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PRESENTACION.

En la ultima década hemos presenciadc un incremento impresionante en. el
comocimiento a nivel molecular de las funciones celulares, debido principalmente
al desarrollo e invencidn de rnuevas técnicas de estudio, mejorando asi la forma
da afrontar las incdgnitas planteadas. Dentro de estas técnicas, las
ralacionadas con el ADN recombinmante han sido las que han mostrado un  mayor
adelanto, y las gue han permitido estudiar y/o manipular de una mejor manera’

fenémenos biolégicos in vitrg e in vivo. Esto ha permitido profundizar a nivel

molecular en los diferentes eventos y funciones celulares (e.i. duplicacion,
trdnsito intracelular, comunicacidn intra vy extracelular, diferenciacidn,
crecimiento, senecencia, muerte, etc.), asi como mostrar la relevancia de la

estructura de las proteinas en su funcidn, al permitir cambios de secuencia vy

valorar su actividad tanto in vitro como en modelos bioldgicos, permitiéndonas

acercar cada vez mds al evento celular en estudio. Sin duda, la gran ayuda que

nos brindan estas tecnologiés, nos dardn en el futuro toda wuna nueva gama de
’ ’ ;o

i,

s 4.
conacimientos obtenidos a partir de du aplicacién en la investigaclién bdsica y

aplicada.

Este trabajo se enfoca en la edtrategia para la clonacién del gen de la
Hormona Disparsora de Pigmento (HDP), como parte de un proyecto gue tiene como
objetivo estudiar los mecanismos involucrados en la‘ regulaciﬁn de la expresidn
génica de la neurona peptidérgica; principalmente, valaorar en gque grado influye
el estimulo nervioso sobre los posibles puntos de regulacidn en la biosintesis
peptidica.

“ .
.‘ Como introduccidn se proporcionan los corocimientos elementales a nivel de

comunicacidén celular y biocsintesis peptidica, posteriormente se mencionan

brevementé[ ejemplos de regulacidn en los diferentes pasos de 1la biosintesis



peptidica. Finalmente, se provee informacisén del modelo,Dioldgit6 fémpiéado;‘asii

)
| como el conocimiento actualizado en la fisiologia de la HDP.
La Gltima parte de este trabajo presenta la estrategia emﬁieada,aay

! los resultados obtenidos v su discusicn. Co B
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1 GENERALTDADES,

La celula, como wnidad de 1o 'seres vivos, ha ' tenido  que ussarrollar

mecanismos que ie permitan regular sUs procesos’ con talo de adap O uima meE o

manzra a les cambios ambientsles.. Para ese fin,/@n los - organisnos umddlulares zo,

presentan miltiples ejemplos de regulacison a pivel 'de espre

on genica; sobre tods

en la forma de como se adaptan  a la carencia de detarminaads) mstsbolitos

imprescindibles para su sobrevivencia; ejemplos de esto scon los operones ..que

regulan &l metabolismo de azicares o amimoacidos. Bajo esta estrategia, ilos

organismos unicelulares presentan la capacidad de adaptarse a

bioldgicns para el estudio de los mecanisma;que

celular (40,122),

Conforme los organismos unicelulares han evolucionadn - e
permitido la intgvaccﬁdn entre celulas del mismo tipo For
multicelulares. Dos tipos
estructuracidn, en 21 cual las células gue mantienen

diferenciarss. Fara el caso de las algas verdes, estas

cooperatividad cde funciones (S&). Este tipo ae intEFaCL’DUL

permitieron la aparicion y desarrcllo de los organismos o multicelula




e
~

variedad de formas de 1nte»:omun1cac1nn celular (6)

manara da  mantensr  las funcionss corporales: dentro s l;mlteﬁ

subgistencia de los individuos vy, una mejor adaptauxon A 105 cavoios del

La complejidad de la respussta a wna determinads situacion se incrementa “eén la:

medida que wun mayor namero de celulas vy moléculas e%ectoras SE entuentran‘
involucragas. Como consecuencia el estudio de los elementos cue pdrt1c1p=n = n1ca{
mds dificil. Como ejemplo podemos citar los eventes involucrados . en manrenpr la;ui

presidén sanguinza, donde participan hormonas, neurotransmisores y. D»Dstaglanﬁluas.

Eventos como €1 anteriar reguieren de sistemas gue permxtan ccordl

diferentes celulas que participan en 1a respussta, mnantenienda asi
interno (homedstasis). Como wna recesidad de integrar . las - funciopes

principales sistemas involucrados en dicho evento A surg

neurcenddcrirg, =zn @l cual se wren por un lado los méd;aéaér
enddcrinas (hormonas) y, por el otro, la reurotransmision. Eﬁ éﬁbasv UNCiones:
neurcpeptidos Juegan un  papel importénte" como molécuigsi‘me
transmision de un mensajé QE una cé&lula a otra.

El sistema rnewroendicring esta constituido pov

caracteristica de gecretar moleculas sobre el torrente circulator

cual pusden llegar a cada una e las células que corforman al orga
libaeracion gsa2 wroducae en respuesta a un estinulo - nerviost=Esta

muchos ce los casos reqgulan la secrecidn glandular (700, los proqgc’

de éstas a su ver pusden controlar entee otras cosas la ]iberéci&ﬁ o-sihtesis Aéik
mismo efector rmeurcendocrinrg, 1o que se concce como efécg
negativo (39).

Este proyecto contempla como objetive final yaquar

tener el estimulo nervioso sobre la biosintesis. peptidics,.elig




)

cuantificar -~ el ARNm de’ la Hormona Dispérsoira

Procambarus clarkii, en el cual se conoce 'su’ i

variacionas sufirridas

(FY, asi como los

clomacion del gen de la HDP, el cual servira para la cuantifitacion a1 MRNm

especifico de la hormaona.



2 : cmummcmm CELU_AF‘

ﬁ) TIPOS DE CDFUNICAPLDN

Toda5'1é~‘celu'as que’ part1c1pan en. el'contrul de las funciones del organismo

presentén,mecan mps que Lesrpermiten identificar onrtunamente cualquier cambio en

su entorno

o iguea ssu’vez peimite originariiUna respuesta especifica. En el

se'déscriben los diferentes - elementos ©on los que se cuenta para

dJs diferentes . tipos de comunicacién-celular - comprenden fundamentalmente 3

clases (&) 1) comunicacidén mediada por mensajeros. guimicos: 2) comunicacion

mediada - por contacto celular  directo  y 3} chmjinicacién mediada por  uniores
comunicgh;es,' Dichas estrategias. permiten mantensr uma comunicacion entre los
diferentes tinoé Célulares y coordinar de una mejor manera las diversdas funciones

corparales.

La comunicacidn,'mediada por mensajeros  quimicos se caracteriza por la

iibaracion. d@ una molécula a partir de una célula efectora que interactuard con una

célula,bl;h@oI,Eéte tipo de conmunicacidn puede clasificarse en I tipos atendiendo a
la distanc;a‘due tiene que recorrer la molecula para efectuar su - accidn (Fig. 1):
n)—‘de~xtip0‘;ehqdcvino. auando a2l mensajero empleadd es 1t bey UG 'élr ﬁorrenﬁe
cir;uléﬁofic ¥ actds sobre una célula blanco a una distancia considerable del punto
donde Fue 1ibérad$: B) De tipo pardcrino, cuando el mensajero es liberado en el
1ntevséici6 ;éélﬁ actuando en las celulas vecinas (dentro de este tipo de
ccmuhi;éc1hd §$démcs encontrar a la transmision ‘Sinépticé? la cual se realiza en

una uﬁidn n=pec1alxzada entre dos newonas, Fig. 10) .y Q) de tipo autdcrino, cuando

13 mblécﬁla li! ada actta sobre la misma célula~que'1é libera.
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CELULA ENDOCRINA ENDOCRINA

SAMGRE

" CELULA BLANCO

SINAPTICA

SINAPSis

ERYI0SA NEOROTRASMISOR

CELULA BLANCO

B

PARACRINA

QUIMICO LOCAL

D

AUTOCRINA

HMEDIADOR QUIMICO LOCAL

CELULAS BLAHCO

FIG. 1) DIFERENTES MECANISMOS DE COMUNICACION MEDIADOS POR FENSQJERQS QUIMICOS.
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A e S
AL WA G N O

los!,

ciclicos

asociados

AMPe

(P ctexr\rmasa A) 2]

(Proteincinasa ©) (E:?.)‘, e:tas cbs ulumas reguier en d~= la pr
GPe (127). De las tres Dt unen as se han descrito submase:,

el “Factor

variedad en su aﬂnidad Qo que-las’

(B2,127,177y, Euwisten.a 'su

BEGQUACHS  WENEajaros  Tomg

proteincinasas - présentan una E"pecrﬁcidad por‘

prot2ina bla

tirosina, 1o

positiva., La  cesachivacidn cel dicho

fostatags. (1E,17), '.=.um=nc.‘:' 351 Dtru puntc de cont; Q‘
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AMPLIFICADOR

SENAL
EXTERNA
(PRIMER MENSAJERO)
\J
RECEPTOR
ADENILATO GUANILATO
CICLASA CICLASA
TRANSDUCTOR (G)

PRECURSOR
FOSFORILADO

TRIFOSFATO

DE
GUANOSINA
(6TP) ,

ADENOSIN
TRI(ZOTSPF)A T 4,5 BIFOSFATO DE
FOSFATIDILINOSITOL
MENSAJERO MONOFOSFATO Ay }
cicLICO
(6MPc) TRIFOSFATO
- (AMPC) DIACILGLICEROL  pp e eor
Y (IP3)
EFECTOR
INTERNO oned o
CALCIO
COMPONENTE , g
REGULATORIO
CaM
2 \
COMPONENTE \ ‘f\( A
CATALITICO } | psesesy o\ t\
| | ¢ »
)/ | % 1t {
ReP 0 ]S / X222ey X
CINASA A \\W, 23 e 44
RESPUESTA A e
CELULAR I

CINASA-C CALCIO
* CaM-CINASA

FIG. 2) MOLECULAS MEDIADORAS DE LA COMUNICACION CELULAR. Diagrama simplificade que muestra
los principales elementos en la transduccion de sefiales en las que se afecta las vias de AMPc, GMPc y

Fosfoinositidos. CaM: Calmodulina, TnC: Troponina C,




L4

anscripcion
e ..mplacul as
MUESTran . una 4TV i

Finacion. a8 oimer us

(17)) donge, en algunos. Cesos

(121,164,18%) .. El comin dexjomihadof*

reconocer una sectencia rucleotidica. espec

compuestos | modblidores.,

rucleotidics o en re:_;ionesvaleda’ﬁa_s,

la familia fos v.la Famil cuygs
elenentos responsivos: Tamtiiean

=-elemento.

Nado’ con la activacidr

tas:malanul

han recibido el nombre’’de: terceros mensajeros por estar asociada su-adtividsd a los

segundos (faos, jon)'.‘Pa‘ a-aguellos en que su activacion  involueora. ingravento de s

transcripcidn, ‘se les ha derominado genes d= respuesta inicial temsrana’ (20).,



C) MECANISMOS DE INTEGRACION. .

Los organismos multicelulares presentan un  gran nimere de:funciones™’ gue. son

comprenden  las respuestas que deben de ser tomadas per se;~T¢_ sreste

deben de mantener una estrecha comunicacidn para mantenar la naness

constante sobre determinada

cuando son liberados en el espacio sindptico (70). Esta Drganizaéidﬁ ihcfemeﬁfa :eﬁ‘
complejidad cuando se requiere de diferentes efectores para una déﬁarminada
condicién fisiologica. Por tal motivo, se han desarrol lado ~ Simul taneamsnte
mecanismos que mantienen una influencia reciproca entre las diterentes células
efectoras, lo gue permite integrar el funcionamiento de los diferentes efectores
involucrados en determinado evento. En la mayaria de los casos esta coordinacion de

respuestas es realizada por el sistema neuroendécrino, en el  cual se unen las

caracteristicas del &N (contacto directo con el exterior o interior a  traves oz



eventos que se suceden en 1los eJes newoendocrinos, donde tdda
aventos
control. Ademas, es posible que las células participantes pr"esénte

que les mantengan informadas de los niveles del efector fina

ellos el més estudiado es tal vezr el gue controla la

(&1,130), asi como también, dependiendo del tipo in-Fluyénfién el transporte. de
electrolitos y la distribucién del A&gua‘en los tejidos, .  ademds’ o prasentar

miltiples regulaci'onas ‘a .nivel del SN en donde pueden modul ar ,lé\sihtesis épt{dica

(71) o la actividad eléctrica neurcnal (161). La regulacion de? 3

su liberacion de un factor hipotalamico, asi. como ]

(40, 122), encontrandose presente inclusive. en. brganismoé‘ uni (él 1z

mantiene a su cargo actividades que estdn kelacionadas con “lash




(donds ~ en 108 mamiferos :Un- papel: may. importante

tivatdeas) (130,132). En’ dicho: efecto, ‘las diFerentes*gcélulas_eﬁectaras

influida su liberacién Hormonal se encuentran moduladas: por

cual presenta una attiQidad ééclica‘durante las 24 Hrs}‘i_‘
encuentra sincronizado pDr'ééffmuiDs externos directcsr(éiglb i1
En los mamiteros se ha esﬁablecido la presencia de un grubdrfn
actividad elactr-ica o iiberacidn da vasopraesina F{ﬁmi'
supraquiasmdtico (140){ su  actividad ciclica se mantgen

estimulos externos continuos (luz  u oscuridad)

relacion que prasentan los mecanismos de contiol horma

mdcleo  supraguiasmitico se han encontrado terminaciones:nerviosasip

la retins (en forma precisa de las calulas ganglionarés)j

intervienen en la coordinacién del cicio (114). Mait;ﬁié§ i Vés~péptidi;ds
presentan cambios circadicos en su  concentracidn en‘lgs;;lidgidqs!énkﬁokéiééfle o
inclusive en los tejidos :mismos (Adrenocorticotropina ‘(1155‘;Qasopre%ina,‘k170);f
Calcitonina (95), Tirotropina (1S5), Hormona Liberadora de Tyikotrép‘ma:7(2‘?"_,;:{{35
ete.) los cuales pueden estar influenciados por el ciclo luz;obscuridad ilQl.l7§)}

Bajo las estrategias anteriores, se puede integrar wuna gran parte defilas
funciones hormonales de acuerdo a la interpretaéidn del SN.sobre las MOd;ficéciohes—m<'
ucur;idas en el organismo, o bien controlar las actividades hormonales: a tfavés de
algun reloj biolegico. .

Las caracteristicas antes descfitas hacen del sistama neuroéﬁdddginb un:
elemento importante para controlar los niveles hormonales.  Este siSﬁe&aﬁrpér sq

importancia s2 encuentra ampliamente distribuido en los nganismos multiceLUlakes,'

siendo posible encontrarlo filogenéticamente muy temprano (Maluscoé’y(ES;ISi),.




gererales muy similares a las presentes en los mamifercs. Sin Embargo.fél
factores involucrados es menor debido al namare de celulas que los Ceons

Esta caracteristica ha permitido utilizarlos como modelos ds esﬁudio paras

diferentes eventos que controlan el funcionamiento de las neuwronas peptiderg as
forma coordinada a los diferentes efectores que afectan una célula
forma que es posible realizar la respuesta adecuada para céda.”u'
Para esto, cada efector presenta una

realizara

el eventa de transduccicn permitiendo asi una regulacidn mds Finé? 'Diéﬁo'cdhtrpl
pueda originarse como un efectq colateral del mismo fendmeno de transdQCcidn (é9>;
o bien, a consecuencia de la influencia de ‘una via de transduccion .di%érente
activada por otro efectof (22). Asi mismo, cada paso puede ser utilizado coma un
punto de amplificacien (6,12). Toda la organizacion intracelular se fundamenta en
la especificidad vy variedad que presentan los diferentes mecamsmos de

transduccidn, asi como la posible interaccidn en sus diferentes etapas.



Como se menciono  anteriormentd; un gran de efectores . nedroendocCr inos

Son peptidos. Estas moléculas son sintetizadas por via ribosonal como precursores

(B, los cuales sufriran modificaciomes para originar  un péptido’

d2 la informacion contenida en un fragmento del ADN _(un‘i'

incluye regiones tanto en el extremo 5' como en el 3' que no.

enzima para poder iniciar su actividad reconoce en

encuentran otras secuencias gue facilitan la actividad de esta enzima, entreella
se puede comentar: Caja CCAAT o GGBECE, secuencia gque se localiza "éntv’e 2

posicion -60 o —120 y secuencias regulatorias, gue influyen de una manera positiva’

<

A) Colocacién de un encasquillado en su extremo 5°, proceso que‘,'iﬁvo




=2l

“colocacidn. (de una-.guanina metilada por medio de ‘un enlace 5'-. S, ‘elemento

‘importante’ para Uniiee: al’ ribogoma. B) Extersion del extremo: 37, que comprends:la - .-

colocacién . de una cola de poli-A, en un sitio definido por la secuencia . consenso
(AAUAAA) (39). ©) Metilacidn de residuos de adenina, modificacion . necesaria paral .

-este.

proporcionar una mayor ~estabilidad al ARNm. D} Empalme (Splicﬁing) ;

que finalmente lo constituiran (exones) (Fig. 3), Este procesamiento se

ribonucleoproteéinas (171)  las cuales se auxilian en su actividad
especificas dentro del intvdén gue por si mismas delimitanm la regid

(en el 100 % de los casos se encuentra el dimcledtig‘.ar:

modifichciones anteriores se encuentran presentes en : 1
descritos hasta el momento.

Una vez que el transcrito primario ha sido canplétgme_ht'a
constituye asi, en 1a’ molécula de ARN mensajero maer:é.
transferida al citoplasma en cande se unird a los ribosomas, lyds,‘q e
ARN de transferencia permitirdn codificar al pr“el:ursdr Vp':ept di
procedimiento de traduccion (8).

El proceso de traduccicn involucra 3 pasos (inicviar_“‘mn

terminacien) (61). Conforme la sintesis - progresa.se.expone . el

precursor peptidico en el citoplasma, en cuyo extremo las prbtéihés. e ‘caben sar
e STy o

enviadas al reticulo endopldsmico presentan una secuencia de car acte:';‘étic'as

hidrofdbicas (péptido sefal) (52), la cual es identificada por una paé"t‘{cula de

reconocimiento (26), con lo que se produce una detencion del proceso de traduccion.

Durante este lapso los ribosomas interaccionan con  la membrana el reticulo



endoplasmico.‘mediante:un receptor e.épet:i?i’co parai:la‘particula: de reconocimiento,

por donde se transloca la cadena peptz‘dicai n—:«cienté (26 '

impulsando al peptido hacia el

dos organzlos tambien se producen otras modificaciones, entrel,

sulfataciones, acilacionss 0 s& agregan grupos como FOSFOifos

de estas

~dentro

ce la

praesenta el precursor (131). Todos estos eventos son de 'éb6§'impbrtan

obtencion. de un peptido completamente funcional o bien ‘proporc

medianta un proceso de gemacidn. Dicho proceso es'posible i qué,;iga_‘ dos camiros
(133): umo que recibe el r:\ornbre de via regulada la cuayl - gex‘\el"'a‘ré‘“;/es‘iculas cue
seran liberadas por la célul-a bajo alguna condicidn o estimulo determinado; o bien,
por la via no regulada, la cual guiard al péntido envesiculado directamente a la

membrana plasmatica en donde se liberard sin  tener contral  alguno sobre  dicho

procesn. En la seleccion de la via que ha de seguir la proteina,. no -se-h
una seruencia especifica determinante, por lo que su estructura daop jugar un papeal

importante.

~detectado



EXON™

"EXON:* INTRON o
. 6U UACUAAC— AG ARN PRECURSOR
CONSENSO ‘ CONSENSO
' 1ZQUIERDO DERECHO

COMPLEJO 25s

EMPALMOSOMA 35s

CORTE DEL EXON
IZQUIERDO Y
FORMACION DE LA
LAZADA.,

CORTE DEL EXON
DERECHO Y LIGACION
DE LOS EXONES.

GU

UACUAAC— AG

LIBERACION DE
EXONES EMPALMADOS
Y DEGRADACION DEL
INTRON

Fi1G, 3) PROCESO DE EMPALME. Estadios {dentificades durante el pro-
ceso de empalme, por medio de) cual se escinde un intron, destacéndose
las ribonucleoproteinas involucradas en cada uno de estos pasos.
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Dentro de las vesiculas los precuwrsores  sufren ios

cuales =@ encuentran determinados por aminodcidos' ba

que constituye al péptido maduro (54,158). Para ‘este

entificado

Lys—Lys,

'ag:iaseh-
la protedlisis limitada (33). Este corte es realizado‘ ’pox
cuales ven influido su reconocimiento a las secuencias 'a'ntéki:'dr
del precursor. Al raspecto, algunos experimentos con#’ier'e;ii'grxe

conformacién de B-plegamiento cercana a los aminodcidos :basico

realizado 21 corte, los aminoacidos bdsicos que queden . en log

peptidos . son retirados por carboxipeptidasas o amincpeptidasas’

axtremo. (166). La madw-acion completa del peptido involucra™ én. gt

'siqnévsr
modifica:iones en ambos de sus extremns; en los péptidos que lo requieren es ccm.xn
encontrar amidaciones en su ex‘tremo carboxilo, para le cual, ss necesita de una
glicina presente en el precwsor entre el ultimo aminoscicdo de dicho extremo y '—‘1‘c_|‘,s7'

amincacidos bdsicos de procesaniento (42). Este aminodcico posteriormente es:

utilizado para ceder su grupo amino por medio de una reaccion enzimitica reqlf a }
por una peptidilamidasa (Peptidil-glicin monocoxigenasa a—amidasa PAM) (42), :lé /c"ual';

requiere que el radical carboxilo esté libre, por lo cue debe realizarse en forma

previa el corte proteolitico dirigido por los amincacidos basicos; as:
escisidn de ellos (166). En lo que se refiere al extremo amino es posibklé'ev
en algunos peptidos la ciclizacidn del aminoadcido glutamira. ;

Una wvex gue los efectores peptidicos han sufrido todas ‘las VC_JdZ_L.‘Fl
co

pertinantes para adouiris el total de su actividad, las vesiculas @que os"

son almacenadas hasta su liberacidn.
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B) PRECURSORES PEPTIDICCS.

Los precursores peptidicos contienen la  secusncia que dara or

funcional, esta regidn puede ser uUnica o repetida, o bien ﬁreéé
precursor aiferentes peptidos con actividad bioldgica, fo quérséi
nombre de precursor poliproteinico (166). Cada una de dichés’
procesada para originar un péptidé maduro, teniendo en coﬁsidera;isnfia

procesamiento  antes descritas. Los precursores peptidicos }wuesﬁ

conservacidén de estos elementos, asi es posible encontrar dich
eucariotes unicelulares como levadura. Por ejemplo, el factor de apare

de levadura presents 4 copias de la secuencia del peptido en el precurs

(amincdcidos basicos y glicina) (123).
En Aplysia se presentan precursores poliprateiniéoé ) que
particularidades en su pro:esamiento: El precursor de la Hormona para la Postura de
los Huevos (HPH), la cual es importante en el procesc de postura de los huevos,
proviene de una poliproteina en donde, por procesamiento protecliiticao, 2s posible
generar hasta 9 peptidos. ae los cuales 4 han sido caracterizados fisiologicamente

(alfa. beta, gamma y HFH) (109). En esta misma especie se encuentra un peptiasn  muy

similar ail anterior llamado péptido A, cuyo precursor presenta una delecion gue




de

disul-Furo (no - presentes en la HPH), 'as:' como 'eh
destacandose la  importancia de dichas reaccn:me:. .er\
efectores (166). En’ insectos  la hovmc:na adxpocmet
metabolismo de lipidos, presenta un pr'ocesa:nlen_to
cadena precursora (cadena A), se convierte eni.‘u‘n:h_cm
moléculas de HAC~I y un dimero de un péptida -;‘ral clonado:a
(FRPHA)Y (63,64). En este ejemplo resalta asi mismo',

para el adecuado procesamiento del PRFEA (63), ya 'que

un par de aminoidcidos bdsicos los cuales no stren ~ear

si in vitre, destacando la relevancia de factores er at_elulare&. para el adet:.uado‘
procesamiento del! precurscr peptidico. Lta variedaq en estrLtctunja"de e’stas“'molé:ulas
proportziona  una singular importancia para los eventos - de Feé_uiécién.‘ 7siénao enr
algunos casos un punto determinante en la expresidn del efector. Tal vez el ejemplo
mds tipico en la actualidad de esta caracteristica es el procesamiento que presenta
el precursor de la.proomc?melanocortina (FOMC) .

El POMC es un precwrsor poliproteinico, que puede originar en forma tejido

especifica diferentes péptidos a través de un procesamiento diferencial (1023, En

el lobulo anterior (LA) de la pituitaria se expresa la Adrenccorticotropinaty. <"

Lipotropina, mientras que en el lébulo intermedio (LD se  prodice B-—MS‘H{(H&P&;S«}

Estimulante de los Melanocitos), ULipotropina, B#B-endorfina y CLIP (Pépt'i’dd del

Lobulo Intermedio Semzjante a Corticotropina). Ademas del procesamiehto_'d" férencxal;; o
que se presenta sobre asta molécula, es posible apreciar eventos 'ré&guiator os
distintos sobre su transcripcidn, asi, en el LA es posible encontr'ar‘.-,
positivo por el Factor Liberador de Corticotropina (3), mientras que, :

hay efecto por este factor, donde es posible apreciar un E-F_Eé.to o




dopamina (28). SRRt

lLos  neurcpeéptidos se - encuentran ampliamente distri nhidos” £ 1 log

siendo  posible encontr

(153); estos altimos son los  organismos  multicelulares::

rimeros en contar con un SN, Las actividades que . presentan’

HCOP, la cual comprende un gran numero de naukopéﬁtidos enct

gereros de  insectos o crustdceos (Tabla.1). En. estosiise’puedanidistingiir tres.

tipos de funciones: la de concehtracidn

regulacion del metabolismo de Jipi@os’

regula la  concentracion de  glucosa (67) pép;icﬁ:s e

csracteristicas estiructurales comunes (Tabls 1): pkésehtan,de,a a. 10-amincscidos

con el 2cidos piruglutamico en el extremo amino y £ extremo carboxilobloguesdo

por una, Tfenilalanina y triptofano en los residuos 4 vy 8 respectivam
segundo residuo pueds sar  leucina o valina y &1 tercero serina o.treonina.’la-HAC,
cuanco se administra a crustéceos, presenta una actividad regulator

concentracidn de pigmentos, mientras que la Hormona Concentrada

crustécens puede afectar el metabolismo de los lipidos

que se cuenta.

Actualmente se conoce la secuancia de un gran. numer _E:'é’é&&éyﬁr'&‘S-r;)epi:‘.id.i'cpé‘
de diferentes especies, lo que ha per'mitido. réa]i‘ga»? ‘Eéﬁldibg "co;npyar;-j:ii‘,\»/cs.:f
Teniendo covo base s6lo su secuencia  ha sido -Féu:tible ag‘l-'»upar,los Tan ‘?aﬁilriaa. ‘e.n>

las cuales es posible encontrar una variedad de funciones. Como ejamplus se o puede.




TABLA 1

GENERD HORMONA

SECUENCIA

Pandalus HCP

Locusta HAK 1
SchistocercaHAK 11
Locusta HAK 11
Romatea Rc 1

Periplaneta M 11
LeptinotarsaC.C. 11
Blaberus HTH

Gryllus HAK-G
Carausius HTF 11
Manduca HAK
Heliothis HrTH
Tabanus HAK
Tabanus HoTH

Drosophila HAK-D

pGlu-Leu-Asn—Phe-Ser—Fro-6 Ly=Trp-N+,
pGlu-Leu—-Asn—-Phe-Thr—Pro-Asn—Trp-G1 y—T'nr'-—NHz
pGlu-Leu~Asn~Phe-Ser—-Thr—G1 y—Trp—NH2
pGlu-Leu-Asn—Phe~Ser-Ala—-Gly-Trp—NH;
pPGlu~Val-Asn-Phe-Thr—Pro-Asn—-Trp-Gl \-/—Thr-N-Iz
pGlu~Leu-Thr~Phe~Thr—Pro-Asn—Ti-p-NH,
pG1u—Leu—Thr—Phe—Thr—Pro—Asn—Trp—NHz
pGlu-Va l—Asn—Phe—Se_r—Pr'o—Gl y=Trp-G1 y—Thr-N—Iz
pGlu-Val-Asn-Phe-Ser-Thr~Gly-Trp-NH,
pGlu~Leu~Thr-Phe-Thr~Prao~Asn-Trp~Gl y~Thr—NHz

'pG 1u—Leu—-Thr—Phe—Thr-Ser—Ser—Trp-—Gly—NH2

pGlu-Leuw-Thr-Phe-Ser—Ser-Gly-Trp~G1 y-Asn-NH,
pPGlu-Leu-Thr-Phe-Thr—Pro-Gly—Trp—NH
pGlu-Leu~Thr~Phe~Thr-Pro-Gly-Trp-61 y—Tyr—r\Hz
PGlu-teu~Thr~Phe~8er—Pro-Asp—Trp-NH;



mancionar a las FamiliasApeptidicas da - la HPH (195). Somatcstat;na <174), la. . gde
HAC/HCR (28), ocitocina/vasopresira b(l) y la de los cpicides (4). Los,precﬂfsawes:
de alguros miembros de dichas familias han sido secuenciados, la qué aibsufvez na
permitido la realizacidn de estudios evolutivos con ellos (126,174). E;tos estuuios
han destacado la conservacion en forma preferencial de la secuencia qus codi#ica ai
peptido funcional en relacidn a las secuencias aledafas de las diferentes éspecies
estudiadas, revelando asi la presencia de una presion selectiva sobfe‘ el
mantenimiento de péptidos con una actividad ya establecida (179). Sin 'embéﬁgo. as‘

importante resaltar que en alguros casos, es posible encontrar enlos tejidos - los

alguna activigad aun no descrita; por otro lado, podrian sei: giones: que se

encuentran ern  proceso evolutivo., Desde este punto  de’ i comprensible

secuencia cel psptido  “funcional". En Aplysia, se han realiado estudios” para

“estos ‘rasil tados

mayoria de’ las subsspecies estudiadas. No obstante, en:: d
datectaron 2 genes y en una de ellas no se detectd ninguno
estos dltimos se consideran que fueron originados por duplicaci

H*H. Estos codifican para proteinas encontradas regularn

presentando funciones relascionadas a la activacicon de las neuronéP

cuales producen la HFH. Miltiples datos como los anteriores sugierenv

de efectores a traves de duplicaciones génicas (1.128); 'én ) .

modificaciones posteriores les confieren nuevas actividades (109,128). Un 'precursor

peptidico que podria apoyar este mecanismo de diversificacion, . €s el que  se
encuentra en el  precursor de vasotocina e isotocina de la remora blanca(452)5 los

cuales son la contraparte de vasopresina y ocitocina respectivamente en-:-los




mamiferos. Estos Gltimos pertenecéh arda~Fam;1iQVQeigmi
de una docena de variantes, cuyoé p?ecursé}es gué;dah una.gr
ellos se encuentra codificada la hormona y una prcﬁeina‘ ilamada
la cual se= piensa que es importante en el tramsporte int?;dé}ula?
el caso de vasopresina s2 encuentra ademds una glicoprote na;‘q

rata ha nostrado efectos sobre la liberacién de prolactina. (123

blanmca los precursores o2 vasotocina e isotocina presentan Edlo'

peptido estructuralmente auy similar a la neurofisina, pera éon,u

vasopresina vy ocitocina (62). Es probable que durante
se hallan presentado eventos de deleciones del extremo

de duplicacidn que dieron origen al precursor de ocita

permiten mantenar los niveles apropiados del efector tanto en: -forma

como extracelular. Extracelularmente el evento que participa en 1a>

encuentra modulando la liberacidn, lo cual permite responder a las. nec

organismo como consecuencia de un estimulo especifico, de tal forma”

embarga, se han rEPoItado enzimas que muastran cierta

i
1
|




se han'descrito
én las cuales podrian ser relevantes en el control de

extracalular (101,124,136).

casos la libteracidn e realiza por interaccidn  de.ufo

receptores especiticos en la célula productora ﬁ15' O

respuesta a cambios de potencial de’ membra

mensa jeros, dicha modi-ficacion producirdi=:1
péptido vy la menbrana presindptica (SO).V,
Una vez que los efectores peptidicos  son-liberados es pos

una rodificacion

cque ello sucede

Tirotropina en el hipotilamo de la rata, que correlacionan con el p

actividad (30); asi mismo, se han encontrado modificaciores. de

restringido a determinadas regiones; asi, las modificaciones circadi

se muestran en lébulo olfatorio (29) o, en el caso de substanc



amigdala y glabué béliidﬁs 81)

circadicas en sU  concentiacior

(124) y Hormona Estimulante de.la

deberse a cambios en la biosintesis,  degradacia

para determinar la participacidén de la biosintesis

efectores como la Prolactina en la adenchipdfisis durante.la lactan

endorfina en el lobulo intermedio durante el ciclo circadiano,.

especifico del precursor oe la adrenocorticotropina  (procpiomelarmocortina

posible encontrar in vitro un efecto regulador positivo sobre los nivéles‘de ARNim .

la liberacion por el Factor Liberador de Corticotropina
acoplamiento tambieén és posible apreciarlo en las células adaxﬂﬁp4
secretan Hormona tuteinizante bajo la accién del la Hormona

Conadotropinas (23). Por otro lado, los mediadores intracelulares‘
mismos; por ejemplo en los incrementos de la cnncegtracidn derlns
de Proopiomzlanocortina vy la libsracidén de Adwenacorticatréﬁin
resultados que apoyan &l AMPe coma  mediador de esta respuéééa

realizados en la linea celular (GH4, se apoya también a esté'méd A



ol

que controlan  la 11beracién Y Vequlac10n de la concent ‘cxon del AnNm par'

Prolactina (q,ug,.B) En el caso ce la regulacxon de la'honmona LQ ‘lﬂl
acunulado maltiples resultados que apoyan 'a la V1; de
mediadora de la respuassta de liberacidn y el control '

Miltiples catos denmuestiran que la modulacidn n
del incremento en los niveles de OARNm, enéﬁAt
intracelulsres que la influyen (AMPc (2,3), cat ( 3
activacidn de receptores de tirosincinasa. (73)).
factores transcripcionales son los respmnsabfes_a
(32,656,121, 164),

En resumen existen evidencias que establecen mecanismo

la biosintesis y la liberacion, tanto in vivo 'cqmd 1
madulacien en la  biosintesis  puede realizarseriso

(transe-ipcion, traduccion, procesamiento); en el momento actuaL

sible oecin
que cada uno de los eventos es susceptible de control. Para el cas : SOreEs T

peptidicos se han demostrado regulaciongs del procesamxentn como_e el caso de

Gastrina, en el rual es, pnsible apreciar acumulacidn del pré'ﬁ or"dq"énte 1a

ontogenia (147) y, en el caso partxcular de la proopxomelanocort a éwencuentra

un pracesamiento diferencial que origina diferentes prtldO: en - co 5 éei@lsres -

que regulan su  expresidn  (3,28,102). Asi mismo, | se

regulatorios scbre Carboxipeptidasa B (152) vy, 1pargiei{éas de

monooxigenasa a—amidasa (PAM), es factible encontrar “niveles

correlacionan con laos niveles de diferentes péptidos (Endb(#ina
se podria especular la posible modulacidn de dicha actividad 42)
anterior, los mecanismos moleculares gque podrian estar 1nvolu

comprendidos v se desconoce el mecanismo exacto de como se rea11"




e

echet ados

stas .

sacreciones newosnddcrinas es posible encontrar: 6rganos:

(43). Las glandulas enddécrinas de tipo epiteiial & cQ;Smurynent.e 2NContrac

como el desarrollo de las caracteristicss sexuales
productor de las hormonas gque controlan la  diferenc
secundarios Femeninos y finalmente el drgano mandi

produccion de la hormona Jjuvenil.

de los meros caracterizados, no obstante, se han identificado en é{

presentan actividad en el control de la dispersicon de pigmentas (27

cardicestimuladores, tanto aminas bidgenas come pgptidos (27,36). Las'te fninales
gue conforman esta estructura provienen de los nervios segmentarios, los cuales se
ariginan en los ganglios tordcicos; estos nervios, ademds de proporcionar  "las

terminales neurosecretoras, proporcionan tambien ramas sensoriales v motoras &l

torax 'y corazon. La distribucidn anatdémica de este orgaro @3 auy - variada, tahto



.

las terminsles en dichos troncos, aunque ‘se - hal

provenientes cde los nervios segmentarios - subesofigice

y C (localizadas en la regién dorsal

respectivamente); celulas de la raiz (localizadas e'h’v'la

nervios segmentarios toracicos); células A (localizadas. e

asi como cglulas intrinsecas del mismo dérgaro. Estudios de’mi

han demostrado la presencia. de diversos tipos de ;er'mihaié_s”a_t._e

caracteristicas de las vesiculas de secrecidn gue contienen >(2>7) . 'Ba;:o ésite;pun;tz:v'_:ﬂ_
de vista ha sido posible identificar hasta 7 diferentes tipos de te’.r.mir.ales, éﬁ ias:j
cuales se han identificado algunos eFeci:creé; como Octopamina (100), Serotonins
(100, Proctolina (168),. Peptido Cardicactivo de Crustdceos (FCAD) (36,169), asi
como  un péptido gue muestra inmunoreaccidén a la FMRF-amida (116). Este ultirrb en
algunas especies de crustiaceos Se ha sugerido como formas extendidas del péptico
RF-amida, cominmente encontradas en insectos (97). La mayoria de  estos efectores
presenta una actividad cargicestimuladora, sin embargo, en 1o gue respecta a‘.l\:’s:-'?

Gltimos efectores se han detectado en maltiples newronas del SN de crustacsos

(36,118), en el cual pedrian  estasr funcionando como  nauwrotransmiso
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rda cierta

se pusden comentar: el proceso de la’ muda?
modulacidn cel grado dispersison de pigmentos, la
carbohidratos y de los lipidos (45). Asi mismo,

de estas procesos reciben influerncia en su

ambientales (9,107,149). Las funciones que se

tallo ocular no han sido caracterizados totalmente (43).

Es posible visualizar a la glandula sinusal cormo una’estiuct

nivel de la medula interrna o externa. Se encuentra inmediztamente

placa de tejido conectivo esponjoso y en algunos cascs, bajo los!

nerviosas que muestran un contacto importante con la hemolinfa.

proviensn en un 90 % del drganc X (agrupacidn newonal lacalizaaa’ en.e

pasible encontrar de 100 & 250 cuesrpos neuronales.




"~ Organo
postcomisural
Corazén

Testlculos

Qrgano
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Gldndula
andrégena

FIG, 4) A) Localizacidn de los diferentes drganos endocrinos y neuroenddcrinos

del Frocambarus. B) Localizacidn del complejo érgano X—gldndula sinusal.



En | Frocambarus .

ser de 2 a7

relacionados con alguna:condicisn fisiolégica’
granulos de la  terminsl (38 137); Esta cia31515351on
encontrar mas de un péptido en los dz%eventes txpns

namero de actividades descritas lo  scobrepasa. Los eFerro = r

partir de 13 glandula sirusal cnmpletamente 1dent1F1cados

comprandsn: Hormona  Hiperglicemica; Hormona Inhxbidora de-la Fada OIMONas
que presentan efecto sobre el sistema  piomentari

Concentradora de Pigmento y-la Hormona Disparsorade:Fighnento)

La Hdrmona Hiperglicémica de Crustdceo (HHD) es un e%ectq de:or
79y, qbe cono su mombre 1o indica produce un incremento‘éhg
glucosa en hemolinfa (43). Esta hormona parece pertenecer'arun%:faml
ralacionados (&8), en la cual se podria .1nclﬁir. tal vez.fé ;
de la Mudas (18%),. asi.cho a diferentes péptidos con écp
presentes en la misma especie (85). La actividad hilé
agpecifica (137), lo cual parece d=berse a diferencias ést

apreciables por variaciones del volumen de elucidn en columnas

asi como por diferente patrdn de corrimiento en geles de a;filamid

eluida (B5). Un dato a8 favor de maltiples formas de esta hornon: : micﬁé "

especie es el reportado por Stuenkel (173); este autor empleando experxmento: de x

pulso y caza, logrd identificar maltiples formas del precuwrsor de-'la HHCY asx cnmo

demostrar la presencia de un péptido de Funciones desconocidas” nres:_t
precursor (Peptido H). Esto Gltimo fue comprobsdo con la reciarnce clanacld

ge la HAC en Carcinus masnag (168), & partiv del cual se dedea‘fa SEcL




en su concentracién,  cuya duracién varia dependien:
concentracion de glucosa prasents fluctuaciones baj

son la muda Yy las estaciones del arfo (76,77_)'

Facteres en el control de la  liberacidn de la

demastrado la presencia de esta hormona splo en:

colocalizacidn con la Hormona Inhibidora de e

LLa Hormona Inhibia:xr'a:’ de’ la Mde

ternosensibla, con uf tamaro 'af:mjx:'
es espécie e*—.:pe:i-Fica. (2i?,45.,‘v1'¢_’?)f.
actividad la de disminuir la’ Qe:;feciﬁﬂ
argano-Y (Z7). No obstante, vereemar; e;: .al‘ ‘ha o] bpp
antagdnico directo ce la HIM sabre la

(46). Recientemente se hen  acumulado

presentdndose ademds un efecto reguladar antagdnico par éal‘cio'y
para el cual se ha demostrado la intervencién d2 una -Fosfodiesterés”‘
calmodulina (110). Asi mismo, se ha identificado una proteivnc;i'

efecto regulatorio positivo sobire la sintesis de ecdiesteroides,




que respects a.la

dependencia a S-hidroxitriptamina

cons mediacora en: 1

vasctocina vy ocitocina’

ecizntemnsnte

L mUga en s ts

Homarus smericanus (200, cuys tamafo es de-71 aminoacidos el

paidado ‘en:Yar gran i homolagia

una actividad hiperglicemica, 1o que s encusntra ¥

de 1a HIN &n

=¥y 81

que presenta con la FHC de Carcinus Msenas (79). La secuencia

maenas “tambien ha sido secuenciada (186), paro’ a diferancia

de secuencia primaria, sin embargo, la HHC de ests misma espe

actividad sobre la sintesi$ de ecdiesteroides in vitro a pesatr de:

la HHC. Estes altimos en mayor ndmero con una relacidn de 2

newronas terminan en finas bifurcaciones a nivel de la gl
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el cual es evidente }a abundsncia de-las.terminales ‘de la H-C.

Las hormonas e-rcctcr*- pan\entar ias pre:entan

clases de c«elulas que contiensn  pigmentos ’(27,'45,1’2‘?)
la hipodermis (cromatdforos), mientras gue las otras icdluli

an los cuales se encuentran pigrentos de variada tonali

asigna con el rnombre del color presente en sus g

eritrdforos, welanoforos, leucdforos. xantdforos etc. E:l nameio i V“ nucic"-}n'dar
los difergntes cromstoforos varia en cada especie,. pL\diér\dﬁ :
hasta 4 o'mas arr'e‘glados an patrores comple jos (59,‘7,4),

Log-cromatdfores muestiran rrapidos cambios en la d: hul}us;,
de pigmentes, con la consiguiente modificacion c:esu :m'
la medida que los granulos se concentran "err\‘_}el‘

cromatoforos  se hacen menps  evidentes contribuyendo

animal, situacidn contraria cuando se dispersar{)
afectan el grado de dispersién de los pigmentoe;,f. én_tt
cambios de temperatura, luz y el estreés (59, 129') . Asi mlsmo e
ciclos circadicos de la digpersidén en muchas es‘peci»és» ;

pignentarios no se encuentran controlados sin aptlcamente,

gradn de dispersidon de los granulos se encuentran
normonsies y en parte por una respuesta  directa de
ammenualcr' tales como la luz o la temperaturs (137). La

los

animsles es pabremente comprendido para  los cromatoforos!




con. un mé;iar,_ tos

del aJc (9, Sﬂ)

Er\ e". cnc compueeto da

3 tipos de p:gmentcs (5‘?). El ‘pxgmer\to

pigmento para contenst él axceso de lu._, sg Encuentr
comtrol de su dispersion se er\:uenﬁr'a casivéxclﬂsl
tluminacian del cjin, o dependiendo de nirveles 7}'7\’9?'»
encuentra localizago en células que rodean él g ‘cc)n
dispersion de sus granulos esta mediado exclusi:\'/am n

pigmanto es el pigmento reflejanta. el cual "|

hormonas, localizandose este Gltimo en di f-erentes

cosxistiends con  los anteriormente mencionados.

similar al encontrado en lus leucdforos, los r_'uales son .

las hormgﬁas efectoras pigmentarias vy dir‘ec:t'ame_‘r‘gt_e' (=)
organizacion de los pigmentos antes descritos .‘ jJLxéd; RV~ Yid
dependiendo ds la especie de crustaceo estud.iada.‘ A-:,.:‘ .
susentes en alqunos 'or-gani:—-in‘os o bien videnti-i-‘icar un nia-;li.;)»;' :
pigrentadas (74). En cangrejos, dependiendo de la especie, e
hasta 6 diferentes tipos celulares (59). Los pxqmpntos ante A‘

agruparse en forma general  dependiendo de sus pr opledades -F:.sh_as

(reflejantes v absorbentes). Esta clasificacion involucra ad_t—;jina

colores originada en su diferente composicidén quimica. Los pigmen

encuentran representados por  omocromos y carotenoides; los: pri
del aminodcido triptéfamo, el cual sufire transformaciornes en’:lo

farmar  la omatina y omina; laos carotenoides no pueden serS n




mayores pigmentos ~raflejantes. La’ organizacion

varia dependiendo d=1 t’ipob‘de bign\ento que cdnt'iehe
preszntan membrana  siendo electrodensos, mientras"‘ que
carotencides se encuentran desprovistos de membrana ',‘\'/a_»
electronas, finalmente los pigmentos reﬂejantesz ;
arreglandose en forma esferica o bien en forma  citist
pigmentadas es posible que coéxistan tanta pigmé;ﬁ;bé :
' = b
absorcion, con 1o cual sa permite.una mejor modula(;ﬁdnﬁe

diferentes condiciones de iluminacidén gque presentan o3

de vida. .° B
Los pigmentos auestran una movilidad | que permite
de iluminacion presentes en su medio, los movimientos

bajo diferantes condiciores de adaptacién'a la‘'luz se

Esta adaptacion a la luz ' muestra en Procambarus un contrrol’ dependient
reloj interno ()3 que controla la liberscion de
pigmentarios y, gue a su vez, se le ha podido demasti-ar

estimulos lumincsos (9).
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a la luz; D, ojo adaptado a la oscuridad; E, ojo de un animal édaptéﬁp‘.rj”
oscuridad 45 minutos después de la inyeccidn de extractos del tallo oc(.ul_ér' T
membrana basal; C. cdrrmea; DP, pigmento distal; PP, pigmento prokima__dy F\’H,'

rabdom; RP, pigmento reflejante.



que afectan a las celulas pmmentavias (179) CDI'\TUSlD que fue cr e=da ,_.cn uchos

5C061 Ly

factores (75,84,83, '.«'ll), sm embargn actualmanter
solo hay dos hormonass: una que causa 1a7d1spe si
adaptacidn del ojo a la  luz (144), vy otr'a‘qu“é
cronatéforos vy posiblemante la adap'tacidnv' a la obsc
SEr que existan variaciores de e’speci;-'en 1:} que.

receptor, pero las evidencias aun o son c’lar‘eis“(SS}).

HORMONA CONCENTRADORA DE PIGMENTO.

La primer neurohormona  de crustaceo.. aislada y,,' =1 } ’;.'_'lmﬂé, .

Concentradora de Pigmento (HCP) de Pandalus bovealis (137, " _;'cr_m un
peso mGlecular de 1| 000 Daltores, la cual muestra Dlociuéada

amiro por acido piroglutdmico y el carboxilo por amidacio ‘ enta’una’

gran homologia a la Hormona Adipocine‘ﬁica CUHAC) de ¥éngo
postulado que alouna mut'acz_mn puntual en el codon de‘Thr."”:'(ACI-‘- de
originaco uro de Arg (AGA), con el consiguiente proéesam
octapé&ptido amidacdo en lugar de un decapéptido (137).’"”»
y HAC sinteticas han mostrado gque la primera preseni;a;e,

insectos, mientras que HAC tiene actividad cur\centrada X

dapigment s‘ ven ca ar on’
(1Z0), Ambas horponas tambien tiermen actividad hlperglxcemh_a. perc SuUs pm_ ICLAS

varian con la especie estudiadas por ejemplo, en cangre.d \os E 1a I—:A \'.xene acuv;dad

hiperglicémica pero no la HCP  (67), mientras en cucarachss =mbo pgptu@- “tishe

actividad hiperglicemica (67), sin embargo, HSP es 1a ma: notenL uax,m.ad

=2 ha podido secuenciar un gran nimero dz2 efectores |:Ept1\:11l:DS ”imav-w‘

como en @rustiacens qua presentan este tipo de actwidade la que Iu pe:'ﬁ.l tima



aspartico en la posicioni7
denuestran  la importané;av
desplazamiento de 1ip;dos v ae :érbbhidraﬁbé;lduedéndb P
alguna actividad propia s estas madifléaciones (lSé);;

En contraste con la gran similitud en estructuwra.de-

movilizacion de

carbonidratos v
probablemente a un grupo de peptidos relacionados los cuales pie;

efectividad sobre un juego  de células pigmentariaé

“aletas" (swimmeret) (165), evento que se encuentra controlado,

localizaoo a nivel del! ganglio abdominal. Asi mismo, se han

49y, intestino (35), misculo esquelético y otras neuronas (ZSf,:f

Estudios Tarmacologicos han apovado claramente la relevanci

la hormora

la liberacidn de




demostrarse irmunorreactividad para-estos i snos  efectort

370

La afimdad que presenta’ esta harmona -pard’ con’ su-recept

modificaciones en sus extremos tanto amino como carbovilo modific

actividad hasta casi desaparecer (43). Poco se ha estudiadaiacerca dal’ mesaiismy cs

racalulac

“las

canbios pertinentes pa'a el desplazamiento de los_qra"
utilicarse las interacciores que presentan los g:’énuio_s',
Sin amb3ygo, = posible postular otros mecanismos p;ér'&
granulos en las celulas pignentadas de ojo, }os cuale;—
amiboides. '

HORMONA DISPERSORA DE PIGMENTO.

i-a primer haormona de este tipo aislada en l:rustaz:eda, SRR -% ylé:HD"

Adaptadora a la Luz de Pangalus bhorealis, aislada por Fer“lung ((}4)[ Este péhtfj;'ao es

(27,45,137); sin embargo, es muy inestable, debido s que contiénai cos ¥

de su actividad. Esta

fisioldgicas d2 este

a gue todos 1os picos
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primar- pe'b'ti‘_c‘iq a_is ado se le g ,QEsiéna:en la- literatura actual” ccm:j u~-i;iDF‘._‘Un‘

acecapéptida. diferente: alanterior en 6. posiciones v desmxaac conc . G-HDP, .ha

_c)c_u'zar'es de - ios -

sido identificado’ c’dni:)‘“lu ~Fcnna mas abundante en los tallc\s“

cangrejos Ucs gl lator (14_,) y Cancer magister (Sé:). hncxent‘eme 't‘:e',;lse-' Haﬁ S'islgsdzn

otros péptidos con estr uctura: similares en el camaron: Penaeu;—. t~=4:u_, HJH y en'

el acocil Arogambssus clardii (112) los cuales presenj:..s '.ologm con ‘3'

forma beta, cuvas secuencias se muestra en la tablé}ll" :-stt‘;it.ucx o e
acida glutdmico por la glicina, la HOP de Feha :
son mas  acidas - y eluyen en -menor vcuurnen que
intercanbio catidnico (86, 134) . Duando _se comp

no pueds ser detecnda en extr actos de tallo ocula;

y  Procambarus y aun . en F‘mda]us.

la c=be a

ey actas de

sbundante’ (144). En vista de que

actividsd sopre la disparsidn de pigmentos de (o3, se aislaron '-)”deltérrn,nj ron las

secuencias primarias de dos péptidos activos de insectos (Factores stp; sores. che

Pigmento FDP), uno en el saltamontes Romalea  microgtera (142) atr o ‘en el gr illo

Acheta domastica (143). La similitud entre las secuencias d2 los rDPS de xu:ecto: 1%

o2 las HDPs de crustdcecns permite agruparlos en una Familia pe

'an la qus.-sr_a'
conserva la longitud (18 residuos), sus extremos (amlno tE'

carboxiterminal Ala-amida) vy al mencs un S0 % de hcmolngxa en’su ecuencia (144).

Los Tactores de irsectos auestran en forma similar a la VHDF‘ d 'Peneeus
Frocambarus una mayor homologia con  la forma B—HDP.
peptidos se ha realizaco en un bicensayo para la ' dispersior
inclusive para los FDPs de insectos (144), en donde - s

Utilizando estos ensaycs se ha caracterizado su pc:teqi:ia

mayar potencia en los péptidos de Pandalus v de




-
i
«a
i
: TABLA 2.
ESFECIE SECUENCIA P/R %
Uca pugilator (R-HDP) N-S-E-~L~1-N-S~I-L-G-L~-P-K-V-M-N-D-A amida 1.0
- Cancer magistaer (3-HDP) N-G-E-L—-]-N~-8-I-L.~G-L-P-K-V-M-N-D-A amida 1.0
; Procambarus c. HOP N-S-E-L~I-N-5-1-L-G-L.~-P-K-V-M-N~-E-A amida .14
Penaeus aztecus HDP N-S~E-L~1-N-8- ~L.-G-L-P-K-V-M-N-D-A amida 1.0
o~ Acheta domesticus FDP N-S~E-1-I-N-5-.-L~GL -P-K-V-L-N-D0-A amida 0.5
Romalea microptera FDP N-S-E-I~I-N-8~_~L-G~-L-P-K~L~L-N-D-A amida 0.5
Pandalus borealis oHDP N-S-G-M-1-N-8-1-L-G-I-P-R-V-M-T~E-A amida 0.05
P/R = F'oten::ia Relativa, basada en un bioensayo sobre la dispersion de granulos
Len

melanoforos de Uca pugilator.

i

- .

i



péptidcxs con

(144,151,163). en’ estos estudios. se ha !.dEﬂtl‘FlCadCl a n ido que

confiere 1a activicled, la cual se pu=de localizar entra "15._
Los miembros de esta familia presentan conssrvados SQ‘ t‘EMLI ENOS
este tipo de experimentos se demostrd su importancia pva',_% c&nf’er
la furcioén, Trabajos recientes han mostrado que los éép#idb;
G-NH; v &-10-NH, fuaron capaces de causar dispers i_rdnrlvﬁr

fueron inefectivos en leucoforos  (144). Asi,  aungue; )

constituir la secuencia mersaje requerida para la activac
ura 0 mas componentes del octadecapéptido pueden ser: necesarios:pa

acciores de  la HDP (144), Asi mismo, se han podido

mavar potencia, los cuales al parecer le confieren:una:
(183). ’ .
Estudiazs inmunocitcdgu:;miccs para la HDP han tdenti

los ganglios del tallo ocular y en varios ganglios »CVEVI‘VI‘V'.I’_E].E

Immunlis vy en Carcinus m.-ieﬁa:: (103,105) . Estos resultado:
esta asociada con celulas neurosecretoras  que proyectan

sinc que adsmas, s posible

Poy la que

asociadas c<on sitios de liberacion naurchemal. =g

posible funcion como neuromadulador o neurotranswnisor.

momento solo se ha descrito su influencia en la liberacidn de: la Hormona Juvenil

(94). En el tallo ocular

algunas de  los cuerpos neuronales  inmunorreactivos a HDP  tambien lo son & FMRF-

amida, sin embairgo, los cuerpos gue contienen HOP en leos gonglios cenurale




cemo los: GuE POy

L& relevancla funcion

fgelgrads

SReninena te

'e‘gular"v'elVdesp'la'zamiéht'o del - pigmento distal  (137). Fara

esta actividad - se ha ‘demostradd ritmicidad circddica en's

tallo ocular (9, asi . mismo, presenta variacicres ‘en’ ¥

Iumirvasos (2,38).  Esta hormona es  liberada a partir: de

(315, datos que se vuelven mas relevantes al ident
mayor  ramero de  celulss en el tallo ocular que

complajc (105). No obstante, la relevancia de

encontrando una respuesta a S-hidvaxitriptamina"_’('1>‘4A1'
concentracidon de les gramulos de pigmeéatc:s"a ﬁive.lv"d,e !
condiciongs de ost:uridaé c:_cmtinua 3e).
D) INTEGRACION.

Con -tode lo anterior es posible destacar las activid;-:des ;"::;tégyéﬁi;:és da Vl‘a HCP
y de la HOP sobre la ragulacidn del gracdo de dispersion de lms;'ngx"a’nulvays f‘:é’:pi'gmanﬁu
(27,45), svento de gran relevancia en el control de la 1uz r-qus-;d:z-bé:»dé} liec_xax:"’a Ta-
retina en crustdcens (S?). Es importante resaltar que ea hasxbie eQ.aluaF‘
directamente las activicaoges de estas hormonas en el l:;»'gar;nxsnlc; viva, \>'.-:|1 que las
modificaciones que presenta el Pigmento Distal son facilmente agreci adas (49),  asi
mismo, es de destacar que resultados recientes apoyan la p:;sit)ilmsc da un éfecto

de la HCP sobre el pigmento distal, sumandose sl afecto  siercido sobre  los

cromnataforos.



“evidencia

Resultados -wreliminares han “puesto e’hy

inversas entre las dos hormonag, - por

coordina e
animal, gque  permita mantener

respuesta recesalia . a rfu'vel

realizacion e una  mayor ‘cantidad i de

coarrdina | haormonas con: iné’luenc,

s jor la manera como ura ualul.a

Ericipaciin

antagonicas en

Testymulos

axternost. (8.0, ciclo lLl:—oqun'idad). adsmas

meurotransmisores involuc radas en su liberacidn.

Pignento vy de 1a Hormona‘ Concentradora de Pigmento

utilizados como sondas, i é!

lo que permitird cuantificar:

las estructuras de s precursares. El  presente trabajo - incluy

empleada er la clonacioén v caracterizacien del gen de la HDPL -

El Acocil, FArocambarus clarklii, se eligid como espe'cie“é'

tilizado covw  especie de  estudio vy, en el
fisiolégicarents el papel de la HDP y de la HCP

Decatortunadamente,  al inicio de este trabajo,




por
para s

[2EEY

pue:.tc que‘ 1a’ se:uehcla-a i

i lator

thll izaria

contar  ya con ésta Lluna, se -

asltermativa se fundamento princlpal@ te
harmoras  secuenciadas al momentn de:lniciar
conservacion estructural .
estringencia s ha pnd dc: clcma una gr '

aracos

g2 homol ocj ia

relacionados & la

ABNC. “8in embargo, lcs problemas
ocuiar, asi como la representatividad de las neuronas pr;dd‘,l;tD‘ =
total de reuronas en &l drgano X es de 120, de

sintetizan el peptido 'eh estudio), hacian Figurar al

prometedor. sl ‘- i
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VI ReslTADOS.
SINTESIS DE (i IGOMJCLEGTIAS.

De acuerdo a la estirategia pl anteada prev 1am; @nt

cligorucleotidos basados en la secuencia ammoac;dxca de la HD‘
Para ello se buscalfoﬁ las regiones de mayor lcngitu'd
namero de aminoscidos degersrados en  su cédigo genet 0,
permitiaran por  lo menns sintetizar un ol 1gunuclent1do col
para detectar una sefal unica a partir de un rastreg E-n un‘ banc
En vista del tsma®o del peptido (18 amincdcicas) y el elev

con 4 codores degEneracons, las  opciones rueron Ixnutaca

mezclas de oligorucledtidos HOP-1 y HOP-2 (Fig. 6) 1:«5

con el mencr  namero de constltuyentED, La prlmer e

l4meros, mientras que  la segunda cuenta con un’ to

se sintécizaron en do: grupor por separado cada un |

la hibi-idacién con cada \.mo de los subg upos |Jc1r separado
en la sintasis Fue_la conglementarria  al cddign gar.et;i
para cetectar el ARNm en csso de serr abundante.

2 -
Los oligonucleétidos se marcaron con F 3'—-ATP con' e

mater-iales y metodos. La eficiencia de inccrpor':s\cic‘m 'alca'pzada.

mezcla HDP-2, mientiras qua para la mezcla HOP-1 solose alg:"ar:\z i
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE HIBRIDACION.
Para determinar las mejores condiciones de hibridacian:

rastreo del banco gendmico (o de ADNC), se r‘ealiztj un-ex
ADN de Weos  pugilator v Procambarus  clarkii ‘-Eue Cdi

restriccion, separacns - los fragmentos por electrfofor
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37

H,N-Asn - Ser - Glu - Leu - Ile ~ Asn ~ Ser - Ile - Leu -

AAU UCU GAA UUA AUU AAU UCU AUU  UUA ‘37
AAC UCC GAG UUG AUC AAC UCC AUC  UUG
UCA CUU  AUA UCA AUA CUU
ucG cuc UcG cuc
AGU cuA AGU cua
AGC CUG AGC cuG
CTT AAC TAA TTA AG 51
c G G G TC
T ,
_HDP-2
(Gly)

Gly - Leu - Pro -_Lys - Val - Met - Asn - Asp - Ala - NH,

GGU UUA cCcu AAA GUU AUG AAU GAU GCU GGU 37

GGC UuG cccC AAG GUC AAC GAC GCC GGC
GGA cuu cca GUA GCA GGA
GGG cucC CCG GUG GCG GGG

cua B

cuG

TTT CAA TAC TTA CTA CG 5/
C % G G
T
(o

FIG. &) OLIGONUCLEDTIDOS SINTETICOS PARA LA HORMONA DISPERSORA DE PIGMENTO
(HDP). A partir de la secuencia de la HOP de Uca pugilator se seleccionaron 2
regiones de la hormona estas fueron; del aminodcido 3 al 7 para la mezcla HDP-1
y del aminodcido 13 al 18 mezcla HDP-2., En ambas regiones el aminodcido mas
degenerado se localizd en uno de sus extremos, por 1o que la ultima base de
dicho triplete no se incluyd en la sintesis disminuyendo asi el numara de
elementos en las mezclas. Para la mezcla HDP-1 se selecciond solo una base en la
tercera posicién del triplete que codifica para la Leucina, ya que consideirrar
todas las posibilidades incrementaria demasiado la mezcla (hasta 288). La
sintesis y purificacién de la mezcla HDIP-2, fue realizada por wia casa
comercial, la sintesis de la mezcla HDP~1 fue realizada en la unidad de sintesis
del CIIGYR y purificada por el método descrito en materiales y agtodos.



OLIGONUCLEOTIDOS

FIG. 7) INCORPORACION DE (P 32) ATP A LA MEZCLA DE OLIGONUCLEOTIDOS HDP 2. Los
oligonucledtidos fueron marcados con T4 polinucledtido cinasa, y posteriormente
corvidos en un gel desnaturalizante (B8 M urea, 20 %4 acrilamida). La
autoradiografia muestra una alta incorporacién (B0 %) determinada par la
ausencia da ATP libre (ATP ro incorporada), y por cuantificacion de la marca
incorporada en ADN precipitado en TCA 10%. Las bandas en la parte superiar son
impurezas.
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a S52.C, . se escoqio un-; . em Pr'aLv_n A e

1avado que comprendia . desde 35 ~a S50.5C ST ige 8),' este

1 pegado -

ot

nte ‘en la

nucl‘eotido. La, concentraci

.apv eciarse en la figuwra 8 Ba la terhper'éitma I

Ze encuentia. el mayor ruide de fondo, vy a la de 43 % o hay =Enal distinguible an
'el”ﬁD!\i de ninguna de las especies. Ademds se observa una banda de hibr‘idscién an
“las cos digestiores del ADN de Acocil; esta sedal es de un tamado aproximado de 5

b (-Fr'ac_lmentcv Eco-5S kb)) en la digestidn con Eco RI y mayar de 10 Kb en la digéstién

ruico. de fondo. En el AN de Frozamb3rus hay abundantes secuencias repetidas. (Fig.

|
con Hind 111, presentandose tamto a 35 como 40 °C, vy @n e&sta (ltima con muy poco }
|
i
3 A clo gue podria ocasionar  la senal detectada, sin ‘embargo, la banda cde i

¥

mimidacidn  no | corresponde a ninguna de -las. secuencias .mis. repetidas en el

ﬂb.;l'u-_a. »apr esentadag par 1as ban

etidio. As:

) pampocc ln
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FIG. 8) HIBRIDACION DE LA MEZCLA DE OLIGONUCLEQTIDOS HDP-2 SOBRE A ADN DE
CRUSTACED. A) ADN terido con bromuro de etidio previo a su transferencia a la
membrana de nitrocelulosa. B) La mezcla de olégonul:leétidos fue marcada por
cinacidn a una actividad especifica de 3 X cpm/ug e hibridada sobre los
filtros obtenidos en A; lo que se realizd en 3 diferentes condiciormes (indicadas
en la figura), las cuales fueron seleccionadas considerando la temperatura media
de desnaturalizacion (TM) para la mezcla de oligonucledtidos. Observese la banda
de hibridacidén en las digestiones de FProcambarus (Eco Rl - Hind I11) a una
temperatura d6ptima de 40 °c. Comparando (A) v (B) se determind el peso molecular
aproximado en S Kb del fragmento especifico de hibridacion en la digestion de
Eco R1, ademds de no presentar empalme en bandas repetidas.
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Lede ‘deberse especies. La

= Uca_pugilator, 16 que

3, mienty

especie a partir - de la gie’s
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FIG. 9) ESPECIFICIDAD DEL GRUPO 4&8. El ADN de Procambarus fue digerido con dos
enzimas de restriccién e hibridado por separado con las grupos 467 v 468. La
seral esperada es obtenida selectivamente a partir del grupo 468.
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FiG. 10) FURIFICACION DE FRACCIONES DE - ADN  OE PROCAMBARUS &ARG. EL BANCO
SUBGENDMICG. Teniendo preserte la posicion en  oonde hibrias - 1a - mezcls  de
oligonucleoticos nara la HDF, se purificaron fracciones o2 uwna digestlon total
ce Eco Ri de ADN d2 Arocsaoaiws. De  acuerda al marcador ( Hind 11137 1a
tercera Fraccion contienz fragnentos de alrededor de 5 Kb v opor o lotanto el
Tragment que miccida al grupo HDP-Z.
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FIG. 11) LIGACION CEL ADN DE PROCAMBARUS CON BRAZOS DEL VECTOR QEWEST. Para
conocer la cantidad necesaria de 1nserto y de brazos de vector gque proporcionzn
el mayor ndmero de moléculas recombinates, se efectud un ensayo preliminar en el
que se demostro una adecuada ligacidn de los brazos del vector con el i1nserto.
En este experimento se fijd la cantidad de ADN del wvector en .1Sug y se ligo
con diferentes cantidades de ADN de Frocambarus de la tercera fraccion .05, .1 y
L0 (carriles 2-3-4 respectivamente); cavrril 5 ADN Frocambarus ligado ; carril
6 ADN e  Frocambsrus sin ligar 3§ carvil 7 ADN del vector vy ADN de Frocambarus
sin ligar; carril 8 brazos del vector ligados; carril 9 ADN del vectar integro;
carril 10 brazos del vector sin ligar. Las moleculas hibridas se empaquetaron vy
se cuantifico los fagos recombinantes.



TABLA 3.
PORCENTAJE DE RECOMBINANTES CON INSERTO LNICO

} MICROGRAMOS DE ADN DE INSERTO NUMERO DE RECOMBINANTES %
.05 10, O )
.10 17,000 50

H .15 15,000 40

=

1

| S



FIG. 12) SERAL AUTORADIOGRAFICA ORIGINADA FOR LAS CLONAS A1l Y B -41. Exposu:lon
con doble pantalla a -70 %, tiempo de exposicion & Hrs.
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FIG. 13) CLONAS AISLADAS EN EL PRIMER RASTREO CON EL OLIGONUCLEOTIDD HDP-2. A)
El ADN de Procambarus vy el de diferentes clonas se digirié con 2 enzimas de
restriccion Eco Rl (carriles 2 a 7) y Pal I (carriles 8 - 13 ), se corrieron en
un gel de agarosa, en el siguiente orden: Procambarus, A-1l, A-21, B-3, B-41 vy
B-42 para ambas enzimas, transferido a una membrana de nitrocelulosa e hibridado
con el oligorucledtido HDP-2. Como puede apreciarse las bandas de hibridacion
de las clonas no correspondsn al  tams”c esperado en el ADN d2 Frocambarus. B)
Para el caso de la clona All, se habia realizado cort antarioridad el mismo tioo
de experimento, no encontrando sermal que comigrara con Pal I, (en el gel de la
figura A por arror se omitio la muestra)l.
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FI1G. 14) CLONACION DEL FRAGMENTO DE S KB POSITIVO A LA MEZCLA HDP-2 EN ADN DE
PROCAMBARUS. En un experimenteo tipo Southern se valoraron diferentes clonas
aisladas de un segundo rastreo. LLa autoradiografia muestra que la clona C-S8
presenta el mismo patron de restriccidn que en ADN de Procambarus para la seral
especifica detectada con la mezcla de oligonuclestidos HDP-2 (se aprecia  una
banda de hibridacidn del mismo tamafo tanto en acocil como en la clona C-58). E
= Eco Ri, P = Pal 1, Pk= Procambarus Alarkili.
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A-11, A-21, B-41 'y B-42 en relacis

sugieren que las clonas A-11 A mayor

hotologia a la mezela HOP-Z.8in-embargo,  la posibii neiablance

se encuentre re da - dentro de. alguno de preds dé
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1o gue sugrers Fuar tanEnta gue la semal detectada en ADN de Fy

meror homologia a las clonmas v haberla detectado implica gie may’ probablemants . es
una secuencia repetida. En vista de este resultado se decidid valoras la presencia
de secuencias repetiagas de frocambarus en  las  clonas, | cong - und nanera e

caractarizarlas.
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FIG. 15) VALORACION DEL APAREAMIENTD ENTRE LAS DIFERENTES CLONAS AISLADAS CON
HDP-2. El ADN de varias clonas fue digerido con la enzima de restriccion Eco Rl
(nombre de las clonas en la parte superior de la figura), asi como ADN de
Procambarus con varias enzimas de restriccion. Se prepararon Z membranas de
nitrocelulosa con las mismas muestras, cada membrana se hibridd v lavo a la
temperatura indicada en la figura. €e aprecia como desaparece la seral detectada
en ADN de Procambarus al elevar la temperatura de hibridacion & °C asi como la
seral oe la ciona C-S8, persistiendo de mayor a menor intensidad las clonas B42,
All, B4l y A2l. Asi mismo se destaca en forma importante la escasa seral
proporcionada por C-SB en las condiciones de baja estringencia. E= Eco RI: H=
Hind II1; B= Bam HI; Bg= Bgl I; K= kKpn I; P= Pal I.
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F1G. 16) HIBRIDACION DE ADN DE PRDCAMBARUS SOBRE LAS DIFERENTES CLONAS. E1 ADN
de Prgcambarus se marco radioactivamente bajo el procedimiento de Nick
translation con una actividad especifica de 1.5 X 10° cpm/ug, e hibridado con el
ADN ce las agiferentes clonas digeridas con Eco Ri, bajo un protocolo de alta
estringencia, se aprecia que las clonas A-l1, A-21 y C-58 presentan en su
inserto secuencias muy repetidas, (tiempo de exposicion 2 Hrs.).
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FIG. 17) IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS QUE CONTIENEN LA SECUENCIA BLANCO DE LA
MEZCLA HDP-2. E1 ADN de las diferentes clonas se digirid con varias enzimas de
restrriccidn y en una hibridacidén tipo Southern se detectaron los fragmentos gue
presentan hibridacién con el oligonucledtido. A) Transferencia de gel de
agarosa, B) en gel de acrilamida, All y A21 digestidn con Pal [, para B4l Sau
3A, para el resto de las clonas rmo se aprecio alguna sefal.
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SECUENCIA NUCLEOTIDICA CLONA B4l

10 20 30 40 S0 &0
GATCTGEEGEG TCGATATCAC ACCGAACCTG TCCCCAGAGG CCCACATCGA AAGGATATTA
CTAGACCCCC AGCTATAGTG TEGLTTGGEAL AGGGSTCTCC GGETETAGCT TTCCTATAAT

70 80 0 100 110 120
TCAGCGGCAA TTATAAAAAC TECCTTTAGA ATCTTGTGTA AGGAATCGTT CATGACCTTG
AGTCGLCGTT AATATTTTTG ACGRAAATCT TAGAACACAT TCCTTAGLAA GTACTGGAAC

130 140 150 160 170 180
TATATATCCT GGAATCTGCA GCTTCAGCCT GGAGTCCATA CCTAGTTAAC ATAATTTARA
ATATATAGEA CCTTAGACGT CGAAGTCGGA CCTCAGETAT GGATCAATTG TATTAAATTT

189
ATTTGREAA
TAAACTCTT

SECUENCIA NUCLEOTIDICA CLONA B42

10 20 20 40 S0 &0
AATCGAACCC GCGCCATTAG GACTACGACC CCCGAGCACT ATCCACTCAG CCGCATTGCC
TTAGCTTGEG CCCGGTAATC CTGATGCTGG GGGCTCGTGA TAGGTGAGTC GGLGTAACGG

70 80 90 100 110 120
CCTAACATAC ACACACACAT ACACACACAL ACACACACAC ACACGACAGC ATCGTTACAT
GEATTGTGTG TOTETGTGTG TETGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGCTGTCGE TAGCAATGTA

130 140 150 160 170 180
GACCATTACT CCTTTTTTAT GTTTGGTTTC TTCARAATCT TCCTCGGACG TCAGAGGACA
CTGGTARATEA GGAAARAATA CARACTARAG AAGTTTTAGA AGEAGCCTGC AGTCTCCTGT

190 200 210 220 230 240
CATAARTTAC TTATGTGTCC TCTAACTTAT GTGTACGTGC ACTCAAACTT AATGCAAGAA
GTATTTAATG AATACACAGGE AGATTGAATA CACATGCACG TGAGTTTGAA TTACGTTCTT

250 260 270 280 290 300
CBTTCTTGTA ATCTTTTTCC TRATAAACTT CGTATGAALC AGAATCCTEC AGGCATGCAA
GCAAGAACAT TAGARRAAGGE ATTATTTGAA GCATACTTGE TCTTAGGACG TCCGTACGTT

GC
o2}

FIG. 18) A) SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS DEL FRAGMENTD DE LAS CLONAS B4l Y B42 QUE
PRESENTAN HIBRIDACION CON LA MEZCLA HDP-2. B) REGION QUE MUESTRA HOMOLOGIA CON

El. OLIGONUCLEOTIDO.
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cadenas realizando para ello un proceso ce subclonacidn‘en el

misno tambien se realizd la secuencia en otras tres'clonas’ aisladas

individual, en conde se corrobord los datos de secusncia obtenidos.. Las QEFQencf =]
obtenidas se  analizaron buscando zonas aledaras cue pudieran codificar :péké ‘gé'f
amirocacidos d2  la HDFP, asi como alguna fase de lectura ahierta o seﬁaié; de
procesamianta para peptidos. Con este procedimiento no se encuntr& 'ningunébk
similitud con la HOF o sefales de procesamiento que indiguen que las clonas 
aisladas coaifican para alydn péptido homdlogo.

Las secuencias oe B-41 y B-42, se compararon con la base de datos Ger—bank.
Para B-41 se encontrs la mayor homologia con un pequeda  fragrento de la
spolipoproteina 8 de Humano, asi mismo se encuentra una homologis variable con
genas riboscrales. En 1o que respecta a la clona B-42 se identificd una regicn gue
muestira una @rran  homologia (93.3%4) con una secuencia que pertensce a la familia
rica en CA, la cual se encuentra en una de lag variedades de sscusnciss repetidas
llamada SINE (Short INterspersed Element), ampliamente distribuidas en el geroma
eucaridtico; algunas de estas secuencias se encuentran en sitios en donde se

podrian utilizar como elementos colaboradores en el proceso de recombinacién (117).
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- VIT DISCUSION.
Utilizando una mazcla de oligonucledtidos sintetizada en base a la szecuencia de -

la Hormona Dispersora de Pigmento (HDF) de Uca gilator, se aislaron S clonés a

partir de wa banco subgendlnico de Frocambsrus, las cuales presentan una homologia

parcial a la mezcla HOR-2, La estrategia inicial de este trabajo contemplaba clonar

el gen de Llca pugllator, cuyo .fundsmento se encontraba en resultados Aprevi}os '_ an
donce porr medio de hibridacién a baja est»'ingencia es posible '_clpx"\ar genes
relacionados. B8in embargd, esta estirategia fue reesstructurada en base ‘a los
resultados encontrados inicialmente. Dichos datos se obtuviercn en un :<parimer.£:;
disefado para determinar las mejores condiciones de hibridacién que  permiticeran
reslizar un irastr'eb' con poco ruido de  fondo originado del ADN de Uza en un banco
gendmico o de ADNc. Este experimento, permitid detectar una banda de hiwridacidn
especifica en las dos digestiones empleadas en ADN de Procambaius (Fig. B), la cual
ce presenta en forma selectiva para una de las mezclas de oligonucladtidos (Figv. 9)

(las que difieren solo en un nucledtido), no pertensciendo a las secuencias de ADN

mas repeshidis en A

ambarus  (Fig. 8A). Asi mismo, presenta un tamafo demasiado
grande para s una secuencia repetida gue oriaoina solo una banda con par lo menos
3 enzimas de restiriccion. Uno de. los mayores puntos de apoyeo para el cambio de
estrategia fue la informacicn con la gue se contaba acerca de que la secuencia de‘
la HDOP era la misma en Uca y Frocambarus. Todo ello hacia figwrar a esta :se?\al como

probable para contener el gen buscado. :

La explicacidn a la falta de sefal de hinridacic‘ni\ en el AN de Uzs, se
considerd comc posible causa de una variedad de espeﬁies. A este respecto es
necesario comentar gue se presentaron dificultades para identificar plenamente la

espacie empleaca en s purificacidn del ADN. Asi mismo, se apoyd esta posibilidad

en vizta de ro haber detectado ninguna  seral bajo un amplio rango de temperaturas



i

la HOR &n F‘rocambar'us.

e»Lenec:a a. .una

portaba la secuerncia buscada ,(Fig. 14), -Fue ev1dente que 'Est
secuencia repetida (Fig‘. IS \/»16) As“ misma, las clonaq que mxcxalnente se habian
descartacdo pasaban ahoirra a ser cbnsideradas como probables para contensr secuencias
de wayor hmnwiogia, en particular las clonas >B-41 y B-42, 'las cuales presentaban la
mayor semal bajo experimentos de hibridacidn (Fig. 15), este dato pudisra tambign
estar originado por la presencia de varias copias de la secuencis blanco dentro de
l1a clora. Tal como se encontrd en las cionas A-11 y A-21 (Fig. 17B), las cuales por
la similitud ce sus patranes de restriccidn con Pal 1, se considaerd como probable
gue farmaran parte d2 una familia de secuencias repetidas. Dz tal forma gue la
alternativa més certera de saber si las clonas aisiadas contenian ia secuencia que
codificaria para la HOP era secuenciarlas. Alguras alternativas para reducir el
namera de clonas  a secuenciar, fue realizar hibridacidn vcon atro oligomnualedtico,
el cual presentara hibridacion con una region distinta & la utilizada para la
mezcla HOP-2, bajo estos experimentos no se detectd sedal alguna scbre las clonss
en experimentos tipo Scuthern (datos no mostrados), sin embargo, la secusncia
empleada fue la de Lca, y sungue la secuencia de Procambaius se nos habia referido
como la misma., ro se encontrd ningln reporte en la literatwa gue lo apoyara, y por
lo tanto cualquier resultado negativo no era concluyente. Por tal razon la dnica
alternativa para confirmar la positividad de la semal Ffue secuenciarlas
Finalmente, la secuencia de pequeros fragmentos que presentan la zons de

reconocimients del oligonuclestido de las 4 clonas, demostraron o codificar para

la HDP, ni para algun peptido relacionaaa.




Recientemente: . se: pudo . contar

(112), 1a ﬁuaird{Fiérerfén dh‘ém1ndécidd‘d6n‘raspéctn ala’de Usatpugilakor
cambia se presenté preciéamentg en la region empleada para élhié£iz;ﬁ “al
oligorucledtico utilizado en los rastreos. Explicando en parte las céuéaélpﬁk,klas
cuales no se detecto ninguns otica banda en ADN de Procambarus. Dtré r;;&h,qua: pﬁdav

influir en no  detectar la sefal del gen podria ser el 'contar con una uactﬁviuad

ancontrando similitudes importantes con alguna seciiencia eﬁoi;

las sgecuencias con las gue guarda homologia la clcna:;B—42

aquellas secuencias que presentan regiones ricas en CA. Péra e1 casoide‘1§{ 
41 se jywesenta homnologia variable con diversos geres ribdécmales. Es de parﬁicula}
importancia cestacar que la relevancia de estos datos‘ estd condicionada a la
obtencion de una mayor longitud de secuencia, puesto que los fragmentos analizados
son s6lo una pequeda parte de la clona. En un interto da amalizar me jor estos
fragmentos se realizé una hibridacidn tipo Sauthern vy Northern, en ambos casos bajo
condiciones de alta estringencia, se encontrd un sefRal a toda la longitud del
carril (datos ro mostrrados). En 2l caso del experimento tipo Southern, el resultada
estaria de acuerdo en que estos: fragmentos representan secuencias repetidas. Para
el caso del Northern, ro fue +Tactible apreciar ninguna banda, sin embargn, la
calidad del ARNm no fue la aderuada. No obstarmts lo anterior, los dos Fragmentos’
secuenciados N presentan un marco de lectw-a abierto, por lo que as improbable qué

codifiquen para algin péptido.
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Es esidents con los resultados rpﬁévibs, @J§;§f~ éué% ;E;h éi ansiiéis ae
las clonas aisladass seria inFructumsq, par .lOunE Es‘inécesariq}éqnﬁ;mplaf'ﬁuevés
alternativas oe abordaje para el proyecto. ‘Al respecto; iéniéﬁdé"¢bmo éﬁtecedente
los resultados obtenidos en este trabajo, la ccnstruccio; aé'ﬁﬁv bénéﬁ gencmico no
seria la alternmativa mas viable, puesto que i1a presencia de secusncias repetidas en
2l geroma de FArgcambarus que muestran homologia con oligonuclectidos para ls HOP es
muy alta, y la posibiliogad de clonar nuevamente alguna de las secusncias aisladas

se incrementaria. En aste punto es ilmportante comentar que en un  intento previo

pars clonmar 1a HCP de Frocambarus también se aislaron secuenciaz repetigas.  Una

posibilidad de evitar el aislamiento de secuencias repetidas., seria la construccion
de un barco de ADNc, alternativa planteada al inicio de! proyecto, sin embargo, }a
escasa poklacidén celular de newonas gue sintetizan la HDP (1095), pédrién
difict.ltar £l aislamiento del ADNC especafico. En el caso de la HHC, la cual es'una
de las hormonas mas atwndantas en la glandula sinusal (27,45 vy la cuai fue clonadi
a partir de un banco de AONc, se aislarcn 3 clonas de un rastreo sobre &0 OO0 fagos
recombinantes (186). A este respecto es impor-tante resaltar qua la concentracion
peptidica ge 1la HDP es mernot- que la de la HHC por lo que es probable que se
reguiera de  un mayar namero e clonas para el rastreo, lo wual se agregae a las
limitaciornss de cobtancion de tejido (en el caso de 1la clonacidn de la HAL, se

wés de 900 tallos cculares). Las condiciones de hibridacidnm deben estar

reqguirid
por arrica de las empleadas en este trabajo como una medida d=2 evitar aislar
nuevanante cuencias con homologia parcial, por supuesto, considerando ademas, la

sintesis c2 un nuevo oligonuciedtido gue se fundamente en la secuencia de la HDP d=

Procambarus  (HDP-3  C/G-1-G-A-A/G-T/C-T-I-A-T-T/C/A-A-A-T/C-T/A- C/G-I-A~T). Una
alternativa quas puede sclucionar er parte la escasez del ARN especifico de la HOF y

sobrepassr las limitacicnes de tejido, es utilizar un protocolo que contemple una

Reaccidn de Amplificacidn en Cadena de la Polimerizscidén de ADN, el cual serviria



abtenido.a ‘p_:__‘.r;“’ e’ un

cantiddo: ‘da

poli—b hibr

agregada. i

poli-Treomo 1hiciador en’_‘léfdehét‘écion del ADNG“(Fig. 19). As

destacér': qué céﬁ e-l:b r'eci‘einte Hdesarm‘:llc de ar\tric-.ter'pos pa.l"a la I-i‘Dé:(léi-'%‘).
iniciado estugios inmunocitoguimicos (16,144), los cuales podrian pr'dpokcionar
datos iniciales acerca de la respuesta celular a la literacion de este efector. Sin
duda, 21 desarrollo de una mayor variegad de tecnicas siempre permit2 contar con
mejoras altarnativas para poder afrontar los problemas gque se prasentan.

Si  bien el desarrcllo de este trabajo bajo la estrategia empleada no produio
el .resultaooc esperado, la relevancia del proyvecto sii_:;us vigenta. Los dstos
aportados en este trabajo proporcionan  informacidn imﬁcrtante para’ la mejor
seleccidn de las diversas estrategias existentes.

La coordinacion de dos hormonas antagdnicas, que ejercen su efecto fisiologico
sabre la misma celula, es un mecanismo comin en los organismos multicelulares. En
particular este modelo permite la manipulacidn Fdcil de diferentes estimulos que

controlan su actividad (neurotransmisores, estimula luminoso, ciclo luz-oscuridads .

Fara uno de ellos se han acunmulado datos que apoyan su intervencion como efectar

se. han

|
!
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| REGION AMPLIFICADA POR PCR {

FI1G. 19) ESTRATEGIA PARA LA AMPLIFICACION DEL. ADNc PARA LA HDP.
realizar la cadena complementaria al ARNm, utilizanda para elloc un oligo-dT que
en su extremo contenga varios sitios de reconocimiento para enzimas de
restriccién, se utilizara el oligonucledtido HDP y el mismo polilinguer

amplificar un fragmento del ARN.
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coman para  ambas hormonas, por 1o que es posible postular que’ ‘los’mecanismos

concertada

integracidn presentes en  este sistema  deben  mostrar nbdulacidn,

comprension de ests estrategia de control, parmitird conocer.un-poco:masla’ forma

como les células de los argantsmos pluricelulares -integran-los diferentes estinulos:

que iyeciberi.




Reactivo

Acetato de sodio

AT100 acetico

Acido bérico

Aciags clorhidrico

Acian desoxiriborucleico
tipo 111 a partir ce
testaculo de salmsn

Acido etilen Dismiro te~
trracetico dihidi-ataco
disodicn (EDTA)

Acido wricloroacstico

Acirilamida

Adencsin 5 trifosfato
grado I1I

Agar

Agarcsa HET (Gelifica-
cion a alta temperatu-
ra)

Agarosa Sea FPlague  (ge-
li1ficacion & baja tem—
peratural

Agarosa ultrapura grado
ADN

Albumina cge suero bovina
(Firaccion V)

Alcohol iscemilico

Alcohsl isgmepilico

Ampicilina

Azul de bromofenol

Bacto triptona

Bis-actilamida

Bolsas de didlisis

S-bromo-4-cloro-I~indo—
1i1-B-D-galactapirano
sido (X-Gal)}

Bromuro ce etidin

Citrato ce sodio

Claoroformo

Clarura d= amonio

Clorwa de calcia
(anfidro)

Cloruro de cesic

Cloruwro de Magresio

Clorurg de potasio

Cloruro da sodio

Desoxiribonucleasa 1
(tipo T

Dextiran sulfsto

VIII MATERIALES Y. METODOS.

L -REACTIVOS.

Marca

Sigma

J.T. Baker
J.T. Baker
J.T. Baker

Sigma

Sigma
Marck
Bio—Rad

Sigma
Difco

Marine Colloids

FME
Bio-Rad

Sigma
Merck
Merck
Sigma
Bio-Rad
Difco
Bio-Rad
Sigma

Sigma
Sigma
J.T. Baker
J.T. Baker
Sigma

Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
J.T. Baker

Sigma
Pharmacia

CAS3377
. 0140-01=0

N9 Cataloge

S-0889
0762

O0B4-20-1

§575-59

D-1626

E-5134
807

1610103, -

0319

162-0126

A-B022
973

L34
A-9518
161-0404
0123-01-1
161-0201
D-9277

B-2146
£-8731
TE46-20-0
180~60
A-4514

C~4701
C-3032
M-GZS0
P-43504
3624

D~4763
s/C




N,N~-Dimstiltormamida

Dim2t1l sulfoxido (DMEO)

DL-Ditictreitol

bedacii sulfato ds sodio
(SDS)

Espermidina (baze liore!

Eranol absoluto

Extracto de leavacwra

Fenol

Ficol

Formaldehido en solucion

Ferrmamiaa

Fos+ato ce sodio cibasi-
co arhicre

Fosfato ds sooio monoba—
sico arhidio

Glicerol

Glicina

8-D(+)—glucosa

Higroxico d2 sndic
(lentejas)

Isoprropil-B-D-tiogalacto
piranosido (IFTG)

Lisozima graco [

Msltosa

Mztarol absolu

Persulfato ds= amonio

Folietilenglicol (BGGO)

Polivilpiri-olidona

FOPOP

Putresina dihidroclorw o

Ribonucleaza A

Sacarosa grago I

Tetramztiletilendianing
(TEVED)

Tiamina nidrocloruro

Tolueno

Trizma base
(trisihidrosimetill
aminonetana)

Urea

Xilen cianocl

Yodur-o de propidio

Sigma
Sigma
Eigma

Ei1o-Rad
Signa
Merck
Di+co
Merrck
Sigma

J.T. Baker
BRL

Sigma

Sigma

J.T. Baker
Gio-Rad
Sigma

Mercic

Sigma
Sigmna
Bioxon
flarch
Bio-Rad
Sigma
Siama
Marck
Sigma
Sigma
Bio-Rad
Bio-Rad

Sigma
J.T. Baker

Sigma
Merck
Bio—-Rad
Sigma

D-4254
D~5879
0-0632

161-0302
8-2626
15853
0L27-01
206
=278
2106
SS1SUR

S5-0a76

5-0751
2136-57
161-0718
G-5230

&H498

1-S502
L5876
s/c

&005
1610700
P-S413,
PYF-360
7249
P-5780
R-S125
161-072
1610601

T-4625
40

T-8524
8467
161~0423
P~S264

&7



&3

METODOS.

1.— PROTOCGLG F A'b—‘ LA PRODUCCION V &MDENANIENTD 5y E)sTRAGTCI e EI"F‘ADUETAMIENTD.

las
‘6120 Hrrs de J700 U, de D.0.), durame este tiempo se verifica la la_ulxcaa

l‘Lntar con un dia de antiupacmm da:‘ -

- 46(: mi e medm LEK en un matra-f

% 'Bactotriptona

1

L % MaCl
.3 % Extractc de levadu"
4 o NaQH ;

Esteriiizar 20 min a’l
Colocat 3 . ml del: rnedxo, en
ester 111"ac;or.. -
absorbancias (A° SN

s
S

1z mlode sc:lu:lon T

a0 m Teis L AB0.ul. de tris | M pH 7.5

10 mM Espermxdm: ~1200 ul. de espermiding. .l I"l
100 @, Putrecina - E 19.332 mG. - de putrecina.

Ajustar- “a pH 7.8 con HG1  (aproximadamente 8 gotas - con pipets pas eLu" 1N
de HC1), Filtrar por sembrana de .22 uM. -

- Eppendorf .S ml , tubos para rotos de centrifuga JA-20 y JA-10( IS‘n;l'yjf
SO0 wl respectivamente), pipetas pastewr tallo largo vy - agitador de -
cristal, (essterilizar bajo las mismas concdiciones que mecdio LBK).

- Frever el lugar para las incubaciones a 44 %, 37 T v 30 L.

- Terer asegurado nitrdgeno licuide y un recipiente de  boca ’antj_-hé para
cangelar los tubos. : :

- Cepa SMR-10 ya verificada su labilidad a 42 %.

PROTOCOLO.

Inocular un tubo de cristal para cultivo con capac1dad de' 3 M, con 3 Ml
de medio LB con la cepa SMR-10, incubar a 37 8% con . 200 rpm durante 10 a
12 Hrs, B e Lo ’ '

Incn_ular el matraz Erlen-Mayer con SO0 ul del cultiva previo, jpncubar a
20 % can 200 rpm hasta alcanzar una densidad celular ds 2 X !.OE Freo lo
mas proxima a’ 800 U, de Densidad Optica (D.0.). Realizar lecturas & las
S:00 y S:30 Hrs., con adecuado crecimiento se abtiene uvna absorbancia
de L2230 y L3300 U. de D.0. respectivamente, sacando el matraz

con un poca mas de 6:30 Hrs, de2 incubacion { sbsorbancia SOrOm.

de la cepa a 42 %, estriando dos cajes ce petri e  incubando a I7 o] y 4
GC,’ utilizaer coro control positivo de desarrollo a 42 °%C la cepa G-339.
Migntiras se alcanza 1a dersidad adecuada se prepara uni incubadora a 44 kol
v la solucidn de preservacion,la gue debz mantenerse en frrio.



&7
Salucion oe présarvacion, TUpara preparar l’ll.
S0 weoDimetil sulfoxido:.. SO0 ule s
7.3 @ ATP GaH 7.0) 73 ul -ATR 1 M pH 7 . .
q4.- Alcanzada la sbsorbancia de (800 se induce: la produccion de la capsida a

C44 % con 200 rpin por 15 Min. .
S.— - Incubar s I7 0 con 200 rpm darante 0 Min. . Colocar tutos de centeifuga,
cam:sas parra tubos d ml, rotores vy puntas paca pipatas valumetricas
de Z00 ul en el cuarto frid. Foner los tubcs Eppencar-t de .5 ml con S ol
ce snlucion a&  preservacion vy la solucion T8F  en hielo gz sgua.  Freparar

la centrifuga a la temparatura adecuada (4 0.
5.~ A&l tarmino o2 los 90 Min. colocar &l cultive en 2 tubos de centeifuga para

rotar  JA-1D, centvifegay 3 000 vpm dwrant2 & Min, a una tanperabura e
4 'O, retirar el sobrenadante por decantacidn, dejar escurriendo sotie la
tapa el resto dsl medic, mantsns sienpre las células en hielo de s
Tion uwna toslls abscrbence retirar el wedio remanente que - se encuentr'a en
is hoca  gel tubo, resuspenosr las celuias en 9 ml de TS frio {lsvar
prim@o un frasco con &6 ml, pasarlo al otro y resuspander las celulas,
postoriorments p v el TaF con las células resuspendidss & un tubo a0
de o 1S Wl para rotor JA-Z0 colocar en nielc, repetiic la misma cperacidn con
los T ool restant ldO el TSP _al misms tuDoJ.
S,.—- Centirritugar & =t ) 4 & awrante I Min., en el Fotor TA=20,
1rar sobrermadante  pow cie antacion, cOlO;.:.r el tubo con las celulgs en

las ca@lulas. gantilmente con 350 .ul .de TSP con -agltador de

P~

1.~ Alicuntar an log tubos Eppendor® de .5 ml 20 ul-del extracta, vortaszar
e inmeciatamente - corgelar -en-nitregomo  liquidoy almscensi-los @nvan
contarean” con nitrogeno-liquido. Aproximadamente e  obtienon de S5 a &0

wibos

Z.= PROTOCCLO FARA EI'IF'FK?.‘UETN"IIENTO IN VITFD DE_ADN DE LAMBDA.

F‘repg»'ar las sxgulentes :.olucmﬁes. :
clucién TEK - o Satilen paral orepsr'ar S0 ML
-10 M Tris e S00 Ul de tris 'l pH 8.0,
LM EDTA L 2200.ul.’de EDTA .25 M pH 8.0..
20 M KC1 1845 mg. ikKCi . .
Ajustar-a pH 8 ester:.lrrar I Kg/em® durante 20 Min,

-~ Solucion SMC
ia i N= 4—'90
AN Y i
OSSO NuDl .
P R I
Lo mglly
.1 mt o CaCl, e
Esterilizar por filtra
de poro de .22 uM..

R pars 'preparar‘ S0 M.

' ul de una Sol.. 1 ™M MgCl,.
S50-ul de upa Sol. .1 M CnCl-.. I :
N equmo =] Hltra:lon f'lllllpDP’ pnr membrana

PRATOCOL0. ; : ‘ .
b= Sacar el tubo -Ep| =48 .n trugenm hquxdu ‘Y !
d=s C:)hqclay b uscumente ‘el e>'tr‘actc co]c:candc) el tubn [ X

ar

10yl de o1 1on TEh con’ el ADN

a empaquetsr




cpastew” 'y a‘lag que se les selloy redondan st punta con cslor)
Ineubar a Temp. Aub.. (28 %) duranté SO Min:

Agitar an un me
‘sdlido,

colentirifugas 2.Min. a 1X
;R‘@,\:Jr’ar sobrenadante con plpet,a pastewr esteri

Agitsa;. génﬁi lmente ccon-tubos  delgados de vidirio: (haceylo_{. [=G

Al termino de los o 90 Min.,  asadi- 3wl de \:loro-Fcr’mo."
solucion 8MC gque contanga SO ug/ml de DNAsa - I. P e
zclador  de tubos a’ Max: Vel. nasta’ disolv

el mateirial

Y e en-microh

Almacanar en tubos esteri!
Titular empaguetamiznto.

3.~ FROTGROL PARA MSROATE. POR IMEDID CE T4 ec_u.mu_l_t_smmocrm__

Snluciones v reactivos.

- 100 pMal. de oligomucledtido.

- Polinuclecticocinssa 14 U,

~ Papel para cronatogrartia DE 8L, :

- Columna cara gromstografia con Bio-gel Alde 1.5.) -

- L ca P ATR. L T T

- Sclucion acarreaaaa, SRR ORI L

~liquicge ce Carcallea (V. apendlce). .

- 40 pidestilaca ~;.Hnl. E - 2

s soiusion anortmuac’ora par‘a cmacxon.

e L iQUATnT para cinacign 1OX T T

7 M T 3.5 M. de Sol..dge tris 2 M pH 7.5

.10 MgCl, 1 Ml. de Sol. da MgCl, . .

S rMOTT LS, de Sol.ode OTT § M con scetato de sodio

Esterilizar poar ¥iltiacidn en membrara de .22 um, alicuotar.
FROTOOGL.0.

i.— Freincubar dwrante 5 Min.  a &0 - %0 100 picomolas @ oligomnucleotido en
amortiguador para cinacidn Ix, 1 ul de espermidina .1 M neutralizada [k
agua para un volumen Final  ge reaccidn o2 20 ul (no haber agregaco enzima

i marcar.

2.- Colox 2n hielo de agua y afadir 14 U. de polinuclediico cirasa.

3.~ Pasgar la mezcla a un tubo que con tenga 100 WCi de  P™ ATF.

4.- Incubar durante 2 Hrs., a 37 %C. . .

S, Valovar 8] porcentsje de  incorporacidn a los 0 Min., con el siguiente

pracessimiento.
- Tomsr L5

;1 Azl volumen de reaccion llevar a 20 ul

N 801 o aCarreada i :
- O 2. c o8 de papel ce cromatogratia DE81 {aproximadanerte’
1 @md) colacar 2 ol . PRSI ;
= Exporer un papel a 1S wl de TCA 10 % fric dwante 15 Min. con

agitacion ccasional (cada 4-5 Min.) , cambiar el TCA & los 7.Min. ;

- Lavar con 12 ml de etansl al 70 % frio , durante 1S Min. , repetir
otro lavadn dwanie 2 A 3 Min, Todos 1os lavados can TCA vy etarol se
deben roalizar con el tubo en hi=lo agus . .

- Cuantificas la radiacidén en c3ds uro de los papeles (lavado vy o
favads), colocdndolos en € ml de liguico de centalleo, contar  poic i
Mirm. en contador de 1radiaciones B y  determi el porcentaje . de
marca  incorpgorads (marcs en el papel lavedo! enrelacian a la mar
toral (papsl no lavad).




4.~ VRDTDLOLD DE-PURTFICACION DE ADM

—.Sclucion de -maltoss al u At

En. .casq: de.. presentar adecuads - cincorporacion C (> del &0 W procedsr &

puriFicar el - oligonicledtidn marcado,. pot medio de una coluina  de Bia gel

A 1.5, colocar gl Vol. totsl de la reaccion en el lecho del gel iniciar &n
AJorma inpediata la coleccidn de alicuotas, ( las alicuotas deban de zev o

3 gotas, o que proporciona un voluman aproximado de 152wl en columwas co
Pemode didnetre, el oligerucicotida inicic  ia salida cgel get.

aproximadamente entee la fraccisn 20y 22,
Tomar @ ul del volumen total que contengs el oligonucledtido, contar can S
Y mliece liguics ©a centelleo en contador B para ceterminar la cantidaa

=

total de marca recupst-ada. - .
Hibridar cop 10 -millones as cpm por Ml. oe solucidn de hibridacion.

ﬁ'ea:u“cs v "lucxcne=. :
= Falillos esteriles.

- Medio do cultive LB. 3 ;
—rSeiuei 6n SMC T (VL pi otocolo "'°'

~iSulucion de MgClys
~ Cloroformo. -
~ Bolucidn de tiris 2 M pH 7.5,

- Diasa ! g/l (V. apendice).

- frAsa - 10 mgsMl (VL apendice).

— Solucion S de NaCl.

- Polietilenglicol de pEso aproximado El-x)u.
- Solucién ™ (V. apendice).

~ Solucicn de S0S al 10 %.

- Fenol satwrado.

- £tanol frid.

- Salueion TE pH 7.5,

Picar una  placa con palillo esteril, r'esuspendér los fagos en 200 ul e

SC, (tampien se puede colocar la placa entera en un Ml da £MC), ,

Colocar 10O ul  cel SMC con ci fago mas 100 ul de celulas Le-392 o Y- lu?ﬂ

rreparagas con &l protacolo e an un tubo de cristal paracultivo.
Freincubar 20 Min. & 37 %0, sin agitacion. agregar 3 M. c!a_lyB 270,
agregar maltosa para una  concentracion final de 2 %oy MoCla:o pakati
corcentracion Final de 10 mM. ’ ) ) ) e
Ircubar toda lo noche a 37 % can 200 om. a
Al dia siguiente afadir SO ul - de cloroformo,:
oeidad. L IR T Ry
Centirifugar @ 2700 rpm por 10 Min. a temp. amb. oo U i e ey
Tomar el sobrenadante con pipeta’ pasteur, evitar traesrse ‘el detrito

a fiaxina

calular.

ARadiy: . |
S0 ul o Tris 2 M pH 7,500
S0 ul de DNAsa i mg/mle. 00

o oul de RNAza 0 10 mg/ml. e A
fAgitar 15 S2g., dejara lernp. Amb. AN
Agitas § Seg., dejar en hielo: 30 Hin.




e

11.- Anadir 500 - ul de una solucién S M Nall para llevar .&..5 M % ‘il)u mg. ae
.. .polistilenglicol de P.M. aprovimado 8000 . para llevar a.lo }... Sy

12.-: :Dejar-en hielo de agua por I Hics. D

13- oo bentrifugar a 2700 rpm @n centrifuga de mesa durante 15 Mi

14, sResuspender el precipitado en 400 ul de solucidn 20 aM .

gpensidn a un tuto Eppeindcr{.

Cad gLy, v pasar ia .
i, agitac o maxime velocidad' @n

1S5.=070 0 ARadie 00 ul ge clow

SRS tubos owrants ZMin.
16, = Centrifugar & 2700 vpm darante 10 Min. & 4 q:, tomar el smbr'ehan‘u'_ltr B
17.0=00 CARsoir 20wl e una solucion S M d2 NaCl para llevar SL25 M, u] c‘n:‘-
: Cura solucion W25 M ez EDTA pH 8.0 para Mlavar a LOZ My 1Tl de wes
sclucion de S05 al 10 % para llevar a una concentiracicn final de .’..',‘ Wl
CRgitar I omine a2 maxima velacicsd en un ezzolador de tubos. :
Agregsr un YVol. d2  fanol , agitar por 2 Mino +, sge qua'y.'
Teclorofarma, agitsr por 2 Min, L
Centrifuga a Mao. Vel. en microfuga por | Min. a Tem. Amb.
Tomat la fase acudsa, y afadic 1 Yal. de clorofor !
. ; Centrifugalr a Mad, Yel. en micrafuga a Tam. Anb.
220 Tomar 1la -Fa:;g ACUDSE Y precxpxtar' & ASN con 2 Vol g
’ ‘guardar a -2 “C toda la roche o congelar en hielo seco ‘é@tanol’
: durante Z Hits, REEI e
23.- Cer.l_;r:ﬂlgar a Max, Vel. en micr cn-ug-'a ckarrante. 10 M1
T Eor ‘gecantacidn el etanol. S ’
‘Secar al ADN . resuspender |

en 30 ul. de S

‘,

Reactivos v soluciones. o on o :
- Cultivo de c&lulas LE-392 0. Y=1050
- Medio de cultivo LB-Mg. . .00
- Cloroformg. i
-~ Pal iefila—ngllcnl‘.
- MaCls : y

- Tubos de ultracant 1+‘uga para rotor 510—40.
- Solucion Th (V. upendice).
- ONAsa 1 mg/Ml.

- Ciorwo de cesio.

- Jarirga de 3 Ml.

- Fencl satwradd.

- Solucion clorofdrmica ‘.4 1
- Solucidn TE pH 7.5.

" PROTOCOLO:
1.~ fnfects- 1 ml. de cultivo de celulas LE—:}?"
primacio del faga a purificar.
2.- Incubar a 37 © sin agitacisn durante 10 Plin.
3.- Inocdlar con lo anwerior 1 Lto de medio L
rotacidn ds ) pm durante toda la noche. 7075
4.~ Adxcmnar aprouimadanente 1 ml de CHCly yocol
l;::m ot anie 10 Mxn. mas.
=

en rotor JA-10 &




i&.~
17.-

18.-

T Resugpands 1os fagos en 5 ml de Soi. T: que u'u:luya ==

73

ARadir 0 G, de polietilemglicol pa;o apro Vmadc Bf‘nu v 42.8 G
de NaCl |, .disolver  .con gentil sg’tacion ;
Mantener en m.:lo de agua por 1o menos .3 Hr.
Centrifugar & 7000 Fpooa 4 & dwrante 20 Mind
“Descartear 2]l sobrenadante - o ':.p'etamente, [ eolocar el
apajo con la pared gue contenga ios fagas en/contscto

o pipeta pasteur, .
Aradie un valom CHCY., me ar un*e I
Cenurifugar a 7020 rpm a 4 %0 gurante 10 Mins
Hacer urn gradierte discontinuo a2 Call.

S—

DNAss I, avudars

—

il

son. TH. : '

2mi csel 1.3

|2l ezl A3
AN 45| esel 4.3

Centrifugar dwante 99 Min a 1S9 en un rotor SW~a40 & una Vel. de I600
rpme ;
Tamar - poy purcicn  can ws Jj2ringa la banda e 10_‘ +agm.». pm'
aparace  emvre la interfase de las dengidades d= 1.5y
Dializar contra 22 Lt. de &ol., T cwante = a 3 Hrs. a Tamp.
chrante toda la noche. )

Afacit un aecimo  del Val. de S M de NaCl, un centesinmo  de Uol.
S0S, vy llevar a 10 =M d= EOTA . o

Extiraer con 1 vol. de Fencl, mezclar por 2 Min., afadir »unvval’
clorofermica (clorororme/alechol isoamilico 24:1), centrifugar
a 4 % qurante S Mia. en rotor JA-I0. : S
Tomar la fase acuoss. agreaar un Vol. de Cloroformo/AIA.
Min., , caentrifugar en las condiciones anteriaras. : .
Precipitar el ADM con dos Vol. gz etanol. 51 se tiene una Du ra ;.ant*dad Y
o= ADN @ formara wuna walla (la cusl cebe de manejarse . .con ch1dsdc1) sel
deseciha el etanol sin centrifugar, se lava la malla con etangl -al - 7¢ %,
e ocesecha &l etancl gz la misma Fforma, s2car el  ADN en un secador de
musstras, resuspandsr ADN en 1 ml., ce sclucian TE' con puntas de i :Pma .
volureti'icas, a las cuales se les halla cortado su punc\.. T :
valorar calidag y cantidad de ADN. g :

S 1o regu

A’\‘ID

b.—~ PROTOCOLN FORA PREFARSE CELULAS COMFETENTES.

Soluciores y reactivos utilizados:

- Solucion S0 % pol:etllanlxrol (FEG) ain: +1'rrar ('al'La viscosidad) -

- &olucicn 1 M MQL.IZ +ilbtirar por mennrana de .2._ uM Y e;te—w zli"ar .

- Medio de cultivo LB-2X ST ! R
2 % Bactotriptona.. . : :
Z % NaCly ek
1% Es ..r L0 de levadm'cw. =




Ajusta’ alpH 6.5 esteritizar.
= Madio de cultivo-LB-Mg 1X
) 1'% o Bactotriptona.
L7 NaGl., : ’
9 % CEntracta de levadurs.

L a1 HgGl
HJLI:L:&P 3 pH 7. ests»'ilia‘an'."f
- Dimetilsul Foxido. . SR EoEi e .
- Zatueldn TSS : i ﬂba’va‘ preparar S Ml

o Medio LB pH 6.5 7 0 205 ML L de LB XK.

PL:SO/..

10 % PEG  pesc/Vol ;
% L.:rn_tﬂ=u1~o, u:k) \«cl
50 eM tglt 4

0 l"ll

iltracion ~won

sta par si sola
meatrana . de’ V4% 0

PROTOCCLO.

Irficubais & 37 "0 can 200 Fpm hesta alcanzar un dersidad
.Sde DO a0 rM (aproximadamente 30 THrs) 1. :
I SColocar el matrar en hielo de.agua por 1O Min, o Lo
- Cenvrifugar a 4000 rpm duwrante 10 Min. & 4 0 en v'otcr'rJA

- sobrenacante por decantacidn.

&.- Pesuegpendsr las celulas en un decimo del VUnl., original (3 ML) en
isn TSS. )

7. alicuotas ce 200 ul. en tubos Eppendort previamsnte enfriados.

8.- Congzlar en forrma inmediata los tubos en hielo seco etarol.

D~ Guaraar a -70 %, hasta su uso.

7.- FROTOCSL0 PARS TRANSFORMACION CON PLASMIDA.

Solucionss v reactives

~ Colulas competentes (preparadas con el prococalo N &),
- ADN g2 plismido & una Concentracidn.de:l ng: n::r ul. .

- Madio de cultivo LB-Hg- (V. ap.;-ndz-‘e).

- Cajas - de’ petri con agar al 2% en medio LB" g U
concentracion de 30 ug por M1, 00

o Una

* PROTOCCLO.

1.- ¢ Descang2lar: - gral dualrrema ]as celulas
aprosimaganente . 20 Ming 5

2.- o Agregsr.liul-de ADN g pl

o Incubar i




e
6.~
et t_r AN formac onlen una’
cstcs pre '*"cm:‘c: an ruestra rosillego &

ug.

8.~ "RC‘TEGLD DL. TRASFORMAC ION DON AD F‘CFG!'IPINAN‘T' EN Mlu-

Juf-ioncs v rear_tivoa

colan d@ ligscldn (MLE reconbinasntel.

o de cultive LB-Mg 1 X (V. apéndice),

- IPTG @n solucidn o1 M. -

Gal en sclucion al 2 %.

lulas JM-101 (M. protocolo: 13) T
csa al .5 % en medic LB-Mg (V.- apendice)

- e

da petri cen agar al 2% en medio:LB-Mg-:

FnJTDF‘GLG. i
lar giracualmente  las célula

dealuaLl -

am 34 oamente 30 Mind). :
2.= Afadiir 2wl del volumen de reaccid tilmente. con
ligeros golpss con €l deco. T

Lo Incutar  en hielo  agua’ poe 1;Hr';»

Min. .

4.~ © B0 ui de sedio LB-Ma. :

S s a 7 'C oron 200 rpod de Agitac

L.~ s en higle hasta plagusary :

7.- Colacar en tubos para cultivo de or istal
15 ul de ls solucion ce IFTG , 3O ul
ceiulas J-i0L.

8.~ Agragar 100 ol o2 las celulas tkansﬁ:»ma
zcio LB-Mg & los tubos que cantlenen la mescla prev
ser fundida v mantenioa-a 5093 por

9.~ : la mn"cla an una c:,)a pe

eratura de 37 TC. ;

10.~. Incuns” la caja a 37 T durante’ tcda 1.3 nacl !

[~

Soiuciores vy reactivos: i R
~ Solucidn ca2 =zulfato Fenc:c al .0_03 .
~ Sulucicon. 10°N de KOH e .
- Prensrar  solucidn de =sles ol tpara T Z00 ML)

R PO, S e L B.16 Gr.

L\ P : 1.56 Gr.

ZS‘J ; ST 600 Ul de Sal. .OOS %.
Llevarr a pH 7.2 con una solucidn 10 N.de KOH estarilizar,
- Sclucidn de MgS0,, 7H2J Spall 4% esterilizar:
— Soiwcidén de Dextrosa ;+'al .20 esterilizar.
- Solucion e NHEL a1l 8% esterilizar.
- Solucisn de CaDl.. .thidrc: al 2 % estmrilinar,




= Sclucicn .oe Tlamma 2 al JIsW Filtrar,
-"'\“l"‘"- g Ll S

, ?RDTOC.OLDL '

E5t=l 1H 2ar ~L..; G, de aqar an’ 4;.1 l'* da'Hzﬂ.«

Aradir: : ;
L e Sulucxcm o0& MU‘:D; and
‘{, . de Solucicn oe, d=xt: ‘osa, &l
IS o K, S ;

t de- Calll 2
10 de Tiamina i
50 M o= Bolucion de sales 2.X

Vaciar el wedio en cajas.k
Guarcs & 4 2 hasta uEsTE.

Reactivas v solur'zo"‘e:::

- Solucion de scrilamida al 40 %

157 Gr. de Norilavida, T

8 Gr.. de Bis-scrilamidal ™ H A : o e

Afma & a0) ML, filtear por membra"\a de VA5 UM 0 papel Watman R4

cusrdar a & 9 en Frasca color amta : e e - L

= Solucion TEZ 10 X o
A7 M de tris

JEF M de Acido bérico .

LOZ M de BEDTA f\ia2.2 Hp ) SRS :

Afarar a un livra, se ajusta  por-si:solg’;

(utilizar agua desionizada). - TR

aprokimanamente-a pH - 8.0

- Golucidn de acrilamida al 7 % 8 M wea.
7.5 M. S= Acrilamids al 40 %,

240 Gr.  ce Urea. .
53 M1, ze Solucion TEE 10 X. o i FEOTE
Aforar s 5™ ML, Filtrrar por membraha' daii - Frrasco

a Temp. Aab. : b

color s

1les para montar gel de seou (er\ua p

Mod. SE~1S0G0. :

- Solucion d2 persulfato de amonio al 10 %
L1 Ge. : :
Utilizzas el misvo dis.

- TEMZD.

- J:luuon o2 .:-DS 51 10

ientific

PROTOCOLO.

Frgpai-ar los crizstales con el siguients.pr
~ Lavar los cristales con extran.
- Enljusgar con agua filtrads tipo: |-1111--.\O. L
- De=jar secar, ; c
- .impiar can etanal.




=~ Limpiar: con Cloroformo.
= Aplics . una capa de solucidn Se 303 al JO "
~ D= jar secar.
~ Pulis - los cristales en cavpsna de estraccicn
e realizen en la cava cel cristal gue se poandra

\

- oArmar los oristales  con separadores de gradiante colozands

de empaqgue alrededor. (13 parte delgada . del zepsidcor debe oo e

‘nama aritidsl.

B0 un vaso da precipitaco S5 M, de . acrilamida al 7 % 8B Moaarsa
cor D ul ge parsulfato ce an‘.\:;mo al 1C 4y 30 ul oe TERED.

2.~ C\"lccar la sortlamida con wha jeringa de S0 M, entre  los oristales
soztemienco sstos en un anguls  aproximado e 120 © con respecto a la
cuwsriao se termina de colocar la acrilamida recastar  los ieri

) lentamente. . ; :

4.- Colocar el peine. En caso  de utilizar p2ing  oon dientes de hi!:ut'or‘..

h
i

calasar pEine Tarmaocr 0o polo BN este paso. g o
S.~ Prenzais los oristales con pinzas wobla clip dos &n cads  wno de tlos
exwrenns, incluvEnds el lago donde se coleocs el peins. Imciarde abajo

hacia arribs.

6.—- Dajar gelificar  aprodisadaments 20 Min. ( posibie. dajar el pel.toda.la
rache, cotrir con una pelicula o= Fleen: _c}: PaCA- v tar  evaporacioniy e
7.~ Enjuaga 2l cavce superior sl gel con . cagua  Filteads para o rarover el

amida -, retirar: el psine” v posteriormante  enjuagar

exec2so de acril
SOE . S e :
el gel en céamare de secuencia,en Css0.de u
s e cocodrilo, T este dsbE ser colocado antes

Soluciores y materiales r'equsr:das

— Sciucidn TBE 1X. i e L T e
~ Camara de electroforesis @ para se«:uencia Marca’ Hoefer-Sientific Mad.

A :
- ruente de podens marca wopfar—Sxen Fic (" d

- C;el g2 secuencia.
-~ Re H s@cuancia. P :
- Funtas para pipetas vol umrtl icas: con extremoplana.

Prg T, - RER!
1.7 Mantdr el gel en la cémara de secuencia, con-Solucion TBE !X,
2.~ Precorrer @l gel durante 40 Ming: a 110:Watts manterer firjo 21 poder.
Jo- Frecalentar las musstras durante 2 Min, & 70 cu. :
G- FPones las  mu vas en hieglo d@ agua, aplicar 2 o 3 ul de 1a duestra 1o mas

2OS

pronto posible =n el gel (prevismenta habsir lavado cadg una da " los on
con la misma solucidn de corrica para retivar la weeas, nhacerlo con  muacho
. curdado para no rompsr @l pnz2a, o sSepirar los dientes de tiburdn dal geslt.
S.- Fermitir gue penetren las muestras darante § Min. a 10 Watts. .
& Correr el gal a 130 Matts (manetener  fijo el podait).

(1izar el peine Lcan.
s montar: el gel len da




PR‘GT{'\F(E 0 PeRR LA 11 TLLACION DE L.\SADD‘:: DEL F‘r—'vCD LAI'IE(DA.

SQILA\.iCt 28, reactivos y mdterlales.
= Lisadd.de fago 4 =er titulado. .
= Tubes de aristal pars cultivo con Lapucu‘:d de
=.Células LE-397 © Y-1090 ( V. protocolo 13)

coplandn al LS % oen nedio LB-‘“Ig.‘ i
M. de Medio LB-Mg agiregar .S Br o2 .agar ester

- Cajas petri con agar al 2 % de luu s de! gid

ERE Y

A

PROTOCOL. . : S :
adecuadas dellisador, mitanstomayr Cun Lol

1.- A Hacer diivcior
i igual, o manor e 100wl (para. la t‘tl.lauon Lide e ‘titac LS.
enunag.ugtamemo sa hace una dilucion 171000 para lisados piimsiios’ 1710

gL 1716y cuando se vasuspend2 una placa. se hacen diluciones da 1./ 00
RSN . . B T
20~ Agregars 200 ul de celulas LE-I92 o Y-1090 #x “en un tul:'-:

Vol requarico para la dducxon que se desees. ;

2l 'major contea =2 realiza plagueands las siguientes dxlurm

- i/m‘ AV, 1AL000 parvas sxtractos os .
enpaguetaniants.

S i/l") SUST LN u.-r,“rJ lizacos primarics.
TE TSR RATY, GG, 1107 cuanda se resuspende un_‘ placa.
. x

Incuns:r sim agitacion a 77 % aurante

(ARedu 3 ML gg Agar D W en medio LB~
0L
=Plaguear-en cajas petri precalentadas a 37 s
'Dc_,.:u aque nclﬁmue, aproximadarents 1S Min.
Fetirar el vapoim @ agua que =2 haya formado’ sn 1,
PRt ezpomendo la tapa a Ll'l mecherao.
8.~ 7 Incubar- & 37 &3 par 12 Hrs.

Min, B
ig ia cual i_:enga %1}

Ura’ o

FOUENED se  requiare  transferir ua nunero.determinado
plagues nuevamente - teniendo en consideracidn el t
gsben gusidar a4 4 lss diluciores. .

: ,;Hcl.a- capa Y1090 presenta un’- mej
nivicas. : : ’ -

PRDTC\.L& .‘3

: E;olucianaé ¢ resctivos y ‘materiales

= Madio de cuxhw" tB-Mg.
Ce’ula: LE—J.-‘?., Y=1090. y JM—lOl..

Maltosa al Z0 '/.. : S
~ Cajas petri con agsr al 1.5 % en mechc I'-N ¢ protocclo [ AN
- Cajas petri con agar- al 2 % en medio LB-I"lg (V. apéndice)

- PRG xTuCLL




Saluciones sy reactlyi

e ._-.luuiﬂr\ ..:S.,

e

k2

ESTR TESIS m
SALIR DE LA BIBLIOTESA

A partir .ge .un t.uba dgonde s . tenga guardada la ceps S& Toma ura . asads vy
s incculan 3wl de eedio LB-mg an un tubo de  cultivoloe s cristsl aon
cagacidadg de 5 M1, : :
Incubar - tooa la moche a 57 00 con S0 rpan

Fsytiar una caja conel cultivo revio, para la cepa "ﬂl -10Lukilizar
caja con madio MN:ipara’ las cepss Y-LO9D ¢ LE-392 wbilizar:ias
madio LBE-Mg. .
Tacusar o para las cepas LE-292 v Y-—hﬁu s dur anLe—
la cepsa Jit & 37 O y
Tomar unad  Colonia de la cepa que se desee, e meular5‘
Meyerr que contenga S0 Ml. de medio LB-Mg, 1n:ubar duran
37 won 205 cpn.

A pertir de w2 cultivo e tomsn 30 ul vy sc re
Mg en un amatraz Evlen Meyer con capacidad oe- ._.;0 MY
Incubarr a 37 T amante 5 Hes. con 260 oM. 3
Congzarvar a4 %G . Almacenadss | & asta Lx_n
transcrse ge T Semanas.

ia

(=58 EXSEGNT

TOCOLO FARA LA SURIEICACION DEA

- TE_]L
Acoci

SLADN (ilsculo.

LU Mode EDTA
05 M de Tris.
5 % d2 ShE.
Ajustar el pHa 7.8,
- €olucidn TN
1M Tris
3 M NaCl
Disalver en aygua mdnstllada'
por membrana de 22 uwM.
- Preparar UNC-irenol.
Disalvar  en bafo marria
cda Sal. T 1 M wris v
1% Hrs. & 4 C.
- Soluczidn clorofdrmica :
Cloroforns s .—24771‘11.
Aicohol iscamilico- L M.
- Solucisn TE pH 7.8,
Tris 1O ol
EOTA 1 M,
~ Bolga para dialisis.
- Solucisn TBE 1< (V. apendice).
— Colucian £ M NaCl (V. apgndice).. 0. 1
- Solucion I M acetato de sodio (V. apéndice)l.
-~ Proteinass K (Y. apendice) ) " :
- RiNAsa 10 ma/ml (V. apendice’.

R I B L




El  siguiente protocelo se  encuentita :15\:1d411’5uu Para
rejlas , por lo gue se  deben bacer las  coivecciones |:E3|'tix en t& 5§
peso ol tejido a procesar. Ry

o~

T este casn  narticular la toma del tedidd Cse vealiEiian ammalm' aue
PECMARECIErON. en ayuno  por . un ]ap:ao a2t O mam cde st d o Hitgw, el tedido
Lt lizado fue el culo del telson de {\tZOCll Celicualt fue congelods @A
forma 1rmadiata hasta su usa. ' B

PROTZCOLO.

lo— L0C G de tejido se mecordn en rnh'nqenc. lxqulgo.,’ k
2o Bl taejion pulverizads se . caloca en 2 M. de Sol. ETE, al que se le agre
Mroteinasa K & nna concentracicn  Final de S0 ug/tl. vy de 30 ug,'l‘ll
Rivss. : :
3= Incuta- a 55 % toda 1a nocne apr oxlmadamente 16 Hrs con 50 .
4, - Agreaar un Vol. de  WC-Ferol, mezclar suavessnte por iavers:sn durante
: Hin e Tewo. Sfab. : ’
S.- CAgregar un Vol. de Sol. cloroformica.
&L Fezclar por inversicn suavemente darante 20 Min.
T- Certiifugar  a Z.700 rpo por 19 Min.  tomar 1a  fase - a
ooextiraccidn con WNC-Tenal vy =al,. cloarafdrmica, @
aco._il Fue requerica otita extraccidn para  guitar
.51 =0lo se resliza estraccidn  con fecol sz
me jor pigmantos . L . SR
8.~ Realizar una raccidn a la  fase acuosa  sdlo con @ clorofarpo
congiciones de mezclado v centritugacion, o
Q.- Dializar ia fase scuoss contra 2 Lt. de Sol. TE cwante 16 Hirs. a 4 9
10, - Precippitar el ADN sl afadir 1/28 de Nall S M o 1/10 o= scetato de sod T
H, youn Yol, de eterct fiio , mecclar  gantilmente. - :
11.- Al formarse la malla se retira el etarol por decantacion 'y y sa' lava la
. . malia con etarnol at 70 Y. S . g
12~ Szcar el ADN en un cEsecadar de muestras (aproximadamente 15 Min.)
3.- Resuspandea @l AN en Z00 wul de TE pH 7.3, si la eFu..len. ia es buena la
corcentiracion aprarimada debe gz sev de .3 a .S uglul ) B
14.- Valorar la calidad v cantidad ol &0ON por espacor ol’m’u,‘ev_x 1a,  realizancs f

M si el cociente entre ambas lecturas resulta
za del ADN es ptable, si resulta de alredzdor o

lecturss a 2&0 oy

Mmayat 1.8, la zur
1.5, A nuede conternsr hasta wun S0 4 e proteing, pas 1o gue se debe
de izs nueve aextrsceion  con UWNC-Fenaly - Sol. - clarareraica, Fara - -

cuantiticar ! ADN se tiens en consideracion gue una lectuwra de A a5 uns
lorgitud de onds de 260 MM una U, de D.0O. equivale a 30 ug/Ml. da ADN.

la canticad de ADN por densitometria de una Totografia d2 un  gel
gaross al ! 4 en TEE, colocando una cur de corcsnurracidn  can AD
control. En este mizng paso se valora la presencia de ARM. de existiv e
se expone el ADN a RNAsa.

_ R . ES“\ T%‘.SED ibn . r{;g?
15, - FROTOCOLO DE TRANSCERENCIA OF PLACAS. mn\ Bf_ 13 Biﬁu [§ATE:
A i .

Soluciores y reactivas: .




[

15.~ PROTOCO.O DE TRANSFERENCIA DE PLACAS.

© PROTOOOLO:

Solucianegs v reactivos: Lo : R
- Solucidn 20 X SIT (V. apendics).

= Boluzion Tris 2 ¢ pH 7.5 (V. apéndicey.
- Solucion 10 N NalH (V. apsnoice).

— Eolucian desnatwral izante J para 100 M.
L1 N ge NaDH Dol STTMLL NSDHT 10 h
1.5 3 NaCl B.74 . NaCl.
ATorar & IO M. o es necasa~'xo ﬂlt.n & la solucion.
- Bolwridn amortiguadara ; 0 para 100 M1,
oy T prt 7.5 g 107 MYy eris 20 e VLS.
2 . : 107 Ml 20X 88C.
1G0O M. no g5’ necesario.filtrar 1a solucisn.
= Snloc i para 100 M1, g
= 10 M1, 20X SEC.,

Aforar a lllIJ Mi. mo es necesario €iltrar la solucidn. » B
~ Caias o F‘err i con placss & transferir ( pusdan ser ge 100 M 0 150w
oe aiaretiro): et U T e e e
- Filtroz we  oibtrocsluless con poro . de 1435 uM, de difnetiro ‘adecdsdo pavs
las cajss (82.5 oM. para las cajas cie 100 My de 147w parailasi cajas-de
150 @M. ) NI

~ Fapzl e or :_.nxt'cnn'ana I I'N chr
—A hipadaraics con calitre nuwmero
= dLantes desschables. S

Colocar: las cajes a ser tran:i’enuas por ID meEnns; 1 Hr Sand CC ; i
Mm'car. con boligrafe - los filtros.de - nitv'acelulo Loon fecha Yy "\umero de
icantificacidn  para la .caja ., asi | cono tambien  marcas su nupxicadc: (
utiiizar guantes para toms gl Filtro). B
Utilizandd para la transferencia el ladn gue ro fue mar cado, “olosar
suaverents el Ffiltro sobre las placas a transferir, dejarque s la
nitrocelulosa  s2 adhiers por si1osola a la agarasa, mantzrer el S filtro pos
10 Min, ’ SEE
Retirar el filb con pineas vy permitir que se seque sobre  papel’
cramatogratia T MY Chy durante 10 Min. - con la cara gque- tiere: las pla
trrsnafericas hacia arriba, (repetir este paso para ] duplicsco). R
Humedscerr en ¢ intos refractarios 3 pedazos de papel para CI'DlTI:ltDQt af
con da o ce las  eoluciones da transfarencia
desratw-alizar solucidn amorniguadora y solucidn salinad.
Humedecar. los. filtres en el papel de cromatograt:a con
‘preseinta la’ transferencia  nacia ariiba, derante 3 Min., haos
una ce las solucicres de transferencia en gl sigquiente crden:
- Bolucidn desnaturalizante. . -

1

Z - Baiucion tiguacora.
3 -~ Solucion salina. .

Secar  cwante LG Min, igual que en &i paso 4 - et
Howrgsr  los  Filtros  durante 1207 Min: | a7 80 %0, cadi
aitroselulosa cebe de estar separ-ado por q_pel dat c:romatcxgr._éﬁ
mibridas los Filtros, = ; 1 Y »

FHltrg ae”




1

1&.- PROTOCOLG uiy HIERIDx I"N EN Pl ACA DD'\.I LOS 0L IGCMICLEQTIDOS HEP- 2.

e

4.-

v reat:tv.—c.s: ' L
de hibridacion. : -

Fos de incubacion.
= Contador Ceiger.
~ Cligonuclesticdo marcada.
= Solucion NET ZOX Para B N 5
3 OM NaTl 175,05 .G, NaCl.
mhl EDTA i ERTALD
L30M Tris titisll
Olzalver en - 600 -Ml., llevar a pH 7.5 =an HCl L
3 ropor sembrans de .02 uM,
= i desozirinonucleico de salmsn =onu,:a:io’
= Golucidn de 8DS al 104,
=.Soluwzion Derharct S0 X,
I % . gs Ficol.
i W de Albuming serica boving
wemonn bt ee Foliviy *lpn-.c,liduna.
- Sotueion. 20 ¢ 580.

Lt oy

“mg/i

FROTOCOLD: R g N N T
Prepara solucion de prehibridacidn, | Para 16 filtros g2 nilroceiulasa e

142 m’4 de diametro se utilizaron rutinariamente S50M1.°0

& s M. s de g0l. 205X MNET.

1o k Dertardt Cote M. o de sol. S0.X Derhardt. Br
Clavar a un vollsen quy. cercanc a 30 ML con  agus pidestilada,” mu‘rlax .
afadir .5 Mi. o2 una sol de €08 al 10 % vy 375 ul. de AlNss pr evxa{m.m:e

hervicda dwrante 10 Min., aforar a SO M.

Colocar los filtros en una bolsa de hibridacidn 10 suficientamente gp ands”
que parmita tener  por ce
agraqgar la solucion de prelvibridacidn, sellq- la bolsa.

Frehibridar & ¢S % con ligera agitacidn 40 rpm durante 3 Hirs.
Preparar sol, s hibridacion, ésta scluciun debs raal re@-en :] SMENal
Yal. pssible qua 3

‘mita contar Con wna aoncentracion d@ S a lo millior

b

de cpm por- Ml. de sol. o hibridacion . Para los 10 Filtros e -

nitroceluiosa de 142 on de dismetro sa ubilizaron 10 M1,

& M NET - I M. da Sol. 20 X MET.

10 X Cerhardo 2 M. ae Soal. 30X Denhardt

(1.0 DESBE %o - e 1ML “deSol. 10 % 8D,

Oligonucliecstioo cinado variable.
H,0 c @ Lo ML,

Tarer la misma precaucion que se kuve en el paso | para el 0DS. :

raimads @l tismpo de prakibridacion se mezcle la sol. de un extrems &

mtro ce la belsa, sujstando wn grupo de  los Filtiros™ én . uno s oe 10s

antreans, esto se hate varias vecez hasta contar con tocoa los - filtros en
URL

un E0lo paguate. .
Sscac  toda la so.uc~nn de prehibridacion L.osxble, hacxendo pre;mr\ sonre

la & Lna pipeta.
: ucisn de hibridazion y sellar la bmlaa. Al' sellar 1a [+1<]

< ouidado de reducirla 1o mas pl ble, “sin dc,;' - Lmob.

la sol. d= hibridacidn. G

la  temparatura de I-l..ur:c!acwn eelsccm da -_QL

4]

e
[

-am:e l can 1'! H:-

bl
il
C
O e
0o

rado los  Filtros @n dos posqguetes de S Filteos, .




X

con S0 rpm, (el rastreo, ru..:narw Empleaw con El o]xmmrlédtlc&b,‘HDF'fz 8]

iZg 7 an oy

FR .w:c.-df b

F.- ¢ los  Filtiros con qu & X eeC
5»:1=-1ro poit Lt. de Szl., bsio 10~
i a Temp. Amb. con S0 vpm.
la solucién. L
4 Tamp. Amb. ‘con S07pme o : RPN
10— 2 tiegmpos mas de - lavacdo de 1D it A Llf‘.J Temp 5030 alta
de hibrridacisn, con =0l. 6X% S8C 4'051’&‘.0 ‘precalentada.
li.- con un . Geiger la seAal emitida por el filtro, "dete sneonbrarse

entra .1y .2 ok por He. en escala da.l X, en caso-de que no s8a lawvar
a uwra  tenp, mas alta ¢ n 2l casc degue se este rhaciencn un. . sEqunad
FRETIEC Ce una clona pasit‘.v.a , o poe el alto runero g2 clonas. pozitivaz, @1

Cpeads 1legar hasta .4 aR por Held. Lt : - i
e szcar el Filtro, o e : AT
2 aproximadamente 24 Hrs. si se IE'JIIZc un Sauthern o renty
uarido se realiza en.placa. £ R LA R T

1T~

(SR

SHres,

17~ PROTOCOLO PASA LA PURIFICADION G AI'JN 2% r(\RT]F? Vﬂm GFU:.S CE AC!‘RL:W
lucxonc_—- y.ireactivos:
~ Ealucidn da Dramin de e*id'o.
- Soclucion de lavaca TEM.
01 MM de Tris. : i
S .l aM de £0TA. T
i oMt om NaCl. R
- SolLeion de aluzicn.
1 i de Nall.,
= Ferol saturado.
~ Solucied clorofdrmica 2471,
-~ Jeringas cge 1 Mi.
~ Etarol fria. :
- Salucisn TE.
- Tubos. de ceanti fuga de lS Ml
— Agarcsa ultrapwa grado ADN.
~ Solucion TBE i X.
- F’-,m_l de cromatografia DE-B1.

FROTOCOLG: .
e Praparar un-gel de agarasa en TBE-1-X -a‘la concentracidn - gue: parmits. una
mejor resolucion a2 la banda s purificar, (para el porta gel de la camara

de  BRL MP 5 Med., H3, se agreca 65 Ml. de agarosa en TBE X, utilizando
el 1 M, e ancho con 14 dientes, coleocar uns cints adhes:iva
sobre 5 para formar el carrll preparstiva.

2.- Coleocar en dos pozos aledafos &l preparstivo, parte de la muestra y un
maicator de mclecular, enun Vol. o mayor de@ 10wl incluyendd
colorante, el Yol. de carga para 2l gel preparativo | no dobe da ‘_ar\tar con
mas de 10 ul. incluyends 20 ul de colorante.

3. Correrr &1 ga! a7 mAms. , manteniendo canstante la cor t'xenL& dur.mtc
apiovimadamentes 12 ~ 14 Hrs. :

4. - Conwtar con . vra navaja &l fragmento d2 geloque . mcluya lns 5

X

alw al-praparativn mencicnades en el PASD. .

‘Li Euts_
con D)'Ouul =3 de evidio, ubicarr | la barda UE .5‘0. 3 3

:C'c_




luz- ultravioleta, hacer -una pegueRa - miesca ‘de Lla "'L\ mzq;"-' 3

~.banda, ‘regresar el fragmento de’gel-a"su lugar. i 0 : "
S.- - Hacer.uni comte alos gel - cons ravaja“ sobre’1la trayectcr:a Cdel’ T poio
preparativo, tchando como referencia la muesca realizada. e
Th.- " Colocar en la-hencidura con wunas pinzas una tvrq de papel EE-—SI ds
L caprokimadamente .5 oM. de alto.
7.~ - Reinicisr la corrida a 100 Volts apro;’xmsdamente 33 mAmp. ; para permxtn‘
Sooue el AON se Tije en el papel (aprocimsdamznte IO Mind.

Bu= o Tomar con pinzas el papel y colocarlo en uns camisa de jeringa de -1 Ml.,'
llavar al  fondo de la jerings el papel con el embolo de la misma, retirar
el emoolo, colocar la camiga &n un tubo de centrifuga de 15 M. ’

- Agregar 204G ul. g2 Sol. de lavacdo.

10.- Centiifugar s Z700 rpm du-ante 1 Mirm., repetiv 2 veces el lavado. -

11.- Colocar un tubo  Epperdorf al e prevmrrpme se le corto la tapa en el
fonco del tubo de 15 Ml., agr Ega, Ll de siucion, centrifugs”

a 2700 rpm 1 Min. , repetir la elucidén 2w« = :

12, Sacar ) tubo Eppendort v agregar SGL ul, de feno] agitar 2 Min.; adadir
400 ul de Sol. clorocfdrmca, agiter 2 Min., centrifugar a mdxima velocidsd
por 1 Min A Temp. And. en microfuga.

12.~ Tomsi' la Fase acuosa, taniendo cuidada de no llevarse fencl (deliar un poco

) Cde Vel. aproximadamente 10 ul), repetir e»:traccum con SO0 ul dx. &al.
claoragrormiCa, agitar 2 Min., céntrifugar 20 Seg. Max. Ve en
- microfuga a Temp. Aub., tomar SO0 ul de la fase acuosa. DO
4.~ Pracipitar el ADN agregando 1 M. o2 etancl #rid, colocar en hiela L sen
etamol, dejar 1 H-. por lo menos. ) e

15.- Centrifugar durante 10 Min, a 4 % a Max. Vel. en microfuga,. desechar.el:
etarzi por decantaciaon, ; = L L

1A= Lavar el ADN cor 400 ul de etarol al 70 %  Frid, centrifigar por S SMini a
Max.. Vel. a 4 °C, descartar el etanol. T BRI

‘17— S=car el ADN. . Lo e

e~ Resuspendsr 21 ADN en un Vol. pequedo, aproximadamente 20 ul. de TE.

S19.- Cuantificar &1 ADN por electroforesis en Gel y dénsitcmetriaf

20.- Ajustar la concantracion requarida.

18.— PROTCCOLO DE TRSNSFERENCIA D ADN A PARTIR DE GELES DE AGARDSA.

Solucianss y reactivos: !
- Gal con ADN a transferir. , )
-~ Sgl. zromuro de etidio. :
- Papel para cromatografia 3 MY Chs.
- Nitrocelulesa con pore de 495 WM. B .
~ 8cl. desnatwalizante ' para SO0 ML,
S M NalH . 25 Ml. de NaOH 10 N.
1.5 M NaCl C 3.8 . Br. de NaCl.
Afarar a SO0 Ml., Mo &s necesario +iltrar la seolucidn.
- Sol. Amortiguadora . para SO0 Mi.
S M Tris S12s ML, e Tris 2 M pH 7.5
3 M NaCi ©..87.7 G de NaCl, :
Aforar a 900 Ml., no es nec:asarm Filtrar la solur.f:idn_. .
- Eziucicon 20 X SSC N
PROTCCOL0: -
1.~ Terur el gel con bromuro de etidio. g RS S . .
2. Tomar una fotografia del  gel, exponer el mer‘orjtiempo_posibla a.la luz




ultraviolets , utilizar de preferencia longitud de onda larga.

Jo= Enjuagar el gel con agua desionizada. -

4= “Dejar el gel con Bol. desnaturalizants | Hr. a Tewp. Anb.  con SO rpm. -,

’ X ~cambiar la Sol., dejar otra Hr.

S.-"  Enjuagar el gel con agua dsstilada, agregar Sol. amortiguadora, dejar una
Heo a Temp. Amb. a 30 rpa. cambiar la Sal. , dejar wna hoirs mas.

&= Cortar dos peoszos de papel para oromatografia 3 MM Che del tamado del gel
2. transferir, wtilizar ouro como melde parta | cortar un  fragmento cde

» nitrocelulosa. :

7. Humedacer la nitroceluloza en agua desionizada v posteriormente mojarla
con Sal. 220G X E8C . huwadecer un pedazo de papel T MM che, colocar sobre

wh crri a marara de puente en un refractario.’

8.- Colocar el gel sobre el puente de pagsl ¢ ver  figuwrar, sacar todas las
bt jas gue  sc encuentran cebajo  del gel con ligara prezion sobire ocste
con pipeta, colocar sobre 21 gel en el siguiente orden 1a nitrocelulosa,
papal de crematografia, toallas abzarbentes , oristal vy oun pess  que
proporcione una fusrza aproximsda de SO0 G, Es necesaric que se cologue
alredsdor del gel una pelicula plastica gue evite que la solucidgn Z0 ¥ 330
ro pas2  por fueca  del gel a  lss  toallas absorbantes. (&3 importante
destacar que debe de manslarse la nitrocelulosa con pinzas).

Q.- Dejar aproximadamente 14 Hrs. a Temn. Amb.
10, -~ Hornear el Filtro de nitrocelulosa duarante 2 Hres. a 80 1.
.- Hibridae, :

Si el filtro no es utilizado de irmediato ) s puede :guardar entie
papel de cromatografia en. una - bolsa de “hibridacicn -'sellada’hasts
utilizarlo. . o RIS L

-19.~ PROTOCCL.0 DE PURIFICACION DE FLASMIDO A GRAN ESCALA.

Este protocclo fue empleado para purificar el ADN doble cadena del fago M-
13, para 2] procadimiento de subclonacidn.

Soluciones y reactivos:

- Medio de cultivo LB-Mg. | . i .
~ Solucicn .5 M de EDTA pH 8.0, pH 7 8 (v, apéndicea).
- Solucion 1O % ce Triton X 100. ';

- Bolucion EDTA . pH B.O .

- @piurmisén Tris 1 M. pH B.O, r“7 g (. ap ..‘cu..e).

- Solucion Nall 3 M.

- Soilucicon TES para 100 M1.

Tris SO mM pH B.O Ml., de Tris 1 M pH 8.0.

EDTA t @ pH B.0 Hl. de EETA .5 M pH 8.0.

Sacarosa 25 % ..5 (. de Sacarcsa. -
Aforas

a 100 M. v Filtrar por membrana de (22 uM. .
- Solucidn Iitica 3 X triton.. Lo .

T Ml. de Sol. de triton al 10 %.
75 M, de .25 M EDTA pH 8.0,

S M. de LM Tris pH B.O.

7 M. de  agua.

- Lisczima.




= RNASa 107 mg/MY s
- loduro. de- propldic
- Bolucidn "TNE -

20 da Tris pH 7 8

1. M da NaCl. Y

,vlrr.HchDTApH 78
"~ Solucion TE-pH: 75,

= Fenol. saturado \

~ Cloraformo. ]
- Solucibn IO % da: PEG.
.= Cloruro ‘de ce51o.; x

- Tubas para dlty acentrrFuga para Yotar's JJ

PROTOCOLO: X - E L :
L.— 0 Uilnocuiar oS00 ml de wmedio  LB-Mg, ‘con‘una placa de lisis mas.. S00 ulilds
) céluias para placuear en un matraz Fembak, incubar a 37 "°C con 200 vpm
: . curante 10 a iZ Hrs. o B o
2.- Centrifugar 2 000 rpm en un rotor JA-10, durante & Min. , descartar el
sobrercGante por decantacidn, retirar el exceso de medio con una ' toalla

. sbsorbenta.
Jo- - Resuspendar gentilmente las células en 45 Ml, de Sol. TES.
a

e ARadir £.75 M1, de una Sol. .5 M de EDTA pH B.D ,40 mg. de liso~1ma, :
Ml. de RNAsa , Mezclar e incubar durante 135 Min. a Temp. Amb. :

5.—_ T ARadir 13.S Ml. d2 mezcla litica 3 X triton incubar 1S Min., a Temp. ﬁmb..
&~ Centrrifugar a 18000 rpm durante 40 Min. a 4 T en un votor JA-20. o
7.- Tomar 21 sobrrenadante con puntas azules a las cuales se halla . cor tado U

punta (puntas cortadas), afadir un Vol. de Hzo, dividir el Vol. tot.:} en
fracciones de 15 M1, en tubos Falcon de 50 M. T

g e e e A

B8.—- ARadir un Vol. de fenol saturado, mezclar gentilmente durante 5 Min.
Q.- Adadit un Vol. de cloroformo, Mezclar gentilmente durante S5 Min., mas. .
10, Centrifugar a 2B rpm durants 15 Min, a Temp. Amb. en centrifuga. de
) mesa. : ;
1l.- Towar sobrenadante con puntas azules cortadas, realizar dos ektrracciones i
S mas con Tenol/cloroformo (pacsos 8,9,10). . : B i
12~ Realizar una extraccion con solo cloroformo. !

13.- ARadir .2 Vol. de 5 M NaCl y .33 Vol de PEG 30 %, mezclar y egar |
0 % toda la noche, 2 Hrs. si se deja a ~i0 %, o bien congslar & - 70 B
y descongelar. ;

14— Centrifugar a 9000 rpm durante 20 Min. a 4 %, enun: rot TA—"’O’ &
: descartar el sanvenadante por decantacidn.
15.- Resuspendar en 9 Ml. 2 Sol. TNE por tubo y prempxtar el AL‘,N ‘con=
de etamol frid.
16.- Centrifugar a 7000 rpm a 4 C durante § Mino. . ;
17.- Descartarr el etanol, lavar el ADN con etanal al 70 % R
18.- Resuspender &1 AN en Sol. TE 1 M1, por tubo. [
19.- Cuantiicar ADN por electroforesis en gel. ; woi e
20.- Colocar gradiente de cloruro de casio, a 2.1 Ml. de Sol." de -ADN( con mo

mas de S00 ug) agregas- 2.15 Grs. de CsCl por tubo de ultracentrifigs rotor
(EW Z6.1), mezclar por inversidn cubriendo la tapa con un  papel parafilm,
cuando se halla disuelto todo el cesio  amadir 150 ul " da2 una sol. de
wdw'e de preapidio con una corcentracion de 2 wg/Mi., ‘mezclar por
inversién en cbscurioad parcial, cubrir con 2 a 3 ml de aceite aireral,
centrifugar a J800 rpm durante 20 Hrs. ’
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21~ . Al c'ermir;b"ce‘:‘\.lé ‘c:'dr'v"iéa visdalizar la  banda de ADN Da.:o ilummacion con .

luz W, de v.;ldngitud de .onda 1arga, recuparar’ el ADN - con-los _mjmente«
pazos '}

- Per «Forar cen una agu_ja la base del tubo, teniendo cubier ta la buoca

. - del tubo con.un cedo ( Utilizar Guantes).

- Parmitiy que salga la Sol. dal gradiante lentamente a traves cdel
orificio, . pracurar o hacer movimientos brruscos parra evitar
romper la.

= Recolectar el AN en  un tubo Eppendorf cuando la banda salga por el
orificio.

- Hacer ertraccién con 1 Vol. de alcohol isobutilica, para retirar el
ioduro de propidio, repetir las extracciones hasta que se pierda el
color rosadn del ioduro o pasar por una columna da Dowex S0 LJO—YB.

22.- Dializar contra dos Lt. de Sol. TE a 4 T durante 1Z hrs.

(250~ Al termimo de la didlisis, tomar una alicuota para cuantificar la Cnlldad
: y cancidad de ADM.

24— Precipitar el ADN con 1 /10 de  acetato de sadio 3 M Ph S.20y “ﬂ‘v{:'

etarnl, resuspender en Sol. TE a uns corcentracion -Fxnal
teniendo en cuenta el valor r'al pa:o 23, .

0.~ PROTOCOLD D" PUR 'F"E‘ACIDN DE - EOBL.‘: CQDEI‘JA F‘F\RA EL F'AGD Mg

ESCALA) .
Soluriones y reactivas: ; R RN
- Solucion STET AR Lparac 100 Ml
B8 % Sacarosa ‘8 Gr. de Sacarosa.
.5 % Triton X-100 JS5 MY de triton X100, ) :
S0 a1 EDTA 10 Ml. de EDTA “S:M-pH: B 0 :
10 mM Tris.HC1 pH 8.0 “S1Ml. de Tris 1 M pH B 0. '

-~ RMAsa 10 mg/Mil. ’ N, 4 :
- Lisozima 10 mg/Ml. IR oo SRR o
- Madio LB-Mg 1 X. S Lol
- Células JM—101.
Solucion TE.

~ Ferol saturs

- Cloroforma.

- Etanol frio. o
- Etarol frio al 70 %.°
~ Azetato de sodio 3 M pH 5.20

. PROTOCCLO: ) o B

1.— Inocular S Ml. da medio LB-Mg con 125 ul. de células JM-101 mas una placa

de lisis del fago seleccicnado, o 1/10 del WVol. donde se halla
resuspandido, (utilizar un tubo falcon de .40 Ml .

2.- Inrubar U7 o€ con 200 vpm durante 4 0 S Hrs. ( en caso de utilizer una
placa) o 5 6 Hrs. ( para un decimo de suspensién de una placa).

‘3. Centrifugar 1S Min. a 2800 rpm a Temp. Amb. .

4.~ Temar el sobrenadante con pipeta pasteur (guardav lo para la purificacion

de cadena sencilla), tsrmer cuidado de ro dejar; medio, retirar las gotas
d2 la pared con isopn de algodon. ; .
5.~ Resuspender an 3 ul e STET. '
&~ ARadir 5 ul de RNAsa vy 25 ul de lisozima ( solucxén fresca que contenga 10
mg/Ml. en TE), agitar 3 " Seg.
S Colocar el tubs en agua hirviendo durante 40 . Seq., centri-fugar
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inmediatamente, durante 10 Mm. a. Max. Vel.
remaver el detrito celular con un palillo. : .
B8.—- Agregar un Vol. de +Tenol, mezclar por 2 Min., agregar 1 Vol  de cloroformo,

CAmb. en microfuga,

Mazclar durante 2 Min., centrifugar 1 Min, a Maxi Vel. a Temp. Amb. .
Q.- Tomar ls fase &cuosa, agregar 300 ul de cloroformo , mezclar duranmte 7

Min., centrifugar 30 Seg. a Max. Yel. a Temp. Amnb. B
10.—- Tomar 300 ul de la fase acuosa, precipitar el AN con 30 ul de acetsto de

sodio I My 380 ul d2 alechol isopropilica, me..clar . congelar en un  baso
de hielo secc etarol durante 15 Min.

11.- Centrifugar durante 1O Min. a Max. Vel. en micrchuga a Temp. Amb.,lavar
el ADN con etamnl! &l 70 Y%, secar vy '=suspendar en 40 ul de TE, &l
randimiento de ADN Fluctla entre 5 a 10 ug.

21.~ PROTCCOLO PARA PURIFICAR ADN CADENA SENGILLA DEL FAGD MIZ.

Soluciones vy reactivos:
- Solucién PN.
20 % de nolletllenghccl. R

2.5 NaCl.
= Solm.inn |E; pH 8.0,

~ Fenol - satur-ado. o TR ;
-~ Cloroformo. : ’

~ Acetato de sodio 3 M pH 5.2,

- Etanol absoluto frio.

- Etarmol al 70 % frio.

PRDTDCGLD.
1o~ Tomar el sobrenadante obtenido del protocola N 20 en el pasa 4. . :
20~ . Agregar .25 VWol, de la solucién PN, mezclar; pov invers;dn, L vortexear {

gent.ilmenta, d2jar el tubo a Temp. Amb. duwante 15 Min.
- Certrifugar a 10030 rpm en rotor JA-20 a 4 %C duwrante S Min.

4.- Descai'tar el sobrenadante porr decantacion , retirar el sxceso de medm con'
izsopo de algoddn.
S.— Resuspender la pastilla en 200 ul de Sol. TE (pH 8.0), vartexear -a  May.
. Val., pasar el Vol. a un tubo Zppendorf. :
& Afadir 100 ul de fenol, agitar ourante 30 Seq., dejar la muestra a Temp.
. Amb. durante 1 Min., sgitar ruevamente por otros: 0 Seq. .
7.= Centrifugar la muestra a Max. Vel, en microfuga'a Tewp. Amb. por I Min. ,
: tomar la fase acuosa , colocarla en otro tubo Eppendorf y afadir @ 1 'Vol.

da clororormo, wezclar durante 2 Min., centrifugar a Max. Vel. a Temp.
Amb. duwrante 30 Seg. , tomar la fase acuosa . Duwrante las extracciones no
intantar llevarse toda la fase acupsa, 2] mejor templads pars sscuencia se

chtiene cuandc se deja un poco de €ol. acuosa en la interfase
apro:ximadamente 10 ul. .

8.- Agragar 600 ul de una mazcla de 25:1 de stanol  absoluto:3 M acetato de
sodio (pH 5.2), Mezclar y guardar toda la noche a — 20 C.

?.—. - Centrifugar a Max. \Vel. a 4 %C  durante 10 Min., retirar soorenadante por

decantacidn, recentrifugar el tubo por otros 15 Seg..y retirar cualquier
remanente de Sol. con pipeta volumétrica.

10.- ARadir etanol al 70 % , vortexear brevemente y centrifugar ruevamente en
las condiciones anteriores, remover €l etancl de la misma marera.

11.- Secar el ADN y resuspendsr en 20 ul de Zol. TE.
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APEND.ICE‘

Medxo par'a QJlthD LB—-Mg 1. Xv e para prepar.ar 71 l.t.
Bactotriptona 1% N0 Gy
MaCl : RS P 4 16 6r.-
. Extrecto-de levadura .5 % . 5.Gr. . ) v
Mqul« - 10 mM- 10.M1. de Sal .M MgCls.
‘Disolver en 800 ml., ajustar a pH 7.5 con Sol. 1N de NaOH, asforar-a

1 000 ml y esterilizar.

Ager al .7 % o agarosa blanda al .S % para preparar 100 Ml.

Agregar .S Br. de agarosa de bajo punto de2 gelificacion en 100 ml. de
medio LE-Mg, esterilizar, al terininar esterilizacidén mezclar gentilmente
hasta disolver totalmente la agarosa. Utilizar agar al 7 % en los
protocolos de titulacidn, pero en los de transferencia de placas siempra
Utllllur agarosa. i

Cajas peiwi al 2 % de agar para preparara 40 cajas.
Agregar 20 G-, de agar & 1 Lt. de medio LB-Mg , esterilizar, al termino
[==1 la =steriliczacidn, agitar gentilme@nt=2 hasta disolver el agar (evitar
la formacion de buwrbujas), esperar a que se enfrié lo suficiente para
pacer vertir el medio en las cajss. )

Sclucion acetato de sodio 3 M. , :
Para preparar 100 ML, - pesar 24,4509 6., disolver en &0-Mi., llevar a
pH  S.2 con dcida acetico grado Buffer, a-rorar a 100.Ml, “Ffiltrar por
membr-ana de W22 uM y alxcuctar . R T o

Solucidn TBE 10X. : - para pI’Epar'al' 1 Lt.
JE? M da Tris-base’ . 108 Gr. .
.89 M de cido birico 55 Gr. iy
.02 M d= EDTALZ H20.2 Na 9.3 Gr. :

Ajuste solo aproximadamente pH B.0.

Solucion TBE 1X. para prépar-a 1 LE. i
A 100 M. de solucidn TEE LOX agregar 900 Ml. de agua desionizada:: "

Solucidon S M NaCl k para preparara 100 M1. ;
Disolver 29.72 Gr. de NaCl en aguq dasicnizada destllada, aFor ‘ar a IUU

ml. filtrar y esterilizar.

Solucidn de NalOH 1O N . para preparar 100 Ml. : :
Disolver 40 Gr. de NaOH en S0 Ml, aforar a 100 Mi, Ester:li"ar. R

Solucién de NalH 1 N para praparar 100 Ml. .
Dizolver 4 Gr. de NaOH en 70 M1, aforar a 100 Ml., e:tel'xlizar. -
Solucién SSC 20X B para preparar 1 Lt. :
NaCl 3 M 175.3 Br.  NaCl. -
Citrato de sodio .2 M 88.2 Gr. citrato de sodio.

Disolver en agua desionizada, Tiltrar por membrana de .22 uM,  guarda:
hasta su use & Temp. Anb. ' ' s E
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'Soluc‘on 10.% SDS : pqra prepara 100 Ml. L :
Disolver 10 Gr‘. de SD"‘ en 80 Ml., aforar a 100 ML, Filtrar por mambrana
de 220 WM, Cester 111~ar . . ; : : T

- Solucmn UNHOL = i para Dreparar' 100 ML. ; T .
A21.38..ml. de ‘agua aﬁadlr B8.62 ml. de. HDl * concenty adn, gusrclar en
frasco color ambar. S : . A

~ Solucisn de bromwro de etidio 10 mg/ml. para preparar 20 M. - KRS . ’
Disolver .2 Gr. de bromuro de etidio en 20 Ml. : i |

~ Bolucién de acrilamida al 40 % (38/2) para preparar 400 Ml. :
Disolver 152 Gr. de acrilsmida v B Gr ce Bis-acrilamida, aforar a 400
Ml. filtrar por membrana de .45  uM) guardss en frascos color  ambar hasta
usarse a 4 . . : B TR

~ Salucion da acirilamida al 20 % 8 M wea para preparar 100 mi.
ARadir 48 Gr. de Urea y 10 ml. de Eol. TBE 10X a3 50 ml dag
acrilamida al 40 %, afora por si selo a LOO ml., Filtrar por membran
.45 WM, guardar a temperatura ambiente en frasco color ambar.
- Solucidn 1 M MgCl,.
. En vista d2 la gran hidroscopicidad del MgClz, siempre se preparo
partir de una botella de SO0 Gr. wma Sol. 4 M al llevar su-contenidg
aproximadavente &10 Ml. Ny

- Eolucion de EDTA .O M a pH B.O y . 7.8. R .

Disolvar 18.61 Gr. de EDTA y 2.3 0Gr. de NaOH en agua bidestilada:]’

esteril en aproximadamente 60 ml., llevar a pH  adscuado con Sol.  10:N- ide iy

NaDH, aforar a 100 ml , filtrar por membrana da' 22 uM y esterilizar. st

l 5

"~ Solucidn de EDTA al .25 M a pH 8.0 y 7.8 para prepal ar 100 ml. 2 s
Disolver 2.3 Gr. de EDTA y 1 Gr. d= NaOH an &0 Ml. de agua bld&:hllada

esteril, ajustar el pH al requerido con Sol. 10 N NaOH, aforar a 100 -ml

filtrar por membrana de .22 uM, esterilizar. ) : o

- Solucion de Tris 1 M pH 7.4, 7.3, 7.8, 8.0 para preparar 100 . M1

Disolver 12.1 &Gr. en &0 Ml. , ajustar al pH requerido con HCL:
uMy

concentyacdo, aforar a 100 ml., filtrair por membrana de .22
esterilizar. : =

- Eolucistn de Tris 2 M pH 7.5 - | para preparar SQ0 Ml. S
Disolver 121.1 Gr. de Trisen 300 Ml de agua bidestilada esterily, -
ajustar a pH 7.5, con acido clorhxdrico corcentrado, filtrar por membrrana -

‘de .22 uMy esterilizar.

- Solucién TE pH 7.5 L
Tris 10 mM ;
EDTA 1 @M

i - para preparar 100 ml.
ml. de Sol. Tris 1 M pH 7.8,
ml. de Sol. EDTA .5 M pH 8.0.

- EoluéiOn TE - pH 7.80 ! para preparar ‘100 ml.
Tris 10 mM L0 lImls de'Sol. Tris L M opH 7.8,
EDTA 1 mM : s a2'ml de Sol. EDTA .S M pH B.0. : E 1



Co e para preparari Lty
20 ml.de Sol. Tris 1 MpH 7.4.
<. 10.m17 da Sol.:MgCly 1 .M..

Solucion TM -
Tris 20 m.
MgC1 7 710 ml"'l

Solacion ATP L1 M L N g s preparar . 1 ml.
Pesar 60 mg, - disolver en 800 ul de agua bidestilada estaril, llevar a
pH 7.5 con .1 M NaOH, ajustar el volumen.& 1 ml., colocar -la Sol. en

O

pequefas ‘alicuotas (100 ul), congelar y almacerar & —-70 .
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