las prote!nas del ADN con el detergente . La 

acci6n de las nucleasas es inhibida por el E.D.T.A. Depués 

se desproteiniza por una extracci6n con fenal, se precipita 

con etanol y se trata con ribonucleasa. Finalmente, se pre

cipita en isopropanol y se enrolla en una varilla de vidrio¡ 

se solubiliza y se le quita la enzima por medio de otra ex -

tracci6n con fenal. 

En 1970, Britten y colaboradores (6) encontraron que al 

pasar un lisado celular a través de una columna de hidroxia

pati ta, en presencia de 8 M urea y 0.24 M buffer de fosfatos, 

el ADN permanece adsorbido mientras que los otros constituye~ 

tes celulares pasan a través de la columna. El ADN se recup~ 

ra eluyéndolo de la column~ con buffer de fosfatos 0.4 M. La 

tabla No. 2 muestra el procedimiento que se sigue en este mé

todo. 
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Lisis Suspender el tejido en 8 M urea, 0.2 4 MP.B., 
1% S.D.S, V 0.01 M E.D.T.A. 

Rompimiento Con una mezcladora o licuadora a 10-20 000 r.p. 
m. En un recipiente sellado y lleno de buffer 
para evitar la oroducci6n de burbuias. 

Adsorci6n Pasar por la columna de hidroxiapatita. 

Lavado Varios volCunenes de: 8 M urea y 0.24 M P.B. 

Lavado Varios volúmenes de: 0.014 M P.B. 

Eluci6n Utilizando 0.4 M P.B. 

Tabla i 2. Procedimiento para purificaci6n de ADN, según el 

método desarrollado por Britten y colaboradores (6). 

Acci6n de las substancias. 

Urea: Reduce la afinidad del ARN por la hidroxiapatita, au

menta la del ADN y desnaturaliza las prote!nas, reduciendo as! 

el peligro de actividad enzimática. 

Puede también ayudar a romper las c~lulas y la cromatina. 

S.D.S.: Rompe las membranas celular y nuclear, además de se 

parar las prote1nas unidas al ADtl. 

E.D.T.A.: Actúa quelando iones divalentes, inhibiendo as1 -

la acci6n de las nucleasas. 
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Pureza del ADN extra1do. 

Se encontr6 que una pequeña cantidad de prote1na y otras 

macromoléculas se adsorb1an también a la hidroxiapatita, pe

ro no eran elu1das en las condiciones ael método. 

Utilizando células "L" de rat6n, marcadas con 14c-valina, 

se encontr6 que menos de 1/1000 de la prote1na celular estaba 

presente en la fracci6n del ADN. Al llevar a cabo las curvas 

de fusi6n, se obtuvieron hipercromicidades de 25-28% de la den 

sidad 6ptica original. Para obtener ADNs de pureza comparable , 

por métodos convencionales, se requerir1an etapas sucesivas de 

tratamientos enzim~ticos, desproteinizaci6n y precipitaci6n. 

Limitaciones del método. 

l. La hidroxiapatita tiene una capacidad que var1a con la 

marca y el lote, pero un promedio ser1a 1.67 D.O./ml. 

de hidroxiapatita empacada. 

2. En las condiciones del método, cadenas muy largas de 

ADN no pueden ser elu1das eficientemente de la columna, 

por lo que uno de los pasos de la técnica es el rompi -

miento del ADN. 

Aparici6n de una fracci6n nueva en el ADI1 de neurospora cras s a. 

El desarrollo del nuevo método, fué importante por la nove 

dad de su fundamento y por su rapidez en relaci6n a otras téc

nicas. Sin embargo, su trascendencia fué mayor en e l canr o , =¡ ~ 

la investigaci6n con ADN de N. crassa. 
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Lo s a u to r as pens a ron ou~ a l t e n e r un m~tono que no depe~ 

d í a de l a p recipitación, podrían recuperar nuevas fracciones 

nenores ele ADN , las cuales dif j rie ran en p e so molecular o en 

e~ tado , de la parte p rincipal del ADN. ~ Al efectuar investi

gaciones a este respecto, los autores encontraron que un com 

ponente may or del ADN de Neurospora crassa hab!a sido discri 

minado. La Fig. 2 muestra la curva de fusión del ADN de N. 

cra s sa extraí<lo por este método, (6). La fracción de bajo -

p unto d e fusión corresponde a un 25% del total. Esta frac 

ción est~ ausente en los ADNs extra1dos por los métodos ante 

rieres. Tampoco aparece como componente de baja densidad en 

ninguno de los gradientes de cloruro de cesio, publicados p~ 

ra ADN de Neurospora. 

En este punto es importante hacer notar que si la fracción 

d~ b a jo G-C se e ncontrara en forna ne peque ñas secuencias re -

partidas e n e l genoma, podr!a ser que esta fracción no se est€ 

perdiendo al purificar por otros m€todos, sino que la fracción 

se pone de manifiesto en la curva de fusi6n, debido al menor -

tamaño de los fragmentos de ADN purificado por el método de 

Britten. 

Para desechar esta posibilidad se busc6 informaci ón sobre 

los rendimientos obtenidos por ambos rn€todos (el método ante -

rio r y e l uc Dr i t t e n). Un 2 5% de ADH q ue no se pierne d e be, 16g~ 

car.1ente , a ume ntar el rendimiento d e ADN. 

LXiste poca información sobre €sto en la lite ratura, sin em 

barc:ro , s í '.1ay un a UI'.\e n to en el r e n d i n i e nto (10,7), aunque no lo 

dic? n exa c tamen te , n i de un modo d ire cto. 
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Otro factor que habla a favor de que efectivamente se e~ 

taba perdiendo esta fracci6n, es el hecho de que e l porcent~ 

je de G-C del ADN purificado por otros Méto <los es de 52% (5 6) 

(calculado por su densidad boyante), el cual es igua l al de 

la fracci6n de alto G-C del ADN purificado por el método de -

Britten. 

Aunque todo lo anterior indica que se trata efectivamente 

de una nueva fracci6n, la posibilidad planteada inici almente 

queda abierta, debido a que no se habla de ésto en la litera

tura y es dificil encontrar datos que lo aclaren sin lugar a 

dudas. 
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r.:S TUDIOS con AD"J DE NEUROSPORA CRASSA. 

Estimaciones sobre la transcripción de la información gen~ 

t ica e n e ucariotes es necesaria para una mejor comprensión del 

control y la diferenciación de los tejidos, en condiciones nor 

males y anormales. En 1973, Dutta y colaboradores calcularon 

el porcentaje del ADN no repetitivo que se transcrib!a en fase 

logar!tmica, por medio de la hibridización de ADN 6nico con 

ARN total ( 8) • 

Por la importancia de este trabajo y por su relación con 

los trabajos siguientes, se describen a continuación algunos 

detalles de su metodolog!a. 

La razón por la cual se utilizó 6nicamente ADN no repetit! 

vo es la siguiente: Si un miembro de una familia de varios mi 

les de genes similares, pero no id~nticos, es expresado, el 

h RN re::rnltante r .:;accionar!a con ADN de otros miembros de la fa 

milia. Esto implica que un exámen de la transcripción de se -

cuencias repetitivas, podr!an no definir adecuadamente el pa -

trón de transcripción. 

Para purificar las secuencias repetitivas, el ADN marcado, 

roto y desnaturalizado se incubó hasta un Cot de dos. En este 

Cot (se sabe por medio de las curvas de renaturalización de ADN 

t otal) todas las secuencias repetitivas han renatural i zado, mien 

tras que las secuencias 6nicas se encuentran como h~l ices senci

llas. En este momento, se pas6 la solución a través de una co -

lurma de hidroxiapatita, quedando las secuencias repetitivas ad

sorbidas a ella. 
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Para cuantificar la transcripci6n, se incubaron las secuen 

cías únicas de ADN ( 32P) con una concentraci6n muy alta de ARN 

total, de , manera que ocurriera la m!nima reasociaci6n posible 

de ADN - ADN. Después de la incubación, la soluci6n se pas6 -

por hidroxiapatita y se eluy6 el material que hab1a permaneci

do adsorbido, es decir h1bridos ADN - ARN y quiz~s un poco de 

ADN - ADN. Para cuantificar únicamente el ADN unido a AffiJ, e~ 

ta mezcla se trató con ribonucleasa y fue pasada por hidroxia-

32 
patita, quedando adsorbido el ADN - ADN y saliendo e l ADN ( P) , 

que hab!a h i bridizado con el ARN, ahora en forma de hélice sen-

cilla. 

Se encontró que el 35% del ADN único hab!a hibridizado con 

el ARN total, es decir, era transcrito en esa fase de crecimien 

to (logar1trnica). Por medio de curvas de saturaci6n, se compr~ 

b6 que la reacción estaba completa en las condiciones en qu€ se 

llev6 a cabo la hibridización. Esta información se complementó 

con el hecho de que el ADN que no reaccionó, tampoco lo hizo al 

volver a incubarse con el ADN total hasta el mismo Cot. 

Para comprobar que el ADN que no reaccionó no estaba dañado, 

se le puso a renaturalizar con ADN fr1o, logr~ndose casi un 100% 

de renaturalización. Por último, la elevada estabilidad t~rmica 

de los h1bridos ADN - ARN indicó un alto grado de complementari-

dad. 

Estimaciones de la transcripci6n de la inf ormaci6n genética 

con ADN no repetitivo de otros eucariotes han sido llevados a -

cabo por Gelderman y colaboradores (30). Ellos muestran que 6i 
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<le las secuencias únicas del ADN están representadas como ARN 

en el rat6n recién nacido. Uahn y Laird (31) reportaron esti

maciones de la transcripci6n del ADN único en diferentes tej! 

dos de rat6n, obteniendo los siguientes resultados: cerebro 

10.8-12.4%, hígado 3-5.2% y riñ6n 2.7-4.8% en células proca -

ríoticas, Me. Carthy y Bolton (32) reportaron 50% de hibridi

zaci6n ADN - ARN utlizando un método de ADN - agar. El 35% -

de N. crassa, representa uno de los mayores niveles de trans

cripción encontrado en un organismo eucariote. Las fases de 

desarrollo de N. crassa, proveen una oportunidad muy buena p~ 

ra estudiar el control de la transcripción y la expresión di

ferencial de los genes. 

En 1975 Dutta y Chaudhuri (33), utilizando la metodolog1a 

descrita al principio de este tema (medición de la hidridiza

ción ADN - ARN, 1_1tilizando cromatograf1a de hidroxiapatita), -

midieron el porcentaje de transcripción de secuencias únicas -

de ADN provenientes de cuatro tipos celulares, representantes 

de cuatro esta días de desarrollo de Neurospora crassa. La 

transcripci6n del ADN fue del 34% (68% del genoma) en la fase 

de micelio ramificado y 15% en la fase de conidia, la cual es 

considerada como una fase inerte o de latencia. Las fases de 

coniclia ge rminada y micelio no ramificado mostraron un marcado 

incremento en la transcripción, siendo 25 y 27%, respectivame~ 

te. Esto quie re decir que, como era de esperarse, la diversi

dad transcripcional del genoma va aumentando para llenar los -

r equerimi e ntos de cre cimiento y diferenciación celular. Siendo 
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una opini6n general que algunos tipos de moléculas de AR!l se 

sintetizan siempre, mientras que otros solamente en ciertas 

fases de desarrollo, los autores calculan que aproximadamen

te un 30% del genoma de N. crassa (5000. a 8000 genes) se ven 

envueltos en la producci6n de nuevas moléculas de ARN en di

ferentes etapas de desarrollo. 

ADN repetitivo en N. crassa. 

Corno se vi6 en un capitulo anterior, el ADN de N. crassa 

estA formado por una fracci6n de bajo contenido de G-C (32 mo 

les %)y otra de alto contenido de G-C (52 moles%), corres 

pondiendo la primera a un 25%, aproximadamente, del ADN total. 

Se ha encontrado que la fracci6n de alto G-C est'§ constituida 

principalmente por secuencias anicas y parte de la de bajo G-C 

por secuencias repetitivas (34). Algunos datos interesantes so 

bre esta fracci6n de bajo G-C son su marcada variaci6n (en cua~ 

to a cantidad) obtenida en diferentes cepas y especies (Chakra 

Bartty y Dutta, no publicado). Se ha visto también, que la mu

tante "slime" de N. crassa contiene un 44% de esta fracci6n 

(Ojha y Colaboradores, en preparaci6n). 

En cuanto a las secuencias repetitivas, experimentos de rea 

sociaci6n han mostrado que representan 10-12% del ADN total (8). 

En este 10-12% están incluidas las secuencias mitocondriales (34) 

y las secuencias que codifican para ARN ribosornal y de transfe

rencia (11), (35). Recientemente se encontr6 que el ADII repe -

titivo de N. crassa mostraba una cinética de reasociaci6n típi

ca de segundo 6rden, lo cual indica una naturaleza homogéne~ de 

estas secuencias (36). 
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La informaci6n sobre transcripci6n de ADN repetitivo es 

escasa en relación a la de ADN único. Hough y Davidson 

{17) reportaron 6-8% de transcripci6n del ADN repetitivo en 

oocitos de Xenopus. Sugieren que por lo menos 2-5% del ARN 

de oocito puede proceder de secuencias repetitivas no ribos~ 

males y que la mayor parte de estos ARNs est§ presente en p~ 

blaciones de pequeños ARN heterogéneos.En Dictyosteliurn se ha 

encontrado que 90% del ARN mensajero proviene de secuencias 

únicas y sin embargo 25% 1lel AR~ nuclear que contiene poli-A 

ha sido transcrito de ADN repetitivo (19). En 1975 se cuan

tific6 el porcentaje de transcripción del ADN repetitivo en 

u. crassa {36). ~ sto se llev6 a cabo en la forma acostumbra 

da {hibridizaci6n ADN - ARN y cromatografía de hidroxiapati-

ta), obteniéndose los resultados mostrados en la tabla. 

ADN repetitivo ARH total 7.3% de hibridizaci6n 
' 

ADN repetitivo ARN ribosomal 4.4% de hibridizaci6n 

ADN repetitivo ARIT de trans- 0.1% de hibridizaci6n 
ferencia 

Tabla !To. 3 Resultados de la hibridizaci6n de ADH repetit.!_ 

vo con 11.mr total, con ,'\RIJ ribosomal y con ARN 

de transferencia. 

De 10 a 12 % <lel ADtl de rT. crassa son secuencias repetiti-
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vas y se encontr6 que 7.3% se transcribe en fase logarítmica. 

Parte de los ARNs transcritos de ADN repetitivo son de origen 

nuclear y se sugiere que parte puede n ser de l\Dl'J rnitocond rial. 
1 • 

La mayor parte del ADN repetitivo nuclear, sin embargo, codi-

fica para ARN ribosomal y ARN de transferencia. 
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llAT~RIAL Y METODOS 

Citrato de Sodio ( 5 H20 ) 

Fosfato de Potasio mono b~sico 

Nitrato de Amonio 

Sul f ato de Magnesio 7 H20 

Cloruro de Calcio ( 2 H20 

Biotina 

Acido Cítrico H20 

Sulfato de Zinc ( 7 n2o ) 

Sulfato Ferroso Amoniacal 

) 

Sulfato de Cobre ( 5 H20 ) 

Sulfato de Magnesio ( H2 0 ) 

l\cido Bórico 

Molibdato de Sodio ( 2 H
2 0 ) 

Cloroformo 

At1enina HCl 

Sacarosa 

~gar (Eacto Agar) 

Acetona 

Hi d ro:d apati ta 

32 Na 2IIP O 
4 

1\denina-B-c14 

Urr.~a 

Glicerol 

Baker · analyzed 

Baker analyzed 

Merck 

Baker analyzed 

Mallinckrodt 

Sigma 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Mallinckrodt 

Baker analyzed 

Sigma 

Baker analyzed 

Di feo 

Baker analyzed 

Bio-Rad H.T.P. (9404) 

New England Nuclear 

New England Nuclear 

Merck 

Merck 
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Fosfato de Sodio Dibásico 

Fosfato de Sodio Monobásico 

Dodecil Sulfato de Sodio (S.D.S.) 

Acido Etilendiamino Tetracético 

(Sal dis6dica) (E.D.T.A.) 

a) Pronasa 50 g/ml. (autodigerida) 

Se disuelve en una soluci6n 

amortiguadora de 0.01 M Tris a un 

p.H. de 6.8 y se incuba una hora 

a 37 c. 

b) Soluci6n de Fenol-Cloroformo 

Para preparar este reactivo es ne 

cesario utilizar fenol previamen

te destilado. Después se funde -

en un baño de agua hirviendo y se 

mide el volumen deseado. Se le a 

grega. un volumen igual de cloro -

formo. 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Baker analyzed 

Sigma 

Baker analyzed(Fenol) 

NOTA: Esta soluci6n debe prepararse antes de usarse. 

c) Soluci6n de Cloroformo-Alcohol 

Isoam1lico. Merck (Alcohol Isoam.) 

Se mezcla veinticuatro partes de 

cloroformo por una de alcohol iso 

am1lico. 
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d) Liquido de Centelleo Bray: 

;~ aft.:i.leno 60 . 0 g. Merck 

P.P . O. 4.0 g. Packard 

Etilenglicol 20 ml. Baker 

Metanol 100 ml. Baker 

Dioxano c.b.p. 1000 ml. Baker 

Cepas. 

Neurospora crassa: 74-A (Cepa silvestre) 

Neurospora crassa: Ad-8-a (Aux6trofo de adenina) 

analyzed 

analyzed 

analyzed 

Ambas cepas fueron obtenidas del Fungal Genetics Stock 

Center en Darmouth College, Hanover, N.H . , U. s. A. 

f·1edios: 

Para la obtención de micelio, se creció N. crassa en el 

medio m1nimo de Vogel (38) al 2%, suplementado de 1.5% de sa 

Cdrosa y con las variaciones especificadas para el crecimien 

to de cada una de las cepas. 

Medio de Vogel con bajos fosfatos. Para el crecimiento 

de la cepa 74-A, el medio de cultivo se preparó usando medio 

m1nimo de Vogel de bajos fosfatos, el cual tiene la misma com 

posición que el medio m1nimo de Vogel , con la diferencia de -

que se le ponen únicamente 25 g. de KH 2ro4 por litro. De es-

ta nanera, al preparar el medio quedar~ una concentración fi 

nal de fosfatos equivalente a O.OS g.%. Esta es la mínima 

concentración de fosfatos en la que puede crecer Neurospora era 

ssa (39). Gracias a ésto, el fosfato fr1o no cometir~ con el mar 
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cado para su incorporaci6n al ADN. Medio a d icionado de adeni 

na. Para el crecimiento en medio liquido de la cepa Ad-8-a, 

se adicion6 el medio de cultivo con adenina para dar una con

centraci6n final de 2.5 mg.%. Esta es ·1a concentraci6n míni

ma de adenina en la que puede crecer esta mutante (40). De 

esta manera, la adenina fría no competirá con la marcada para 

su incorporaci6n al ADN. 

Condiciones de crecimiento. 

Las esporas utiliza9as como in6cu lo para el crecimiento 

en medio liquido fueron recogidas de matraces erlenmeyer 

(250 ml.) con 50 ml. de medio m!nimo de Vogel al 2% con saca 

rosa al 1.5% y agar al 1.5% para la cepa 74-A y adicionado de 

20 mg.% de adenina para la cepa Ad-Ba. Estos matraces fueron 

inoculados con esporas. Posteriormente se incubaron 3 d fas -

en la oscuridad a 29ºcentígrados y dos días con iluminación -

de 25ºcentígrados. Se les agregó medio esteril (15-25ml.) con 

objeto de suspender las esporas y la suspensi6n fue filtr ada 

en un tubo de vidrio (15 x 1.5 cm.) con l a na de vidrio. Sste 

filtrado se utilizó como in6culo para el medio liquido (obte~ 

ci6n de micelio) • 

Para el crecimiento en medio liquido, se usaron 4 litros 

de medio contenidos en un matraz de florencia de 6 litros, al 

que se le colocaron 4 tubos de vidrio para burbujear aire. Es 

tos tubos se sostienen con el tap6n de algod6n del matraz. 

Los matraces fueron inoculados con una suspensi6 n ~e 0 n p o 
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ras para obtener una densidad 6ptica de 0.06 a 540 ~en un 

clor1netro Bausch & Lonb. 

Los matraces se incubaron en un baño de agua a 25ºC y a 

travé s ele los tubos de vidrio se introdujo una corriente de 

aire hidratado, que airea y agita. 

Curva de crecimiento. 

Se hicie ron creciendo cultivos de la cepa 74-A y de la 

Ad-8-a en los medios y condiciones descritos anteriormente. 

Se sacar on al1cuotas (de 100 ml. al principio y de 50 -

rnl. despu~s ) a diferentes tiempos. Estas al1cuotas se fil-

tra r on, s e l a varon con agua de stilada y se les agregaron v~ 

rios volfunenes de acetona con el fin de deshidratar el rnice 

lio. Posteriormente las muestras fueron secadas con a1re y 

pesadas. 

Puri'ficaci6n del ADH (marcado con is6topos radioactivos) 

Lñ purificación del ADN fue hecha por una rnodificaci!Sn 

del rn~todo de Britten de la Urea-Fosfato (6). Corno semen

ciona en la introd ucción, la modificación rn~s importante con 

sisti6 en utilizar la modalidad de "lote" en lugar de la co

lumna de hidr oxiapatita. 

a) Obtención del micelio liofilizado. 

La cepa 74-A se creci6 en medio de Vogel con b~ 

jos fosfatos, en las condiciones ya descritas, 

adicionando de 2 rnCi. de Na 2 H32P o4 por litro 

de medio. El micelio fue cosechado a las 15-16 

horas de incubaci!Sn. 
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La cepa Ad-8-a se creci6 en medio m1nimo de Vogel adicio . -
nado de adenina, en las condiciones descritas, EN COtlDICIOI!:CS 

DE CRECIMIENTO, suplementado con 20_)'Ci./lt. de adenina-8-c
14 

y se incub6 durante 19-20 horas. El micelio filtrado y lava-

do con agua destilada fue liofilizado. 

b) Lisis. 

Un gramo de micelio liofilizado se pulverizó en un 

mortero con la ayuda de hielo seco. Este polvo se 

suspendi6 en 50-60 ml. de una solución de: 

8 M Urea 

0.24 M P.B. 

1% S.D.S. 

0.01 M E.D.T.A. 

NOTA: P.B. significa buffer de fosfatos mono y d is6dico a 

un p.H. = 6.8. 

El lisado fue pasado por una jeringa desechable sin aguja con 

objeto de homogeneizar bien la suspensión y a continuación se fil 

tr6 con una gasa doble (esto es con objeto de evitar que se tape 

la aguja utilizada en el paso siguiente). 

c) Rompimiento del ADN. 

Para que el ADN pueda ser eficientemente recuperado 

de la hidroxiapatita, hace falta reducir el tamaño 

de sus pedazos, de manera que la solución fue pas a d a 

a través de una aguja del 26. 

d) Adsorci6n. 

Se repartió el lisado en dos tubos de centrifuga c6 

nicos de 50 ml., los cuales conten1an 10 ml. de 
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hidroxiapatita (empaca~a ) c a d a uno. La hi~ roxia 

patita habia sido equilibrada previamente y a 

teQperatura ambiente con la siguiente solución: 

0.24 M P.D. 

8 !1 Urea 

Un~ ve z hecho ésto se resuspendió la hidroxiapatita agitá~ 

dala suavemente y se mantuvo en suspensión durante 30 minutos. 

NO'I'A: Como presenta cierta d ificultad el d esempacar o resuspe~ 

der la hidroxiapa tita con pura agitación se utilizaron pipetas 

pasteur rotas de la punta y con un bulbito de hule en el otro 

c ::t r eno . :.Jespués se taparon los tubos con "parafilm" y se ma~ 

tenia en suspensión agitándolo suavemente cada vez que fuera ne 

cesario. 

Una vez transcurrido el tie8po, se centrifugó la suspensión 

en una centr ifuga clín ica (r!.S.E.) con una velocidad y un tiem

po su f iciente s para b ajar toda la hidroxiapatita . 

e ) Lavados. 

Un lavado significa suspender la hidroxiapatita en 

aproximadamente 35 ml. de buffer y mantenerla en -

suspensión por 10 minutos aproxi~adamente y centri 

fugar. 

1. Cinco lavados con volúmenes de 35 ml. cada uno de una 

solución de: 

8 H Urea 

0.24 .M P.B. 
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NOTA: Se deben tornar al!cuotas de cada lavado (alrededor de 

20 A> y rned!rseles la radioactividad, de modo que s e c ambi a rá 
, 

al siguiente buffer unicarnente cuando ya no salgan cuentas de 

la hidroxiapatita. 

2. Cuatro lavados con: 0.014 M P.B. 

f) Elución. 

Se efectuó el mismo proceso que en los lavados. Es 

to se hizo 3 veces con: 0.48 M P.B. 

En este caso el volumen empleado puede ser menor. 

En las primeras 2 eluciones se encuentran, gene -

ralrnente, más del 90% de las cuentas totales. 

g) Tratamiento con pronasa. 

Las soluciones de ADN, después de ser elu1das en 

0.48 M P.B.,fueron ajustadas a 0.2 rnM E.D.T.A. y 

0.4% s.o.s. y tratado con pronasa autodigerida 

(ver preparación en la página 1) a una concentra 

ción de 50,il g. por rnl. durante una hora a 37°C. 

La pronasa se quita desproteinizando por medio de una ex -

tracción con fenal y cloroformo. 

h).Desproteinizaci6n por extracciones. 

Se efectuaron dos extracciones con fenol-clorofor 

rno y urta con cloroformo-alcohol isoam1lico (ver pr~ 

paraci6n en la página 21). 

El proceso de extracción es el siguiente: Se pone la solu-

ción de ADN en un recipiente con tapa y se le agrega un volumen 

igual de solución de fenal-cloroformo o cloroformo-alcohol iso-

arn!lico y se agita durante 5 minutos.- Después se centrifug a 10 
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minutos a 10,000 r . p .m. y se recupera la fas e acuos a (fase su 

perior). 

i) Centrifugaci6n. 

Finalmente la soluci6n de ADN se centrifug6 a 

105,000 x g. durante 20 horas (Beckman L 5-75) y el 

ADN en forma de pellet se disuelve en 0.01 ti P.B. 

(Es ne cesario centrifugar a una temperatura superior 

a 15ºC para evitar que precipite el s.o.s.). 1 

Rompimiento del ADN 

r. 1 ADN se llev6 a una concentraci6n de 0.14 M de fosfatos y 

se rompi6 por sonicaci6n durante 5 minutos, con pulsos de 15 se 

gundos y descanso de 1 minuto aproximadamente para evitar el so 

b r e calentamiento de l a soluci6n. Todo ésto se hace manteniendo 

el tubo rodeado de hielo picado. 

Deterrninaci6n de las caracter!sticas espectrofotométricas 

y curvas de fusi6n del ADN. 

Los criterios de pureza del ADN que se utilizaron, se basan 

en sus caracter!sticas espectrofotométricas y curvas de fusi6n. 

Estas determinaciones se efectuaron en un espectrofot6metro 

UNICAM SP 1800 acoplado a un graficador AR-25, a un programador 

de carrlh io auton:itico de celdas UNICAM SP 1805 (éste l'.iltimo sola 

mente cuando s e med1a el Tm de varias muestras al mismo tiempo) 

y un programador de control de temperatura SP 876, bajo las si

guientes condiciones: 
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a) Es pectrofot6metro illJICAM SP 1800. 

Longitud de onda fija a 260 nm . ; un portace l nan 

especia l para el espectrofot6me tro, con regula -

ci6n de temperatura y un termómetro dentro d e una 

celda UNICAM SP 877, en gliceri na al 20%7 un carri 

to del portador de celdas para cambiar la posición 

de las mismas. 

b) Programador de control de temperatura UNICAM SP 876. 

Aumento de temperatura de lºC/minuto; tempera~ura -

inicial de 25ºC; temperatura mlixima de llO º C. 

c) Programador de cambio automlitico de celdas UNICAH 

SP 1805. 

Cambio y lectura de las celdas cada minuto. 

d) Graficador UNICAM AR-25. 

Velocidad del papel de 5 minutos por cent1metro para 

una intensidad de 10 mV. 

e) Celdas UNICAM SP 877. 

Se utilizaron celdas de cuarzo de un cm. d e paso de 

luz con tap6n de tefl6n. Las muestras de ADN utiliza 

das para la determinación d e l Tm, fueron ajustadas a 

0.12 M de P.B. Las concentraciones de ADIJ e mpleadas , 

fueron entre 10 y 70 g./ml . 

NOTA: Al comparar las temperaturas registradas en el termómetro 

del aparato con las de un termómetro colocado en una de las cel 

das por medio de un tapón de corcho, se vi6 que no coincidían -

exactamente, por lo que hubo necesidad de hacer una tabla de e

quivalencia de temperaturas. 
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Medición de la concentración y cálculo de la actividad espec1 

fica. 

De las l ecturas de absorbancia determinadas a 260 nm (es-

pectrofotómetro Zaiss M 4 Q III) en celdas de cuarzo de un ce~ 

t1metro de paso, se calculó la concentración de los ADNs en -

las soluciones, sabiendo que una unidad de densidad óptica co-

rresponde a una concentración de SV'g. de ADN/ml. 

Para determinar las actividades especificas se tomaron 

alícuotas de las so l uciones de ADN de concentración conocida, 

se les agregaron mezcla de centelleo Bray y se les midi6 las 

radioactividad en un contrador de centelleo liquido Nuclear -

Chicago. A partir de estos datos se sacaron las actividades 

especificas, utilizando la siguiente fórmula: 

cuentas/minuto 
unidades de D.O. 

Fraccionamiento de las secuencias únicas y repetitivas 

(con ADN( 14c)y con ADN ( 32P)). 

Esta técnica est~ basada en lo siguiente: Se desnaturali 

za el ADN marcado y roto y se deja renaturalizar hasta un Cot 

suficiente para que las secuencias repetitivas se encuentren 

apareadas pero no las secuencias únicas (8). Después se sep~ 

ran ambos tipos de secuencias por cromatografia con hidroxia-

patita. 

a) Desnaturalización. 

E l ADN marcado y roto se desnaturalizó en un medio 

con la composici6n siguiente: 
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0.14 M P.B. 

0.4% S.D.S. 

10- 4 H E.D.T.A. 

La desnaturalización se llevó a cabo poniendo la solución 

de ADN en un baño de aceite a 100 ºC y contando 3 minutos a -

partir del momento en que la solución alcanzó la temperatura 

de lOOºC. Esto quiere decir que anteriormente hay que medir 

un tiempo cero con un buffer de igual composición (exceptuan-

do el ADN) y un termómetro dentro. 

b) Incubación o renaturalización. 

Después de la desnaturalización la solución se en 

frió r~pidamente a 60ºC (en esta parte también hay 

que medir antes el tiempo que tarda la solución en 
I 

enfriarse, son ayuda de hielo picado, de lOOºC a 

60°C y en ese momento empezar a tomar el tiempo de 

incubación) y se incubó a la misma temperatura por 

un tiempo suficiente para obtener un valor de Cot 

de dos. En ese momento se pasó la muestra a través 

de una columna de hidroxiapatita equilibrada a 60ºC 

con un buffer de la siguiente composición: 

0.14 M P.B. 

0.4. S.D.S. 

y se empezó a lavar con el mismo buffer. 

c) Lavados y elución. 

Se fueron colectando fracciones de 1 ml. aproximad~ 

mente, tom~ndose alícuotas y midiéndole la rad ioac-
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tividad . Cuando ya no salieron m~s cuentas de la 

columna (es decir, todo el ADN de hélice sencilla 

· había sido elu1do) , se lavó €sta con varios volU -

me nes de 0.14 M P.B. para quitar el S.D.S. que pudo 

haber quedado en la columna. 

Finalmente, se eluyó con 0.48 M P.B., el ADN que hab!a per

manecido en la columna y que representa el ADN repetitivo. Se 

comprob6 el final de la eluci6n midiendo la radioactividad de 

las fracciones. 

d) C~lculos para la renaturalización. 

El tiempo de incubación necesario para llegar a un 

Cot de dos, se calculó con la forma siguiente (1): 

Cot = moles de nucle6tidos/lt.x segu~ 

do X 1.3288. 

La última cifra de esta fórmula es el factor de co

rrección (tomado de la tabla 4) uti l izado para tornar en cuenta 

el aumento de velocidad que sufre la reacci6n al llevarse a ca

bo en una concentración mayor de fosfatos (se ha acordado que 

el factor es 1 cuando la concentración de fosfatos es de 0.12 M 

6 0.18 M de cloruro de sodio). 

En cuanto a la concentración de nucle6tidos €sta se 

convirtió a rnoles/lt., tornando 327 g. corno el peso molecular pro 

medio de un nucle6tido. 
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Molaridad Velocidad Molaridad Molaridad Ve locidad 
de cation relativa de P.B. de cation relativa de 
Monovalente reasociaci6n Monovalente reasociaci6n 

0.115 0.0000 0.01 0.465 3.8841 
0.030 0.0016 0.02 0.480 4.0085 
0.045 0.0133 0.03 0.495 4.1300 
0.060 0.0453 0.04 0.510 4.2487 
0.075 0.1021 o.os 0.525 4.3646 

0 . 090 0.1831 0.06 0.540 4.4778 
0.105 0.2858 0.07 0.555 4.5884 
0.120 0.4063 0.08 0.570 4.6964 
0.135 0.5410 0.09 0.585 4.8019 
0.150 0.6867 0.10 0.600 4.9049 

0.165 0.8404 0.11 0.615 5.0056 
0.180 l. 0000 0.12 0.630 5.1040 
0 . 195 1.1633 0.13 0.645 5.2001 
0.210 l. 3288 0.14 0.660 5.2941 
0.225 l. 4954 0.15 0.675 5.3860 

0.240 l. 6619 0.16 0.690 5.4758 
0.255 l. 8277 0.17 0.705 5.5636 
0.270 1.9920 0.18 o. 720 5.6495 
0.285 2.1544 0.19 0 . 735 5.7335 
0.300 2.3146 0.20 0.750 5.8157 

0.315 2.4722 0.21 0.825 6.2009 
0.330 2.6271 0.22 0.900 6.5478 
0.345 2.7791 0.23 0.975 6.8613 
0.360 2.9280 0.24 l. 050 7.1457 
0.375 3.0739 0.25 1.125 7.4047 

0.390 3.2167 0.26 l. 200 7.641 3 
0 . 405 3.3563 0.27 l. 275 7.8582 
0.420 3.4929 0.28 1 . 350 8.0575 
0.435 3.6263 0.29 l. 425 8.2412 
0 . 450 3.7567 0. 30 l. 500 8.4110 

Tabla No. 4. Velocidad de reasociac.i6n del ADN, en función de la 
concentración de sales. Tomad a del articulo de 
Britten (43). 

Ho l ari<la~ 
ue P. E . 

0.31 
0.32 
0.33 
0.34 
0.3 5 

0. 36 
0.37 
0.38 
0.39 
0.40 

0.41 
0 .42 
0.43 
0.44 
0 . 45 

0.4 6 
0.47 
0 . 48 
0.49 
o.so 

0 . 55 
0.60 
0 .65 
0.70 
0.75 

o.so 
o.as 
0 .9 0 
0. 95 
l. 00 
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e) La columna de hidroxiapatita. 

La mejor manera que se encontró para tener la colum 

na de hidroxiapatita en las condiciones antes des -

critas, fue la siguiente: a una columna de vidrio -

con camisa (12 x 1.5 cm.) se le hizo circular agua 

a 60°C con ayuda de un termomix adaptado a la cami

sa. La columna se conectó a una bomba peristáltica 

{Buchler, Polistaltic Pump) y ésta a un colector de 

fracciones. La bomba Peristáltica se us6 a una ve

locidad de 3 en "low", de manera que el flujo era 

relativamente rápido, (13 gotas por minuto), pero -

sin que se empacara o rajara .la columna. El colee 

tor de fracciones se ajust6 a un cambio cada 17 go

tas (1 ml.). 

El baño de agua del termo-mix, se us6 también para 

incubar el ADN. 
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RESULTADOS 

Curvas de c r ecimiento. 

Se hicieron curvas de crecimiento de la cepa 74-A en medio 

de Vogel con b a jos f osfatos y de la cepa Ad-S-a en medio de Vo 

gel adicionado de adenina, con el prop6sito 'de determinar el -

periodo adecuado de crecimiento para la extracci6n del ADN. 

En la curva correspondiente a la cepa 74-A (figura 3), se 

observa que el crecimiento del microorganismo tiene un periodo 

lag de unas dos horas, después del cual empieza un crecimiento 

logaritmico con una velocidad de duplicaci6n de 3.5 horas hasta 

que a las 16.5-17 horas, el crecimie nto entra en su face esta- · 

cionaria. 

En la curva correspondiente a la cepa Ad-8-a (figura 3), se 

puede ver que el crecimiento del microorganismo tiene una fase 

lag raucho más larga (alrededor de 11 horas) , después de la cual 

pasa a un período de creciniento logar1tmico con una velocidad 

de duplicaci6n de 2.5 horas. Finalmente, el cultivo empieza a 

entrar en su fase estacionaria a las 20 horas de incubaci6n. 

Debido a las observa ciones anteriores, se fijaron los t f em

pos de incubaci6n en: 15-16 horas para la 74-A. 

19-20 horas para la Ad-8-a 

Los anteriores períodos de incubaci6n se fijaron usando el 

criterio de c osecha r e l micelio en la fase c e crecimiento log~ 

rí tDica t a r d ía, pue s e s tá reportado (40) q ue en este periodo de 
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crecimiento el ADN tiene su máxima actividad especifica y es 

d~spués de este momento cuando el rendimiento de ADN por gr~ 

mo de micelio empieza a bajar, con el consecuente aumento en 

prote1na. 

Purificación del ADN. 

Rendimiento del cultivo. 

Se obtuvi eron unos rendimientos de 0.8 g. de micelio li~ 

filizado por litro de medio de cultivo para la cepa Ad-8-a y 

1.3 g. de micelio liofilizado por litro para la 74-A. 

Rendimiento del ADN. 

Las gráficas de las figuras 4 y 5, representan la purifi

caci6n del ADN c14c) y del ADN ( 32P). El rendimiento que se 

obtuvo siempre, fue un poco mayor de 30 unidades de densidad 

6ptica por gramo de micelio liofilizado. 

Esta cantidad es mayor a la que reportan Dutta y Ojha (7), 

quienes obtienen 20-24 D.O./!. de micelio l iofilizado. 

Capacidad de la hidroxiapatita. 

La hidroxiapatita que se utiliz6 tiene una capacidad de 

1.65 D.O./ml. de hidroxiapatita empacada. Esta cantidad está 

dentro del promedio reportado, aunque se ha escrito sobre hi

droxiapatitas que adso:i:ben 20 D.O./ml. (6) . 

Pruebas de pureza. 

A todas las muestras de ADN purificadas, se les midi6 la 

absorbancia a 260, 280 y 230 nm. y se calcularon las relaciones 

A260/ A280 y A260/ A230. Debiendo obtenerse los siguientes va-

lores para tener una pureza aceptable: 
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o.o. 260 nrn. = 1. 9 + 0.1 
o.o. 280 -nm. 

o.o. 260 nrn. = 2.2 + 0.2 
o.o. 230 nrn. 

Una vez que las muestras de ADN habian pasado la prueba a~ 

terior, se les hizo una curva de fusi6n (Tm). Como todas ellas 

fueron muy similares, solamente se muestra una en la figura (.6). 

En esta gráfica se ve que la muestra re6ne las dos caracteristi-

cas más importantes desde el punto de vista de pureza e integri-

dad, que son las siguientes: 

1. IIipercromiciclad de por lo menos 25%. 

2. No elevaci6n de la absorbancia antes de llegar a 78ºC. 

Otras caracteristicas importantes que se observan en 

esta curva son: 

l. Tm (temperatura media de fusi6n ) de 91ºC (medio grado a 

rriba de ld temperatura reportada en la literatura). 

2. Curva bifásica con aproximadamente 25% del ADN como frac-

ci6n de bajo contenido de G+C. Esto quiere decir que se 

está conservando, en la purificaci6n, esta fracci6n tan -

importante, sobre todo, para experimentos con ADN repeti-

tivo. 

3. La transici6n térmica fue aproximadamente 80ºC a 98ºC. 

f) Actividades especificas. 

l. Actividad especifica del ADN c14c) = 10,000 c.p.m./O.O. 

La actividad obtenida es muy buena, pues es más de 3 ve-

ces superior a la que reportan Dutta y colaboradores (40) 

cle un micelio de 48 horas de crecimiento. Sin embargo ~ 

llos aclaran que ADNs con actividades especificas de va-
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rios cientos de c.p.m. por microgramo han sido obteni 

dos utilizando este método de marcaje. 

2. Actividad especifica del ADN c32P ) = 100,000 c.p.m./D.O. 

Esta actividad especifica es la mitad de lo que opti~ 

nen Richrnan y Dutta (39) con el mismo método de marca 

je. 

Fraccionamiento por cromatografia de hidroxiapatita. 

(utilizando los ADNs marcados) 

El ADN marcado y roto, se desnaturaliza y se incuba hasta 

un Cot con valor de dos. En ese momento todas las secuencias 

repetitivas del ADN Neurospora crassa se encuentran reasocia-

das, mientras que las secuencias únicas no (8). Las figuras 

7 y 

ADN 

8 representan el perfil de eluci6n del ADN (ADN c32P) y -

14 ( C) , al pasarlo por la columna de hidroxiapatita en las 

condiciones descritas en material y métodos. El pico A. de ~ 

has gráficas, representa el ADN que permaneci6 como hélice se~ 

cilla al llegar a un Cot de dos y el cual sali6 de la columna 

inmediatamente. El pico B representa la eluci6n del ADN que -

se encontraba reasociado al llegar a este Cot y que qued6 adsor 

bido a la columna. 

En el fraccionamiento del ADN C
32P) (figura 7), el ADU que 

se encontraba reasociado equivale a un 12 . 9 del total. En el 

ADN c14c) (fig. 8), el ADN que renaturaliz6 a ese Cot represe~ 

ta un 12.5 % del total. 
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orscusrmr. 

Curvas de crecimiento. 

Con ayuda de las curvas ae crecimiento, se encontraron 

los tiempos de incubaci6n adecuados para obtener, en las co~ 

diciones utilizadas para .el cultivo, un micelio en una etapa 

6ptir.1a para la purificaci6n del ADU c14
c) y ADN c32P). Con 

etapa 6ptina, me refiero a que se obtenga una buena cantidad 

<le micelio, y que el ADH marcado que se purifique de él, ten 

ga las siguientes caracter1sticas: 

a) La mayor actividad espec1fica posible. 

b) Un alto rendimiento de ADN por gramo de mi 

celia liofilizado. 

c) Una cantidad relativamente baja de prote1na 

que facilite la purificaci6n. 

Todas estas caracter1sticas se reúnen si se cosecha el mi 

celia en fase logar1tmica tardía (40). 

Pure za del ADl:T. 

r: n cuanto a la calidad del AD!l purificado, esta es bastan 

te buena según los criterios de pureza expue stos en la secci6n 

co rre spondiente de resultados, es decir: 

a) Relacione s de absorbancia A260/280 y A260/230. 

b) En relaci6n a la curva de fusi6n, las caracter1sti 

cas n~s inportantes des de el punto de vista de pu-

reza e integrida<l son: 
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l. Hipercromicidad de por lo menos 25 %. 

2. No elevación de la absorbancia antes de llegar a una 

temperatura de 78 º C. 

Además de lo anterior, las curvas pre sentaron las siguie~ 

tes caracter!sticas, las cuales son cl~sicas para AmJ de tT. -

crassa: 

1. Tm (temperat~ra media de fusi6n). 

2. Curva bif:isica en la cual se ve claramente q.ue un 25% 

del ADU representa la fracción de bajo contenido de -

G+C . 

El segundo punto indica que en la purificac-ión se está 

conservando !ntegra esta fracción en la cual se encuentran 

gran parte de las secuencias repetitivas (34). 

Actividades espec!ficas. 

El método de marcación utilizado para los ADils fue satis-

14 factorio, sobre todo para el C como ya se comentó e n la sec 

ci6n correspondiente de resultados. 

Fraccionamiento por cromatograf1a de hid rox iapatita. 

Al observar las gr:ificas de las figuras 7 y 8 se puede ve r 

que aproximadamente 12.5% del ADN( 14c) y 12.9% de ADN c32P) -

hab1a renaturalizado en el momento en que s e pas6 la n ezcla -

de incubación por la columna de hidrox iapatita (es de cir, cua~ 

d o se lleg6 a un v a lor d e Cot igual a dos). Estos va lores s on 

ligeramente mayores que el que reporta Dutta (8) y que ~s e l -
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que en general se reconoce corno el porcentaje de ADN repetit! 

vo que contiene el ADlI total ue n o urospora crassa (que es 

10-12%). 

Para estudiar la regulaci6n genética y diferenciaci6n ce

lular a un nivel muy fino, se podr1a aislar un determinado g~ 

ne, de preferencia el de una enzima clave en la regulación de 

una v1a metabólica (de esta manera, se tendría el panorama de 

la regulación a varios niveles), y obtener los patrones de 

transcripción de ese gene bajo diferentes condiciones. 

· La purifica ción del gene se haría aislando primero su l'.RN 

mensajero específico. Después, se podrían seguir dos caminos: 

1) Sintetizar el gene "in vitre", utilizando una transcriptasa 

reversa (19), ó, 2) Hibridizar el Aru~ mensajero con ADN total 

y pasar por hidroxiapatita. Posteriormente, eluir, tratar con 

ribonucleasa y volver a pasar por la columna de hidroxiapatita 

(e). Los fragmentos de ADN de hélice sencilla que salgan de la 

columna, serán los genes que codifican para ARN. Para la cuan 

tificación de l a transcripci6n, se utilizaría el método descri 

to e n la Sección titulada: "Estudios con ADN de rl eurospora era 

ssa". 

E l paso lirnitante de este procedimiento, e s l a purificación 

del ARN mensajero · c m-A~) que se desea. Para obtener r:i- J\RJJ s -

específicos existe n, básicamente, dos tipos de técnicas: 1) f i

sicoquímicas, de entre las cuales destaca el e n p l e o d e g r aCi e n

tes de saca ros a (44) y, 2) Inrnunol6gicas, las cuales s e bas an -

en la espec i fi cidad de un anticuerpo d irigid o contra la c a<lena 

polipept!dica naciente en los polisornas (41). 
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Hay algunos m-ARUs que se han aislado, con relativa fac! 

lidad, por métodos fisicoquimicos (44,45,46,47,48,49), y o -

tros por m~todos inmunol6gicos (SO, 51, 41, 52, 53, 54, 55). 

Sin ernbarge h a y muchos m-ARNs que presentan todav1.a serias 

dificultades para su aislamiento. Los métodos inmunol6gicos 

son, en mi opini6n, los que presentan mayor versatilidad. Ade 

más se siguen .perfeccionando, prometiendo convertirse, en un 

futuro cercano, en un método general con el que se pueda pur! 

ficar cualquier m-ARN especifico que se desee. 

Al revisar l os trabajos que se han hecho sobre transcrip

ci6n del ADN repetitivo en u. Crassa, es notoria la gran im -

portancia que tendría inve stigar si existen en este hongo ARN 

mensajero y ARN nuclear (no ribosomal ni de transferencia) , 

que prove ngan de secuencias repetitivas. Si los hay, seria -

interesante estudiar su metabolismo de la manera llevada a ca 

bo por Lod ish en o tro organismo (19); y asi obtener datos sobre 

la función de las secuencias repetitivas. 9tro aspecto intere

sante, y del cual no se tienen datos en N. crassa (ni en ning6n 

hon r~o ) , e s e l análisis de intercalamiento de zonas repetitivas, 

el cual se podría llevar a cabo utilizando la metodol ogia de -

Davidson y colaborad ores (37). 

Algo que resultar1a muy interesante y de gran trascenden -

cia seria hacer estos estudios sobre genes individuales, para 

lo c ual serí a n e c e s a rio, también, el aislamiento de genes esp~ 

cí 2 icos. 
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Fig. l. Curso de una reacci&n ideal de segundo &rden, dada para 
ilustrar la presentaci6n de los valores de Cot en una escala lo 
gar1tmica. En el eje de las erdenadas aparece la fracci&n de = 
ADN que permanece como balice sencilla. 
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Pig. 2. curva de fua16n del ADN de Neurospora crassa purificado 
por outta (1), utili1ando el m~todo de Britten. 
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Fig. 3. Curva de crecimiento de la cepa 74-A (O) crecida en medio 
m1nimo de Vogel (de bajos fosfatos) al 2% y sacarosa al 1.5%. ~e 
grafica peso seco (en 100 ml. de medio) contra tiempo de incuba -
c i6n. Se presenta también, la curva de crecimiento de la cepa 
Ad-8-a crecida en medio m1nimo de Vogel al 2%, sacarosa al 1.5% y 
a denina al 2. 5' (1). 
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Piq. 4 ... dioaetividad de la• fraccion .. obtanidaa en lo• lava
do• o 1luc1onea efectuado• en el cur110 de la pur1f 1aaa16D del -
Am 11 C). Laa fraccione• del 1 al 5, repr-ntan la-do• con -
0.24 M-P.B., 8 M urea. Laa del 6 a 8, lavado• con 0.014 M P.B. 
y f1na1-nte 7, 8 y 9 laa elucion•• con O.U 11 P.B. 
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Fig. S. Radioactividad de las fracciones obtenidas en loa lavados 
y elu~!onea efectuada• en el tran•ourao de la purif icaci6n del 
Ami ( P). Las fraccione• del 1 al .3, representan lavados con 
0.24 M P.B., 8 M urea. Laa numeradas del 4 al 6, lavados con 
0•·014 M P.a. '/ finalmente 7 , 8 y 9 las eluciones utilizando O. 48 
M P.B. 
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Fiq. 6. A todos los ADNs purificados, se les determin6 la tempe
ratura media de fusi6n en un espectrofot6metro UNICAM SP 1800 en 
las condicione• descrita• en la parte correspondiente del cap1tu 
lo de Material y Mltodos. Como todas ellas fueron muy similarei, 
s6lamente se presenta una. 
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Fig. 7. Perfil de eluci6n del ADN (32p) de la columna de hidro -
xiapatita, (equilibrada a 60ºC) , seguida por la rnedici6n ·1e l n -
radioactividad de una alícuota de cada fracci6n colectad a (1 ml.). 
El pico A, representa el ADN (32p) que se encontraba corno hélice 
sencilla al terminar la incubaci6n (Cot = 2) y que sali6 iruned ia 
tamente. El pico B, representa la eluci6n del ADN (32p) que se-
encontraba como h~lice doble al finalizar la incubaci6n, y por lo 
tanto habta quedado adsorbido a la columna. 
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Fig. 8. Perfil de eluci6n del ADU (14c) J e la colunnu. de h i<'lroxi~ 
pa tita (equilibrada a 60ºC) , seguida por la me<lici6n <le la radio
actividad de una al1cuota dÍ cada fracci6n colectada (1 rnl.). El 
pico A, representa el ADN ( 4c) que se encontraba como hélice sen 
cilla al terminar la i ncubación (Cot = 2) y que sali6 de la coluiñ 
na inmediatamente. El pico B, representa la eluci6n del ADN (14c) 
que se encontraba corno h~lice doble al finalizar la incubación, y 
por lo tanto hab!a quedado adsorbido a la columna. 
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COHCLUS IOHES. 

l. Para las condiciones de crecimiento y rnarcaci6n que 

se utilizaron, el mejor momento para cosechar un mi 

celia adecuado, es el siguiente: 

Cepa Is6topo Tiempo de incubaci6n 

74-A 32p 15.5-16 horas 

Ad-8-a 14c . 19 - 20 horas 

2. Se puede conclu1r tambi~n que el m~todo de cultivo y 

el de marcaci6n son adecuados. 

3. La adaptaci6n del método de purificaci6n de Britten -

presentado aqu1, fue satisfactoria. Aunada a su faci 

lidad de montaje y manipulaci6n (ver ventajas en in -

troducci6n) , se obtuvieron buenos rendimientos de ADN 

cuya pureza y calidad fueron encontradas satisfacto -

rias. 

4. Al llevar a cabo la técnica para separar secuencias ú 

nicas y repetitivas se obtuvieron unos porcentajes de 

ADN renaturalizado muy parecidos al que se reporta co 

rno ADN repetitivo en Neurospora crassa. Por ésto, se 

sugiere, hubo separaci6n de las secuencias únicas y -

repetitivas del ADN. 
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