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PRESENTACIDN. 

En la última década hemos presenciado un incremento impresionante en el 

conocimiento a nivel molecula1· de las -Funciones celula1·es, debido pt•incipalmente 

al desar-r-olla e invención de nuevas técnicas de estudio, ntejorando asi la -far-ma 

de a-Frontav las incógnitas planteadas. Dentt·o de estas técnicas, las 

relacionadas con el ADN recombinante han sido las que han mostvado un mayov 

adelanto. y las que han permitido estudiar y/o manipula.Y" de una mejot~ mane.-·a 

-Fenómenos biológicos in vitro e in vivo. Esto ha pe.,-mitido p1·0-Fundi2av a nivel 

molecula1· en los di-Ferentes eventos y funciones celulaves <e. i. duplicación, 

tránsito intf·acelular, comunicación intra y extracelulal'", di-Fe.,-enciación, 

cr·ecimiento, senecencia, muer-te, etc.), así como mostt··ar- la t·elevancia de la 

estructul'"a de las proteínas en su función, al permitir cambios oe secuencia y 

valora.- su actividad tanto in vitro como en'modelos biológicos, permitiéndonos 

acercar cada vez más al evento celular e0 estudio. Sin duda, la gran ayuda que 

nos bt•indan estas tecno~ogí~s, 
l. 

conocimientos obten~dos a ~artiv 

nos darán en el -Futuvo toda una nueva gama de 
', -

de ,,luiapJ.icación en la investigación básica y 

aplicada. 

Este trabajo se en-Foca en la estrategia para la clonación del gen de la 

1-brmona Oispe1·so1·a de Pigmento CHOP), como pavte de un proyecto que tiene como 

objetivo estudiar los mecanismos involL1c1·ados en la regulación de la e><presicin 

génica de la neurona peptidérgica; principalmente, valora1· en que grado in-Fluye 

el estímulo nervioso sobl'"e los posibles puntos de vegulación en la bíosintesís 

peptídica. 

Como int.-oducción se proporcionan los conocimientos elementales a nivel de 

comunicación celular y biosíntesis peptídica, posteriormente se mencionan ,-
brevement~,' ejemplos de regulación en los di-Fe1•entes pasos de la biosintesis 
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peptídica. Finalmente, se p1·avee información del modelo biológico empli;iado, así 

como el conocimiento actualizado en la fisiología de la HDP. 

La última parte de este trabajo p1··esenta la estrategia empleada así como 

'°'4 l las resultados obtenidos v su discusión. 

~ 
J 
l 

·'. 
~ .; 



INDICE 

PRESENTACfON. 

INDICE • 

• - GENERALIDADES. 

II .- CXM..NICACION CELLLAR. 7 

A> TIPOS DE CfYLINICACION. 7 

8) ELEl"ENTOS MOLEClLARES DE LA CO/"/UNICACION. 10 

C> MECANISMOS DE INTEGRACION. 15 

III - LOS FEPTiúOS Y SUS Pf;'ECURSORES. 19 

A>. BIOSINTES!G FEPT!DICA. 19 

S.¡ PRECURSORES PEPTIDICOS. 24 

C> REGLLACICN DE LA BIOSINTESIS PEPTIDICA. 

IV .- EL CRUSTACEO COMO MODELO. 

A> EL SISTEMA_ NEUf;'OE~IDOCRINO DE CRUSTACEOS. 

B> SISTEl"A PIGMENTARIO DE CRUSTACEDS. 

C> HORMONAS EFECTORAS PIG"'ENTARIAS. 4.3 

D> I NTEGRAC ION. 48 

V .- OBJETIVO Y ESTRATEGIA DEL PROVECTO. 

VI - RESULTADOS. 51 

VII - DISCUSION. 

VIII.- MATERIALES Y /'/ETODOS. 66 

IX - f;EFEREN:IAS. 92 



4 

GENERALIDADES. 

La celula, comn l.lnidad dé los ser-es- vivos, ha que 

ma.r.G,.·a a les camnios ambientales. P¿¡ya ese· -fin; _en lós- o~ganiSrr~ unu.:elúl_at-e!:i :::e 

presentan múltiples ejemplos de regLtlación a nivel de e>:pres!o11 génica, sobn? tOCO 

en la for·ma 02 cc-mo se adaptan a la cal'·encia de det1::1·minat"Jüs fi'.Etabol 1 tos 

imp1··escindibles pat"'a su sob1··eyivencia; ejemplos de esto sen los. opeV"ones que 

1-egulan el mot:~'.lbol ismo de azüca1··es o aminaacidas.. BaJo est:a est.ra~e9ía:, los 

01-ganismos unicelulares presentan la capacidad de adaptarse a las modificaciones de 

su ent:arno, util12dndo eiementcs que mantienen una corm.1nicacil'Jn·~con.' les cambtCJu 

ambientales. Si b1en, esta inte1··accidn con el medio ambiente-· --SO lo~:-, i nv-ciluéi·;a 

r·espuestc=i. oe una c12lula, ha per·mi ti da estudiar de una mar1er·a ~-¿ffSi-ád.41°.º ro§~º~?i~-ef:ú:bs 

que inté1-v1enen en la adaptación, lo que ha h'echo que se~n·~lti0i·1~·~ac;s:::. cón10·mcmeios 
o-~- e• ~-:~~:~,- '?-'t,;~ 

biologi.rns pa,·a el estudio de las mecanismos que- pai0tÍ~}d~',"1i.;i'~:¡'¿ici:onv..ini1cai:fón 
¡.-;-~;-=!=--;:,e· ~\l~_.;'.{)j_ 

celular· C40, 122). 

Con·i'orme Jos organismos unicelulares han evolucionado ha 

permitido la int1"1-acc
0

ión entre células del mismo tipa 

mul ticelula.-es. Dos tipos unicelulares que pet·mi ten este tipo de':'i;eláción son l,;s 
_· ·-~-i;.:_.::---· -_-r;:~,: ,.. ... 

ve1'des. Esta caractedstica brinda un nÍvé{- más ~lt; 
0

oe mixobacterias y las algas 

estructut·ac1ón, en el las células que 

. :' -.;. ,·;_ (:.:,. _:_.;,\;·"'·· 

ente''" ·~a·~_1_t¿;i;:·i~: · Jlt~_ecien 

vet·des, éstas pue¡;:fer1 ;·~.:i~~'t:1i.:i$.!i __ ~?t(_ªr 

tipo ce intei-~~~~=~:: :an; las que 
·'.: .. -: .. "--'.:' > -· 

caso de las algas 

ce 17unciones (56). Este coope.-ativid.3d 

pel""m1tie1'"on la apa1'"1cion y desar·1--ollo de los 01"ganismas rnu.itif7luid~~e-~;~._~en:los 

cuales los distintos tipos celulares que los conf'm·man optimizan. ~21'.é .;JJJ,;~;h~midnto 
. ~ ,-: . ,"'-,~\ -~: ·.··;.'-. 

di2 los r·ecursos e;:ist'2ntes en el medio ambiente. En la medlaa:e¡L1~-:: 1_~s';:,Or·g511ismos 

par- mecanismos que les pe1·mi tan cao1--dina1" las -Fu1·.ciane?· >~:· -,i~b~- ::~,j~f~;:.~~ht~'i·_·; .típ6s -
. . . ·;,: .~·---:. 

_____ ·e:=..-;'., _._:, 
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celula1-es que los conforman. En la actualidad enconb"aniós·-e11'-16s_·mar,ú-fe1·os un..1 fwan 

va.-iedad de -Far-mas de inte1·comunicaci ón celular <6> .• las cu•~l;,,s. b•' iíiaan Lin.:; ·Í«ejoy 

manera de mant:ener· las -Funciones car·porales · dentr·a de 1 jmi t8s ;-qu~-- pet··"fr¡f tan ia 

subsistencia oe los individuos y, una mejor- adaptación a los i:<>t>•olos ambiehtalt;;s. 

La complejidad de Ja t•espuesta a una determinada situacicin se inc:n;;menta en la 

medida que un inayoy númel"'o de celulas y molécul.-:·1s e.fectat·.;is se encu.enr.1··an 

involucradas. Corno consecuencia el estudio de los elementos c;ue particlpan se ·hace-

mas difícil. Como ejemplo podemos citar- los eventos involuc:1·.•cii:is en oiantener- la 

pr·esión sangLtinea, donde pa1·ticipan hoV"monas, neu1·ot1··ansn1iso1·es y p1~ostagl_an~inas. 

Eventos como el anter-i.ot· t ... equieren de sistemas que permitan crxwdiri.':tr· a r~s 

;:-_-. :. ·--
di-fet·entes celulas que pa1·ticipan en la 1'espuesta, manteniendo así ur:1_eC,l.1ii-ib1:io 

inter-no Cl1omecistasis). Come u11a necesidad de integrar· las • cká-- los 

pt• i ncipales sistemas 1nvaluc1-ados en dicho evento !;a su1·gi ció' 'el->~ sistema 

neuroeñf!ócr i no, en el cual se 

endóc1·inas (hormonas> y, poi· el 

un lado los 
':<._:~~: __ :_·------ -- ---- .. 

mediarJot-·es· de·· ·-,ras ":_f"Ünc.1ones unen por" ·:_-.·F"_: __ -,_?::T.-~~.:·. -. 
ati~o. la neuvotransnüsion. En a.mbaS -'fY~-i~í.Oi1eS los 

neur-opéptidos Juegan un papel impor-tante· como moléculas mediacfi,-~;i ' en 1 a 
.\ ,_::i::,· 

t1·ansmision de un m<¡?nsaje de una célula a ott-a. '· --~~~=- .. ?'. 

El sistema neu.-oendlicr-ir-c esta constituido poi· neu1·_c"ia':' }11,!E: ~:.-,~~-~pta~;: la 

ca1--actet-·ística de secret..:w moléculas sobre el tor'°rente cin:µia~~;~·i··;:·:'.·:--. ~~:::.'t/~~ye~ .dc-1 
::.-:; 

cual pu2den l lerJa1·· a C5cla una de las células que con-Fo1·man a.l .o_t_;~-~.0J,~~~-( ·::jié'J1a 

muchos ce los casos ..-erJulan la sec.-eción glandular- C?O>, los p.-oductos --~~·:J~C:,'1~cion 
·-.>·/~· ·.·<-.--

de éstas a su vez pueden contr·olat-· ent1·e oti-as cosas la l ibe1··<1ciór1 o' síntE;,¡;f;;: del 

misrro efector- nBJYoendóct· ir.o, lo que se conoce como 

Este pr-oyecto contempla 

·.: <-.. \(j; ".-."ú:>_~·:.:_·:·-. 

como objetivo -Final valm·a1~ .\.3 ';:.epsi:d;if;{ci~ ~Li¡'~uede 
negativo C39). 

tenet' el estímulo ne,·vioso sobre 1<1 biosíntesis peptí di ca •. ~l_Í.gi'~~cJp'.'. -~~;:a ,el Jo 



cuantiflca1· el ARNm de la Hormona Disper·so.-a~ de.· Piglnéñto )nDPl .del ficoc'1 ¡ 

Proc.ambarus cldrld i, en el cual se conoce su flsic:ilogía er1·.1,:;",iue-'yesi.iecL3 a l.i.s 

va1· 1ac1ones su-f1··1 das en su concenti·aci ón du.1·-ante el t.YahscU.i~"siS: ·~-1 ci c1·6, Cit·ci.ai.a.no 
·\'.' 

(9). ..;si l:omo los e-Fectores invok1crados en su libr-"r-,;cló6~. \{4ll' · Tm:iq ello 

controlables que pet'nü ti1·á.~·v~ic;;.:.~,-' ~e. clniÍ''meJ01' 
;~· ,. :··? 

pt·opo1·ciona var· iables -faci lmente 

mane1·a los elementos que influyen sob1·e la regulacion nau-On~l :¿,· b:é~(·e~]cí~(<;',~~ul~;o 
.---~ -;-

ne~·vioso. 

;' ·_····,· '.' . 
El tr·abajo que se presenta aquí, oescYibe la estr-ategia ~111p1·eada: pa~·.::;. la 

clonación del gen de la HDP, el cual ser-virá p.;wa la cuanti-ficacion üE!l r1lif\lm 

.:,speci-fico de la ho1·mt:Jna. 
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I I COMLJN ICACION CELU-AR. 

A> TIPOS DE CG1'U\JICACION 

Tod;¡.s las células que participan en .el cont»ol de las funciones del or-ganismo 

pt·esentan n1Elcar:iismos· qúe les per-miten identi-fica.- op0>·tunamente cualquie1- cambio en 

su ento¡:.n;,:•io · q':1E! a su vez pei-mite 01•igina1· una r-espuesta especifica. En el 
r,"·· 

p1·eser1te_caJ:i.~,tulb.se désc•·iben los di-Fe1··entes elementos con los que se cuenta par-a 

dicho i:~ntrnl: 
.. ,_ .,·. ·-· 

·Las··_dif~»entes tipos de cotnUnicación celula..- comp1·enden fundanientalmente 3 

clases (6); U comunicación mediada por- me11sajer-os qúímicos: 2> cDll1Unicacicin 

mediada poi·· contacto celula..- dit"ecto y 3> cón-.;nic:acicin mediada por- Liniones 

comunicantes. Dichas_est¡:.ategias ,Permiten mantene1· u11a com.tnicación entt·e los 

difet·entes tipos celular-es y coor·dinar- de una mejo.- maner-a las diver-sás -funciones 

cr_11·po1'"ale5. ·. 
La comunicacitin mediada pm· mensaje..-os químicos se can•u::ter-iza pm· la 

iibswación de una molécula a pa..-tir' de una célula e-Fecto1·a que inter-actua1·á con una 

célul-.. blaí'ca. Este tipo de comunicación puede clasific.:wse en 3 tipos atendienc.'o a 

le; distancia que tiene que •·eco1·1·e1· la molécula pa1·a e-fectua1· su acción <Fig. 1 >: 

{'~) - dP- --tipo ·--endóc1 .... ino, cuando el mensaje1··0 emple.-:1c.Jo es iibet"ado al tat·t··ente 

ci1·culatol'io y actúa sob1·e una célula blanco a una distancia conside.-able del ou11to 

donde fue 1 il'E't"ado: B> De tipo pai-ác1·ino, cuando el mensajera es l lbe1·;icJo en el 

1nte•·sticio solo actuando en las células vecinas (dentro d9 este tipo de 

ccmunicaclon podernos enconb·ar- a la t.-ansmisión sinápticu, la cual se 1-eal i;,a en 

una uriión· especializada entt·e dos neu1·onas, Fig. lC) y C> d.e tipo autcicl"ino, cuando 

1-) molécuJ.a 1 i!~é,-.;rJa actúa sob•·e la misma célula que la 1 ibe.-a. 

·11 



A 
CELULA ENDOCRINA ENDOCRINA 

@pHO~ONA • 

L-~~{.~ 
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FIG. 1) DIFERENTES MECANISMOS DE COML.NlCACION MEDIADOS POR MENSAJEROS QUIMIC03. 
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La t1·a11smisión oaL mensaje·sE n?ali~a cUand6 ·la 11>¿1ec:Ul~ --t:·h-:cLü: ·=' ,n:~·:.:··~1:. 1 .,.: .. 

,:cm un_¡¡ molecula p1·.:;.teír1ica.'coloc~da e1;: Í~ célúla•br,3,¡,cc; .\6-í ¡ 6-st:;, n>:o:.:=.~•-•'.; ¡ Lic:.;.::c· 

1·ecc-ptor· es lá :que'·&·.1a··espec-i::r1·~icia.'d en l.8.·1·~s·r:>ue?sf.¿...a ,.un·mt~r_,;:;J!-7~ 

Ci.Jlo se encuf.intr:;< éh a~1•.1eUas cé!l:il~~ qCf/~~b~~ ·:.= resppnde1' " ... ,, 
·~_:.:~r :.:'.: .. ~:; ... ,,_. ,,_.~~-: _-----_.:_·_·-.·_·· .. '.--~,.--~· .... 

est.; n1U Jo. . ·. ~ . ;~:,::<~;:~::,;; 
. ·. ""~ :·-

r.on:un;c¿r.icn P';'" > cbnta~t.o ·~i/c~{~1'1~ :iú~eii.:co) íri.,,.:ili.10:1·" 
·;. /'· , . "~r . :--,.· ." .. ·.' ' .. :·,-~·- ;-

ESPE'; i ::sl 1 :!dca~ ~:=il6c~ci.3~ e~·· le\. ffiémh1~-a1~ :.:::·:~~!_uf~·!,. ._q("¡~ '/.:;_11tf;:~~r?_:._t~1'.:;_11 

La 

..... ; 
1 t:cept:o~·.3s_ en _C.t:_1~·~·- 1::i:?}Ll1_~··; ?-5.te~' t.i-,?~ )~~ ~c?i:1~r;_·~b~~(dJ{:~::t·!·er;ri_;~~~13,· .iJr·¿;n 

ir.:r.· .. 1:·,::.• 

( 178 > • ReC:i~rit~~~~;t~:· se -·j~,.á -G.Uf;et~·i oo' ~~· p~p~,l ~11 algu110s :~·nE1:.:;ni s1n6S, t;.le r .. r2~:¿;,r·.1?i-· :í~: ! <Jn 

a;~~nal C l~(? .,_:,--:3-~.1_.: com_o_ ~-n -__ é:e~t~s~ que r~egul"ari la :l_.it:le1".'aéici11 ,ae- ~i.g¿¡l~:-efect.01··-- ~ ! ¿J:;;-, 

.. - - ' -- . ·. ' ' -'' ~ 

ios cL~a·1~~---\r1~-~-lJ;-;9~-~Ptj9rían __ ~ti-l i-~ªr·-_-se~~'.ndc:>.~· mens~-Jer~~ · (,160.f;~ 

c:orunfcci;c::iói-1,~-.:de· '.~~l ·-Forma· nui::?" -púedE:11 -con-1Pa~-t1,: mq1ecú!..3S ~if1i:r.:~:á:f:1Uta"1~?.s c.t: ~s=a3¿; 

onaso3 010lecui,;w. Estospr:wos se ellcusnt>;an· fot°~;~tt;~ J;,'. 6:~Ú<1'6~ 1;1':.<>íJ'~·"'''s en b 
'." ·.,. ' ·- - -' . ~ 

e11 ··ias ~- .:~·~h~Y~~ ._-. p_a~:ti'~1fJ.~!1_tt:-:;, 
ir.t:!1'·ai::C:ion.~r· ponen· en·~·.CC?n~r)i~~Ci-.ón .. , _ lns c:·~_·_tc~.:~-~~~~~--·.-~:-~;:~b~~-~-C.é(w {~'~, f.1!:?t.it11 t:i2:-:c.o 

qLie rnens0Je1·os químicos · '---ií··-¡t·r-·~-c~i~¡~~-e~~-~v · ~'.~:t~·b6-J i\6~-': d{iind~,~·~:·: 'l 101·Eme1-.te &.r• 1 o~. 
t.eJic!os que presr-int.an ~'te t1~~ de ~i'ganlz~6id~('i;~7), E~f.~ ~ón,,:,;.,,c:"\ción c,,;; e;; SL''''; 

impor-tar:c1a_, poi~ eje-mpla~· ·--~~t:~~---~~-.~-dÍ;~l .. ·: :;~;-.¿O~~E~~~·¿¿:ici;~, '-'~l .. 3iillGcülo c.~u-a~aca -e 
- ~---=' - ~O:~~--=".,--'-:" _,____:__._,_.-'=-;:.;.e ,_.-_o._-.-~'-;=;~•~-~~'--~.,;-.~'-"';--~ -·--::~ ::-=-· .- --· "-;---- --:----__~•-

i ntcst: i na l, as-L~ .mi~;~iü;: _'1:lu.8de-~~~G~1\i-~~:'_-~l'~-.;;~~ . ..-~6~~~~fÓjj ,-~~f i~nPL~ i_~~-- '.~~fe'c.:f.1:; l•::_o: ~n;-.1-.~ 1j:.~: 

celui a;; n&1~·1ioS:S:-:c~111dpsi~~---·~:1é·~~-·,'~r~~\ r:;:~'pe¡::~'.~,~·~:~,11~.'~ f:'1í1a ·,·fFó115:~¡¡i~in·1~; ·:n·.¿1s ·1·.3pi d.:1 ,:._.:.1 

f!';timctlo c:on r·es¡.iecto ~,'.Ja sin<'lpsis r.1,,'ci{~d:O.~p¿;: ;,;:.-ís.~J~/.:O:o 'q,_1j,,-,ii::•)'" (,;[1·.~,:i.;;i;:. 
química) <7l; s11 i~ ~11lb1~fog~~~si~ s~· ~~ ~~.~~tt·~dci fait.tíiénsü 10,;i·t !Cipa=ion ¡;:" ~· 
COC.11" ti i n.:u~ Ja c!i fer·enciai:io({' ;·-(: Í~::)·:~· ,Las:::·:_ Ur1~'f-¿n~.Eé 



'-.-_ _-_ 
de· lds ,céltll·.;1.t-1 e:., di.-:f10s r.-:~: ... "!,:-.s. ';'.:. 

el AM?c puede 
'· .- _-
unio11es coff;tJriica1·1tr:s~ i a· i·e~~:.;· 1tfs1 . .f. .::-:2 

. ' ···' 

~~¡;.~ l_~s ~'~.ti~_~c~)_L~i~1::..~5 ... _ p~qi-~.í-~ _ s~t- pr·i~PüfJ~L":}~ '/· ~:;:(;,".;; ~ ;·~1.:i.;¡ ;:..:;.. · 

est.e; mecanismo' '.:(t;·:,)··, 
' - -- ... ::·. ;.--.... -,·:- ': .;-_-: ... : . : 

Este c·;3fli'tu1c;,.::s~'.- ~·1er1.foc~ -.; Tt.:lildaínEntá.11~ile1lb::- eíl 15 COú'li.U-1~t'.':~i 1~: L-1ii t'1\t?C!l ~'J.~ 
~>· .. ·:-.·· -'__'.>· "> 

maH-15.3je1·as ·-~~~··0itO~<»-~:a que .e~ _81 .·tipo ·de. cornunicaci•:Jn p1·e~i:···.~:;~ .:=n r.ii =.1-:::·E'1r1::. .::.l.:;. 
..... " .. 

.;;::tudia·. ·_;·si11 e;4~á~9a;· · ... no .. debe :ig1"\ür-.3r··se 1.3 pn.:übl~ p~1 ... ti.cip,x:iilll 

Las e}i:-.11entos qw.e·~ p.éf"..t.'iCipa'11.-en- ·1-a COíl1l.l1'1icación c12.]11l.:ow sor1: el- c:ri..:.::· .. :j: c1 

EFECTORES. --
Los 

a.ll]llr.as 

c:cimp1eJidad 

CCffrL:n Pl.!.ede11 

;;minoai::idos, que 

cat·acte1~i::?.-:1dos en 
,- .. . 

ei·l: -t;icr 10.:i:?· PL·1.":1.:e;r-, L_u.111p l ir· 



~- ~ 1 J J :: :: !_ -~:. 

RECEPTORES. 

Lcis t·ecepto•·~ 

t·c::..::c-.r·i0c¡roientc dé jOi:·.' efec_ttwe~ .. <$>·;· -cuya P~·i_!"1_c~ paf ~":1nc~,e(; ES l_ae1-1~1 TJ r.1:· e!L 

mensaje en·- 1a· ce_!ul~ :· -~:-Í_ai~.~~~:, ,_,y;·~- '.á i:t··aves dta -lcis. ·;¡'\.2~-::'il:..1);';·,-.',G5 •!t? t.··:sns.:.~ .• .-~--: i ,,;~. 

m:a:,i 0110.1· cu-la ·l'"'spL•e§t~ .f'd;,§':•".C:~,',a} . e~~fo~l(J o·ec;bl.cb. Lws ui f<;.-c.;ntcs ""'"-""'··-~· es 

ffi1;2sb·an urú'' .•:!··"n\'Jrirtíl rúid'\1lnt!l8 ~i le;~ &i. -~r:ur-in~:i ~l ffoi?C:.ai'~i'C.r"3 .-;c-2 1:1:- .. ;-; :c .. ···;''" 
; : :.,::<· ,..,-,, 

emp leadá~· Asi ·! ~,oOci~~~::··_snq.p·!J~!~~.i-~i:i.:es~P_t9r_~S-¿_qL!-~~{ Pó?Po1~~_i_C1.~án ·· c.~t.:~·i11i nart .. ~1- .:,1:t. ~ v: .:.;_.~1 

en;!imstica ·• (o; e~i .. f1,.;,;:in-"~lr;s}hf ,j~í:S~q~~{J2;5 q•.•i?.~ p1esar.r.n:1 "'°''º'ª"'" · '"'''' 
secuenci.as é~e ~\Di~ r.;,;~.O~iJ._,1~1~/ lá b:.:ns

0

~1·i1:ción ·¡¿¡3;ll9i; co:·; :i::;,,.11-.!i>> º·"' 

; r.t.er·c..;._tliar. c011 "tt~á~;;~..'i~tc:l~~~ fnt;:~c~t~(;res)<e~j.;JÍfc¡t~{o~s G) .US4,..:S.:Ji, n coi.:r.; 

esta•1 consti tuíck:Js ptn:~~:.] ~ipl~~\ .. ~gi;;n~~" tt:~11~~~~B1·<:1~r~.i q;ji:. ~~o:mit~n El pa,;o c:e 
,,,, 

iones <BB, 181 >. En ::~1g~;_..¡bs.-·c;~sc;:is>":-~ecePtór-e!~>Par~ -ei:,-m~~~,l~·:·f:+~e;t;l~r:·: p1 .. ~eL~',1"¡:-;1·~st-Jnt.::.1· 

-..: .. ·ied.;od Fn sL• a-finicáci. d3Sl ;;, 'tit'.il¡~~,~- di~~;.¡l1~e2 niec.;;nis~.:Os de t•-ahs.:1<.1céi 0n 

¡:¡7-.. Asi mi·:zma, e,;tas 1nclééúl~s pr'e~~;.t~n r~i6ct~l~~;(J,.:5 en su·~,J.C11ll 1d.¿ p,1,-? -:i 
·. . ;,, ·_:,,_ 

de -ln -~,_a~ci:~r)';.: .-~de ,-s~¿~1.nd9~ -' "~e~~a-Je~~Os,-·· <f.i71. 
-, -:·>: ':: ', ,,·: 

es.P,Scí.fic~ · 

Ci:Jl.:,ai~!Qn ;i.:Jial_~~g-fc.3 ce ,~ú.·~-,.~--~~eP~ór~ ... 
-~~-:-;:-"_c. 

TRPNSDUCTORES. 

ConFar-me se ha Ü1~~-~~~~1t~dó- l.a _di~e1~Sid?d ~- tipf=1:= ~sl,u lo::&(~ se. h6n -r.ei1i'Co qlJ~· 
implernent3"· t11ecanistriÓ'.~_·:~é:=-P~2Í-Fi~6~"·-:~~qu~· i~-~;fet~pre.ten ds una m~_né::·a ,: a:i::e~<Lad.~, l~ ~JI¿,:-, 

•Jiv8r-Si•:i<ld de es;:i~lo,;, ·que:: ~~\:écibery, t_odo:1 ello O::C:ll.1 la i'inal irJ:c.j d.;i P·J·~e;-



:-: -·.> '>.";':. :-: _'-i ' 

P-~H·~ l;. célu.l~, l.:n~ ~lJe en ü).~:i,m~ _f~:1$tdn_ci~, · ·.¡j~va~ d- c . .:.1b.J ias -Fln·1~-:il;r~2€.; ~:~C•:'!c:.1,:nJ.-J~ 

r~ecitiido·~, o8r1tt.:ó · tj~ f~?·_:diV~-1--~~ó·_~ :- rrieCar~Ú5o1.~s cit-3 

tós ,-~u<? ii1.·1:i1°,,é:,,.a~ un sii9u~ckJ ~¡~,,~~Jei·o, .. ·peí· eje;nplo: 

ciclic6s <12>", i.9s- ::f~~f61~ci~{~i;d6i~''.- _<·t3,)4>-~-:·~~·--_-¿;~-_{rJ}o-._.(l3) ~lT:g. ::.; 

a:;ociaccis. di 1·~r.:r.am~r~~~ <{ i~,;.~;i¡~,J{rn¿.j¡)t~;-~s c.::;¡,• ¡~~ q1.1e · p;·~·aent:.511 ur ·,:i 

c.c.t:al.ítica · ( lBQ>·; fo~ que \~t·ClcJuc~'í~ ~~b16~:ce ?P;»me~l1i l 1d¿id 
' ;..·_.-~-; -'" 

-~-~::::_::,:-.::':-.. ·,"-·:_\· >~ 

b~.an=~:...12c)Ó1_-;«:·-i_)}V:91~1~~~-~- ·-:~~e,--¡ ~-~_1cfios- c~so.= ·.s:-.-p1··o¡:r¿•1:-.-~c111S5Ds ; !~7;. 

-,_ ~; -· : : - - ~ ': - ·:: __ -:o 

se1· ut.: i 1 =.ao~s CÍf? 1-.::ei;.1L1l áci ón. E°Sf.iú: 

qr·an ...-.3r·.,.tedat1 depl-:'~di·~~dq.t~-!-:,~-~~-~~~~~e" [~~ps~je::t·~- qu~ la~ ~i;ti·"!i; =-=_i:~ .. _--}!~~p~1:1•Ji.z;:1·.t.~s. t:.:•2 
. -. 

A:1Pc (P.-otei11cinasa A>' '<J77>:;crrr ºde calmodulina (J:'7>-i III.i de- m<ic:íigllce.-ol 

(P1·oteincinasa CJ C82>, estas"dos últimas.t·eql.~~e1··en de l.3._p1--~seric1ü de.C:'I·"'~; :~.·:i ;~~= 
' . ' ' 

Gl'1Pc <1:?7). De las tt·es pt·Jrne1·as se han desc1'"ito ·subcjasea, ·~aS ,~u{.,.12s p1~esen~ .. u, 

·s~:Jund>:Js fl"emaj~ros c:o-no las tiYosíncinasas y~.,_:la,. t~-C?dops.í1~Ci.nas.:1 ~ 1:7)·. Las 

pr·oteíncina::as pi-esentan ·un3 
~.:_. ':.-.,- ', : ' 

espeCi-ficid3.d pot" :.:e1·--_·t-8sid.to a l.:ú· e;-. 
~-·-·--:~_:_-- ·~;;· =-.-·.~-'~·::-·;:~<~--=~~~~ .. _____ c __ c - ---

COITIÚIUnÉ!nte-- ·.p{,_~;je~, ·~el~_: -de.-·_. ser.· .i.13a, 

tit·os:r~~, lü que oc:;sicn::i1·:i una ,-~~ul~~'ió~ de sli ·~ci.i ltdad r;cg:-.::1\1a o 
.· "" . 

¡-¡oa1tiva. La ces.:ici:ivaci'ón Ce dichos áúement.Os Se-' t-~-:;.1,L:.-:l. ;JCw-. i 1:..r:~1~rr.21::~0 
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FIG. 2) MOLECULAS MEDIADORAS DE LA COMUNICACION CELULAR. Diagrama slmpllflcado que muestra 
los principales elementos en la transducción de señales en las que se afecta las vi as de AMPc, GMPc y 
Fosfofnositfdos. CaM: Calmodullna, TnC: Troponfna C. 



Un evento mas en le;. organizac:ió_n int.~ac:eldla>· 

involuci-ar aquellas rrcirédi1a~ qG~· pf'.ese'g~aXl.ln .~feiai:o ;;egLiia'.éicw .cic ln. t:1·ansc:1·~pc:"1n 
soo1·e dHe1·entes qenes ';-'e101ifo~¿¡cÍ6s :,~bn la, re,¡;8¿s~t~ ¡,~~Í~1~>L Estas mol ec:ubs 

~,;, ·.·:<)~: :.· ... --·.:".::-''~·,-·- ~'- ·}~..;.::- .. ·~1':'.-- -_,.:.-.. ~-Ti:o~·.'. 

rruest1·an una var~edad -en :·Sú\ -;ri~-~~~,i~~~-:~·c~-~d~-:~:.'.~tti'~~·crgn }:)~}~'{~:{~. hc?r·n191_1al ur:::). µ¡:¡;-
._;.,~:-.:- .+··-'·.1 :Y:~S' -;-:.:·7 - ''->;'. 

segundas mens3Je1-os (JB5>, poi- ¡'.:>;"oteindy1a~a;;"1?i2,~F<8·pclf>rii' ·fo1'ff;;i.::lon c1e• aw.e1 os 
:o::-i-,' .. _-,--;,,_~·~:'· "'". 

< 17) ) conae, ·en algunos casos,. la modLt rac·i tiri·_ '~~~;_~·~f~~~~-~~~):f~~\~~?~-- _ÍJ1.;d12·1:-a S-:-:1 · •:r· i r.1 ca 

e 121, 164, 15'.:·). El común d~nominadot; de t.od;~ e~~a#~~.-~~~¡gás se ern:LiP.nt1·.a en pone1· 
. e·,,-,;·· "-,,-o 

(e~emen'70S . r·8s(-.i1~t~'..i i v("J=.i 
. : .. · .. 

Uf3.16ll), mecanismo que debe. esta.1 .. _-.. ·asoC:i~dci :d'Ú·~~i:.~~~~¡,·.¿e,a·-sus~-- _1r~t_t?!"l1cc1_o_r1es ___ cw1i 

campuesr.o~ fTl.Odu l adqt"es. _así_ . como. ,·."i;:"c_:i9·~~:·:· _:_(h~6~!(11.i¿-i\;~:' -p;.·'.'es~ht.e_~ ·en- - i.5'_:· :?!.-~c.i.~cp:.: 1•1 
"'"º/ - ,._· ::· -;,:~~--:.::·!~-.-.. . 

1-.ucleotidic:t o en 1·egiones .aleda~_s; \-.:r~_::~·q¿~<-·¡\~~;.~:~~1~-~r;:.a-\:i _qrSmq::! ... tr1;·á.< la V»2lc1ciaad 

C'A'< trar"oi¡ct"ipc:1dn c.'el gen involu2r·ad'6<. &i~t1~~J~e ._e~te ti¡:¡2'~_d1" r;iolédila¡; '=.;! ¡;uGG•.~" 
dest:acar a: los 1recept_~1·2s-·· ~~;-h¿·t~-;~~: ;:~\~."_q): ~~~,~~;-- ~~~~¡~~6i--d~~~J/3de·~~~c~{·.~O!~~ ,,-~61 91~1J-i3s-­
ott--as moléculas r·e lacionada·s··'}~:43t~\;~ :; f~~. ·pµot~'i ~:~{d~~,~Úri1·~;.;, ~y·: (·~ .. 1~~~;~·1it~-·.~ ~~~f lGll.Si '-'O de 

AMF·c cCREB"l cuya ac•·ivac:•-on~;8"'den~';'a~/:·1~:~~~i;:;'idá~¿~:la ~-6t~i1~1c:in~s~ P1 <16'1 :·: 

ta famt i ia. ~os Y .1a - T~rn~¡i~¿t~gr·_}{if:~.-~.·1:r~¡i';:¡;f~~!Ji1i'~J;fg~ :~ot,,Cis T-~~tm·es. cu·tos 
, - ·- ···~~ ., '-.. :::.~· , -- ' . ' 

el e·ne11tos 1·espons i vos ·.no .ria~~~f·~~~é'i'~~~~if1f~~dci~'y{~::~,;~ y};~;;ji'-;) . •'E:. Íste taf1\bí e·-· 
una pi-oteina que 1-ec:ibca elri~"¡;~';,;SJ~'.'.ci1e~nt~ ~~:~sp~11SÍ';~~ ~L;:;lo'•íl2l:l: 1.1 cual es 

•'•< ·: '. -~~1.'.'., . '' -<.: ·, :_·:~:·:"'.":<; -:··' ' 
un -Facto1-· tYansct~ioéid.~f-~.-;:.·e-i~'C-.t'Olicldo co-n 1·a activá{;ión por· .. i.o~· ;,:e.~~p:_-'{CH<E?s .de! _.ti1Jo 

·:•.:,;.~-, ----~ , ______ , _ 
___ --,__e:_-::-~:::.;_;..;;,~_";-~- .c.: 

o a ~tr:avés_:_oo, '.la vía del diaci lgllce,·ol. A !Qun:as. é:e .estas 1u)Je . .,,, !•-:.e; tirosinc1nasa., 

han Y-ecibido el 1i0mbt·~e"'.:de te1··c2t·os mensajeros por· estar- asociaÍ:b SL1 aé:tivid5d a lo:: 

segundos C-Fcs.jun). Pat-a "a.quellos en que su activa~lón involuc:··a inc1";;-f,·,t.~nr.o de .::.u 

t1·-ansct·ipción. se les ha denorní11ado genes da 1··espuesta inicial tem¡.11·an.:1· (::20). 
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Cl MECAN!Sl'IOS DE INTEGRACION. _ 

Los organismos mul ti celulares presentan un gran númet·o de -Funciones . qLte son 

vitales pat·a la adecuada relación con su entorno. Algurias involucran mecani5mos de 

interacción con los cuales· los organismos sondean su medio . .irnbiente.1 ot"i'as mas 

comp.-enden las t·espuestas que deben de se.- tomadas per 

deben de mantene.- una estrecha comunicación paYa mantener la homeóst~-si~:~:i:~t~g;}d~­
_·,:._,. :,·;t>> 

este tipo de o.-ganización los efecto.-es y sus r·eceptrn·es son las 'ITI2JiéC:li1a,;.··qlie 

b1'"indan la coniunicación necesaria pa1··a cot·regi1'"' o t·esponder en -Fot..,.ma-'.~d¿~'.~iaa~·-·a~f\·as. 

modiflcaciones ambientales o inte.-nas del m·ganismo. Los eí'ecto1·es -són;iJ'·1bei'aaos a 

la circulacion o intet·sticio po.- las células que los producen de __ á~u.i1l~-~on i_,s: . 
''·..!' 

necesidades del organismo, pat·a lo cual, muchas de 1 as células e-F¡:ctq1'.a~··'.pt}l5;ehtan 
--:..· .. ·· 

dispositivos que pe,·miten conoce1· las necesidades. del eí'ecto.-.queCut:J~,-~h. ·Ó-bien, 

se encuent1·an en íntima relación con los órganos que mantiená~' Ui~ ·~~tgbanC:_ia 
constante sob.-e dete.-niinada -Función; todo ello pe.-mite una a 

condiciones inadecuadas. Estas moléculas presentan una g1·an ve1·~~til:id~d·,_:~~ que 

dependiendo del tipo de, comunicación gene.-al y del sitio de·. acé:'ión; oF,fginan· 
·. . ; .. - ; -._'.~.'.: 

dií'et·entes respuestas. Así, es posible encentra..- eí'ecto1·es con activici~JfC:.· lioi·monal 

cuando son liberados a la sangt•e y, sin embargo, -Funcionar como -rieurott~t~s.Ú~ores 
cuando son libet·ados en el espacio sináptico (70). Esta organización ii1ct·en1enta en 

complejidad cuando se t··equiere de dií'erentes efectores para una detet·minada 

condición flsiologica. Po•· tal motivo, se han desan·ol lado - simultáneamente 

mecanismos que mantienen unu in-Fluencia Yecípt•oca entre las di-Fet·entes células 

eí'ectoras, lo que pet·mite integrar el -Funcionamiento de los dií'e1·entes eí'ector·es 

involucr·ados en deter·minado evento. En la mayoría de los casos esta coordinacion de 

respuestas es ..-eal izada por el sistema neuroendócr•ino, et1 el cual se unen las 

car.actedsticas del SN <cont.acto directo con el exterior o int.er•im· a tr·avéSJ rJEi 
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ór-ganos senso.-esl y del sistema endócr-ino <Ia libet·ación· ··de.··ho1:mc)1ias a ·Ja 

cir·culaciónl. Este sistema a t..-avés de la secr-eción c:Íe n~Lwo1Í61-mnks . PEO•.·n1i te 

cont..-ola..- la libe.-ación de ho.-monas a pa..-tit· de las glánc:Ulas de ... seérec:'idn'·i·n~en1a: 
·.;,:··.'],'''.-,_·. : .. "_-._ .··. 

A su vez. los niveles ho¡-·monales controlan var-ias de las -Funcioné~$ ·-,~~--~1~~~,:f~~::.céiüias 
-·,e·;• ,.;,. · 

··-~ -

blanco, que inclusive pueden se..- las mismas células neu..-oeíldóc1·inas. ?39, Í 13Í{ ü11o 
·~ .. · .. · ,. "- -•.. ~;~, 

de los mejm·es ejemples al respecto es el que se encuentr-a en fa 

eventos suceden en los eJes neui•oendocr·inos, donde toda l.o.JSa~c:~;;;_. de -·-;f, ;,,>·~.:. ~~;: .. - -·'· ,.,--
que se 

evento3 que se suceden en ellos pueden b..-inda..- posibilidades áltet'naüz;_;¡\i,: oo 
__ , .:"·:> 1.:~;. :';-..:::.-~-~ ,f- ,' 

es posible que las células pa1·ticipantes pt'es7nt~11;~J~~9~It,iy~!>· cont1-ol. Además, 

que les mantengan inf"or-madas de los niveles del 

contar con dispositivos de ..-etr-oa 1 i mentac i ó n tanto positivos :i,~~~~~~t'f~,::¡5ct: De 
.-;:,>~ ---~,--;~~~' 

ellos el más estudiado es tal ve2 el que la ri.i:ieF-'~"ti~~cS"tli¡''i;6~m~ri"'!O' 

este..-oi"des a pa..-ti1- de la cor-teza sup..-an·enal. E;stas ho1·monas.1C:wesent.,;n m:iltiples 

activ~pades a nivel del metabolismo de las pr·oteínas, ca.:bot;idrjtci~-Y liJ)lcios 

<61, 130>, así como también, dependiendc del tipo influyen en el't1·anspcir-te de 
,;-, 

elect.:olitos y la dist..-ibución del água ··en los tejidos, además· de presenta,: 

rrultiples ..-egulaci_ones ·a :nivel del SN en dende pueden modula1· la.s.íntesi.s.:peptídica 

<71) o la actividad eléct..-ica neur-onal (16ll. La .:egulación de la'-.li~~~¿;i.ón de las 
- - ~-- -:o '-

ho..-monas este..-oides se encuent..-a contt·olada por- liormonas t.:ó-Ficá!5iiib;,,·,..¿;cja~ poi- .l<i 

e 

hipóf"isis Cad1·enocorticot...-opina) C39), esta ho.:mona a su vez recibe: ig:i=luencia p.;wa 
'"!-~~: ;;'f• 

su l ibe1·ac: on de un .factm· hipotalamico, así c0010 }''.1:..~f..~<::ct<:)~'i-;e"tj~(Já1{m-'fotado1'c­

hm·monas este..-oides (7~Í.. Esi:a:i~~b)oi~1c1Ón de 
- '~'-·. ', :;._:, 

eventos puede esta1· influida también po..- el ciclo ci1•cadiaÍlo.<190),'á~we3'~~hcbs~un 
:, :-¡;, ';'-:., ·~---'-'"'. ,':'/ .. -,_,<, 

negativo sobt·e su síntesis poy- las 

elemento más de cont..-ol. ···: .. ;: 
El ciclo ci1•cadiano se encat"ga de coo.:dinar- un gran nóme,:Ó ''.d~};~urí~i~1ws 

-h,. 

('10, 122)' encontl"ándose p1·esente inclusive en 

mantiene a su ca1··go actividades que están relacionadas con los ha~Ú:!'.ls ¿.,;- c:~~ducta 
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(donde en los mami:Feros j~egan ún p<lpel muy importante l<ls'hm'irpnás éste1·oides o 
. ~- :,_. ~- -

tiroideas) <130, 132l. ~~~dic~D" ~eé:to, las dí-Ferentes cétLú~s ~fect61'as ·· <:l¡,13 ''."'" 
"·\'.· .. 

influida SU liberación honnanal se. encue11b-an modulac;Jas. pot: Lln:,:t:~JoJ}bi.ci).ÓgiCo, el 

cual pt·esenta una actividad cíclica durante las 2'1 H1·s. C58J~~;'y:~0e,'.1~;,{J~~ '(te;;:; s¡.; · 

encuentra sinc:1·onizado por estímulos externos directos (i::iclo Ílfz~b~~~;.'i"~:di::lfO>. 
En 1 os oiam i f"syos se ha establecido la presencia de un grupo 

actividad eléctl'ica o liberación 

supraquiasmático <140>; su actividad 

estímulos externos continuos <luz 

desf"asamiento del ritmo normal, el 

condiciones al te1·nas de luz-oscuridad 

relación qus pn:isentan los mecanismos 

.··\·{(,: 
de vasopresina rítmic_a '•'en•J ·ii :/,:;6S1em · 
cicl ica se mantie1~e; en~:.~c0Jci~tjo1~ }jre•; 
u OSCUl"idad) solo .•:· p, . .;9e,¡~·fXr11'.ll:{f;í'iJ~iio · 

. _-,,;: : - >:,'.~' :''." J 

cL1al es corregido ar: µeiÍÍstki~h;é. ia;; 
-- ·;:=,¿~ .~-:,~~:-~:'. .-; ·.. _. - '-· - -_· . 

c4o,5e>. Esto i:ie~~it:E!;~Pt-~c:r~r- .1á.íntio1a 

de contt-01 hormonair:oíi:f,,N~~~{~Pl%Pr~E:~~1 
riúcleo su.p1-aquiasmático se han encont1 .... ado 

' ~ ·_ - • - '.· - • .' '.~. -•• ' - >,. '':: •• ·' • • • 

terminaciones ~j~Y\,~:.:s:f_,~,{pt.~q't'~bi~rit'.8so de 
,, ·:., ,- ~ . 

la reti_':'a (en f"orn1a precisa de las células ganglionares>/ · íás ct1ai'es .'se ·¡Jreiisa que 

inte1·vienen en la coordinación del ciclo C114). Múltiples ·:e;;J~fo;~t peiptidícos 

presentan cambios circádicos en su c:or\centl"ación en los 1 íquidos. coY.por.ales e 

inclusive en los tejidos , mismos <Adrenocorticotropina ( 118), 1.'asop1-esina C 170>, 

Calci tonina <95l, Tirotropina Cl55>, Hormona Liberado1·a de Tit·ot.-opina <29;30) 

etc.) los cuales pueden estar influenciados poi· el ciclo luz-obscu1-idad < !(ll, 170). 

Bajo las estYategias anteriores, se puede integrar una gt'3n parte de las 

-Funciones honoon,;les ae acue1-dc a la interpretación del SN sob1·e .las modH'icaciones -

ocurridas en el oYganisrro, o bien controlar las actividades t1onnonales a tt·avés de 

algún reloj biológico. 

Las caracte1-ísticas antes descritas hacen dsl sistema neun~endócdno un 

elemento impot"tante pa.-a controla•· los niveles hormonales. Este sistema poi· su 

impo..-tancia ss encuentt·a ampliamente distribuido en los or·ganisrnos mu! ticelúlares, 

si ende posible encontr·a1·lo f"ilogenéticamente muy temprano lMoluscoa · c25, t53), 
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Celente1·ados <57, 137), cr·ustaceos <27)) mostrando actividades y modulaciones 

gene1·ales muy sirnila•·es a las presentes en los mamí-feros. Sin Eff1ba1•go, -e1-:~ot;,:1l de 

-factores involucrados es menor debido al número de celulas qL•e los éonstit;e1ye;,. 

Esta caracte1·ística ha pe.-niitido utilizarlos como modelos de estudio para:'< los 
,~·f_ . -

di-ferentes eventos que cont.-olan el -funcionamiento de las nawona.s peptÍdé1':.<;Ji'2:i.s:i-' 

A nivel intracelular t.~mbién existe una o..-ganizacicin que pe1·mite :i·es.p6n~.;-~:·_e·n 

-fo•·ma coo1·dinad;i a lo:; di-fe..-entes e-fectores que afectan una célula, bi~~~ci('r'.i~~:t;{.-

-fo.-ma que es posible r·eal izar la ..-espuesta 

Pat'""a esto, cada efecto1-~ pt-"esenta una vía 

.-eal iza•· a las madi ficaciones .-equel'idas en 

adecuada pa1·a cada 

de t.1·ansd.tcción 

un tipo 

especifT2~ 'h';/' h1áJ 
r;•/ ,-,--~~~·-.'.• .~k~;;,; •e\:•. • •. 

ce lula•· _cada·. {;{t2l,:T Estos 

mecanismos de tt'ansducción en ott"'o tipo celula.- pod1·ian esta1·c:i1~fl~ldb~\: pot· r.----- ·-- - -,, .. -.. ,.--
-::..--=-· 

di-Fe1·ente efector· o inclus1 ve propm·ciona1· una respuesta di-fe.-en\:e (_12, 'l7l .~.Adeiré.s, 

e1i cada cé1ula es pos1ble encontrar mecanismos que regulan cad3 uno de los pasos en 

el evento_ de t1·ansduccion permitiendo así una t"egulación más -fina. 'Dicho cont,-ol 

puede .ol'igina.-se como un e-fecto colateral del mismo -fenómeno de transo-.1cción (69), 

o bien, a consecuencia de la in-fluencia de 'una via de trarisduccicin di-fen:mte 

activada por ot1·0 e-i;ecto1: <:22). Así mismo, cada paso puede se1· utilizado como un 

punto de ampli-ficación (6, 12). Toda la 01·ganización intr·acelul.a.- se -fL•na.;iment:.;i en 

la especi-ficidad y vadedad que pt•esentan los di~eYentes mecan1smos de 

transducción, así como la posible inte..-acción en sus di-fe»entes etapas. 
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l l l LOS PEPTIDO§ Y Sl.JS)''RED.JR80RES. 

Como se menciono anteriormente·; un gran i-x:Ú\iero el.? efecto1·es_ ne...u·oendocrinos 

son peptidos. Estas moléculas son sintetizadas por via ,-ibosornal como precut"·sor·es 

(8). los cuales suft·i.-án modi-Ficaciones Pª"ª uncpéptido madut··o. La 

información para sintetizarlos se encuentt-a contenida en ra secuencía nui:'iecil:iclica 
. . '::·· .~ ,' ::.: -. - .· . 

p,·esente en los genes "es1Jectivos. Esta infot·mación es t1·ansí-ei;.ida•·a·1<i::Hcopl.i1sma én 
·,.<,:..,, 

una molecula de ARN, cuya síntesis se encuenb·a dii-igida por la. i'Íf~(1f~(lr{'919r·a'Sa.)L • 

La molécula así sinteti2ada se le denomina t1·anscvi to pt'ima,·io y .. ~i Li~i1·:~.f1ej~>í-lel 
de l« info1·mación contenida en un fragmento del ADN Curiida1j.'.fr~í:rsi'.:r~\¡jC:'iori~l> que 

incluye regiones tanto en el ext.-emo 5' como en el 3' que no• són·.t;:~ii_1c;fda~··; Esta 
i,•; : __ :-.:! 

enzima pa..-a poder'° iniciat" su actividad reconoce en lá 1·egiÓ~ ::'r.irofur!itcifá. ~'uria;, 
' -'.'• - .. ' ~''--- _,._;_.' -

.secuenci-? consenso que recibe el nombve de caja TATA; su p=icion suele.esta;{.~ent1·e ·· 
"'-'.~-.-:: .·- ~ 

los rucleótidos -:25 a -30 con ,·especto al punto de iniciación de la-·tt'ar.~C::r)'p~iÓn. 

Pa..-a la adecuada actividad b-anscdpcional· la ARN polirne1·asa debe interac:~ici~~ ¡~on 
otras pt"otein.:1s, las cuaie!¡; ,·eciben el nombre de í-actm·es transcvipci-::iria.1~.; ·;:.los 

que í-aci litan la fm·rnación de un complejo estable pa,·a inicia>" la tt·ansc.-Ipción, 

elonga¡r la cadenil de ARN o tevmina" la síntesis. Sobi'"e la ,·egión pt"omotm·a se 

encuentran oti .. as secuencias que facilitan la actividad de esta enzima, entt·e ·ellas· 

se puede comenta.-: Caja CCAAT o GGGCG, secuencia que se local iza entve·. la .. 

posición -60 o -1:;0 y secuencias 1·egulatol'"ias, que influyen de una mariera positiva 

o negativa sobr·e la velocidad de la transo·ipción Cve,· más adelante). 

Una vez que la info..-mación se transfie..-e al tvanscvito pnmal"'io, se·.-ealizan 

modificaciones sob1·e la molécula, pa¡ra finalmente pvopo1·-ciona1· un ARN men;¡;ajéi-ó 

maduvo. Las modificaciones se 1·ealizan a nivel nucleat' y compr·enden p1·incipalinente: 

A> Colocación de un encasquillado en su extvemo ~· ..J' pt'oceso que 



colocación de una guanina meti lada poi' medio de un enlace 5' - 5', eleme1-.to 

impo..-tante para-i..lni1 .. se al 1'ibosoma. Bl Extensión del extre1ro 3', que comprende- la 

colocación de una cola de poli-A, en un sitio de-finido poi· la secuencia consenso 

lAAUAAAl (39). Cl Metí !ación de n?sioJos de adenina, modi-ficación nec¡,:-sa1· ia pa1•a 

proporciona1· una mayor estabilidad al ARNm. Dl Empalme lSplicingl; este 

procedimiento es de los más complejos en lo que respecta al p1·ocesamiento del ARN,-

involucrando el co1·te de la molécula, escisión de los -f1·agmentos que re_ codi-fican 

para el péptido predete.-nlinaclo en el tejido <intronesl y ligación de los>-f1·c¡'i;¡;,._~~t0Si_ 

que -Finalmente lo constitui1·á11 <exonesl <Fig. 3l. Este pr-ocesamiento se 1'e~Í'i;z:~·:.p61-·> 
~'.- ·, 

: _P~-~~~:~·~:~~~~.;~i~ :~.~~~-
---- . .,;·~;,'.~:· 

··1bonucleopi-otein.:;s <171> las cuales se au}(i 1 i.J.n en su actividad 

especí-Ficas dentm del intt·ón que por- sí mismas delimitan la Y-E!gión Xs;,~:-~·~7§'.frlclida 

len el 100 % de los casos se encuentra el dirucleótido GU e1~'-'k'{ ~f§'~tp;;,¡,jib 5;;- -
:.,:::;.-:-~ ·.: ;-;;--~·.-.:;:¡ -

mientras · Ql..le en el extr-emo 3'se encuentr-a el. dinuc1eioticici-,~~J~)~f9B~~!/ la~ 
en la · m.iyo.-J~}i~{}~'.' AR~ anteriores se encuentt"an pr-esentes 

------ --~~~::':.~~4~··'~-/::~ -\- ·---~i~-
--~-~~ -'.:; -_:/~G,: ·'.~·:_~~---: 

sido completamente} pY.or::k;,¡~tx:,/ se 
. --~e: . • . 'e:''"". º,"_:;;,"~-'; 

desc1·i tos hasta el momento. 

U ria vez que el tr-anscrito primado ha 

·Esta 'i='Iécu,!~ es 

trans-Fe..-ida al citoplasma em donde se unit'"á a los dbosomas, los_ tju., •Jtu1Ú:i'':·c~_.ri- l~s · 
ARN de t1'ans-Fet·encia permitirán codi-Fica1· al pr·ecursor pept~hf2J-, ,_;~ajÓ ,el 

7: ['"-: '~:o:~-;;,,~:· ~/'.'--~· 

constituye así, en la' molécula de ARN mensajer-o madu1:0. 

pr·ocedimiento de traducción lBl. +;~\.' ~-~~~~>' ;' ~ 
"•.e;':,• •;7<'<' :;' ~ 

El p1·oceso de tr-aciucción involucr-a 3 pasos < i niciaclór~_-;~ ~i;;~g~¿igr:i , y 
,_,_, 

te1·minacionl l61). Confo1·me la síntesis p..-ogresa se expone eLe;i~r-éríi9-:·';.il_o\iij)_;~del 

p,.-ecursm· peptídico en el citoplasma, en cuyo e><tr-emo las pr-oteínas que deben ser 

enviadas al r·etículo endoplásmico presentan una secuencia de ca1·acte1·isticas 

hid1·0-fóbicas (péptido señal) l52l, J .. 3 cual es iclenti-ficada poi· c1na pa1·tícula c.'e 

reconocimiento <26), con lo que se pr-oduce una detención del p1·oceso de tr·aduccion. 

ow·ante este lapso los ribosomas interaccionan con la membnrna cJel retículo 
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endoplásmico, mediante un recepto1· específlco pa1·a la paY:tfo.l1a de~i~'ecor.:i~ ¡niento, 

pm· donde se transloca la cadena peptídica naciente C2~l. Una ve~ ~11tl'~ dél lumen 

endaplásmico la secuencia señal se corta, y el ·5int9s1~ 

impulsando al péptido hacia el interior. Dentro dÉ! l r'et {~L l CJ :fu1~d~pli~n1Í ca las 

pr-otei nas que 1-ec;uie1·en se1· gl i casi J adas se les añade un ri~cl,~ ! ~1,''.~11\ ~1-itas el 
~ '~ 

cual su·frit·á modi-Ficaciones posteriol""es en el apal""ato de GolgL i6L;oe;,ti•ó ele estos 

dos m·ganelos también se prnducen oti-as modi-Ficaciones, enti-e.la~'.g~;'·~~i:nL~nt;··an 
sul-Fataclanes, acilaciones o se agr-egan g.-upos como 1~os-Foinositidas:.,'"pa1".i. taojas 

estas t'"eacciones se vequieve de una o varias en2imas. Pat'"a ·é:·~:d~ :un.a:·._-- de ·estas 

actividades se requiere del reconocimiento de secuencias especi-F:ica·f- dentro de la 

molecula peptldica, las cuales se ven a-Fectadas poi· la est¡.-uctut·a;secundaria qLu? 

presenta el p1·ecurso1'° C 131 l. Todos estos eventos san de suma tmp'a,;;t;;,,;¿ta para la 

obtención. de un peptido completamente -Funcional o bien p1··opon::fo11~.n '.ih-Fm·inación 
>,_. _ .. :;:_· 

p,;,-a la .-s_onp.3rt.ament.3l izac1d11 de p1·oteínas (131). ;,.: ;;··:.-

Cuand-.:1 los péptidos se encuent1·an en el aparato de Golgi · :~o~ !3;,.,esiculados 

mediante un proceso de gemación. Dicho j:woceso es posible qL1e siga oos carninas 

(133): uno que 1·ecibe el r;iomb1·e de vía regulada la cual gene1·a1·á vesículas que 

se1·án liberadas poi- la célula bajo alguna condición o estímulo determinado; o bien, 

pm· la vía no regulada, la cual guiará al péptido envesiculado dir"ectamente a le. 

memb.-ana plasmatica en donde se liberará sin tene1· contr·ol alguno sobre dicho 

proceso. En la selección de la via que ha de seguir la pt·oteína,- no se ha detectado 

una secuencia especí-Fica detevminante, por lo que su estn.Lctura debf3 jugav un papel 

impm·tante. 
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Oent1·0 de las vesículas los pr-ecu1··sm·es su·fren. cot'tes pl'oteol íticos, los 

cuales se encuent;.·¿¡n deter-minados pm· aminoácidos ti<is.icos qGe .?flánquean l::; Í'egíón 

que constituye al péptido maduro (54,lSS>. Pa,..a este e~ec~b,.se Jí;,.ri·-¡dÉntiflc,;da 
__ , ~ ~ ... . '.·;:·, -".· ·;:\:;:.:·.:;f.;~:· .. ·-r ;::: /.:-

que secue1icias A«g-A1·g-Lys-At'g, Lys-Lys-Ar·g-A,..g, A;~gC:Lys'-~,-9¡- Lyg'...A.rg, · Lys-Lys, 

A1·g-A1·9, A1·g-Lys e inclusive 
,-,. 

la proteólisis limitada (33>. Este corte es l'eali~ado poi•:er)dópe¡j_tidasas, las 

cuales ven influido SU l'econacimiento a las secuencias antel'{or·~s ~91·;, •l.a. ~St.l'UCtu1·a 
del p,,-ecursm·. Al r·especto, algunos expe1·imentos confler-en cie/t.~';f·m~ftalÍ_¿i~- a lá 

conformación de [l-plegamiento cet·cana a los amino<:icidos 

co»te, los aminoácidos básicos que queden 

vez 

en fóS 

peptidos son ret.i»ados pm· carboxipeptidasas o aminopeptid¿1sas dependie11clo del 

madu.-ación completa del p,;,ptido 
--

modi-ficaciones en ambos de sus extYemos; en los péptidos que lo 1'"equie1~en e_s coo1Un 

encont1··at· amidac::iones en su extt"emo carboxilo. paYa lo cual, se necesita de una 

glicina pr-esente en el P•'ec;ursot" entre el último aminoácido de dicha e><tn2010 y -los 

aminoacidos bcisicos de pr-ocesamiento (42). Este aminoácido poste,..-iormente es 

utilizado pa•·a ceder su g.-upo amino por medio de una .-eacción enzimática 1·ealizada 

por una peptidi lamidasa (Peptidi 1-gl icin monomdgenasa o.-amidasa PAf'I) (ll2), la cual 

requiere que el l'adical carboxi lo esté 1 ibre, pm· lo que debe •·ea! iza.-se en fo1'0>'1 

previa el corte proteolitico dirigido por los amino.~cidos básicos, asi-como·:_--;¡;,¡·· 

escisión de el los ( 166>. E.-, lo que se l'efiere al e:<tt·emo amino es posible erii:ontrar 

en algunos péptidos la ciclización del aminoácido glutamina. 

Una ve= que los efectm·es peptídicos han suf1·ido todas las modifici;¡ci~ries 

pei·tinentes Pª'"~ acJquirfr el total de su actividad, las vesículas que·.l.os·éonti.;nen · 

son almacenadas !lasta su libe1--ación. 



B> PRECURSORES PEPTIDICOS. 

Los pYeaJ1•sot'"es peptídicos contienen la seOJencia que da,-á 01-ignn. al. péptic-.o 

funcional, esta 1·egión pLtede ser única o Yepetida, o bien pt'"esenta1' en él mismo 

pyecLtrsoY aifeyentes peptitJos con actividad biológica, lo 

nombt'"e de pr·ecur·soY polip1·oteínico (166). Cada un~ de 

que se ·~ar"?~~ ~~an_ ".·el· 

dicl1as 5'~cLl~nc0iás es 

pr-acesada para ar-iginar un péptida n1aduro 1 teniendo en considet-.ación i~s"' -~e~r.ileS de 

··- ._·'.'-:-
procesamiento antes desc1·itas. Los pYeCut'"soyes peptídi=s rr<.iest1·an ::una· :gí·a11' 

conset-vación de estos elementos. así es posible encantr-.:i.r- dich~~ señ3-les en 

eucaYiotes unicelula1·es como levadur·a. Poi· ejerrplo, el factor" de }Parean1i'ent:º. <flf.L". 
----- ''" .... -. 

de levadLwa presenta 4 copias de la secuencia del peptido en el pr·ea:.wsoy' t90), '..las· 

cuales se 'encuent1·an delimitadas por" par·es de aminoácidos básicos. En or-g.ifriismos 

se encuentYan estvucturas 

pr-ecu1·so1- de FMf;"Fami da t 176) , el cual p1·esenta 28 copias 

-'-"-·· -· -

mas complejas; ·c6mo'eü 

del pépt.ídci; f.mb~~n 
delimitadas poi- aminoacídos básicos, ademas de contener· la glicina necesá.~1~"·~~"-' 

' -: , , ; . ~.e '. 

la ami dacion en ei e>:~1~emo' CC!lt·boxi lo, y una secuencia de otrn peptido .. O=':LRF,;;n.;i~). 

El pt'"ecuYSDt'" de este mismo peptido en Drosophila contiene 

con 10 dife.-entes estn1ctu1·as, las OJales contienen las secuencias de ·1:wo2e~.~~fei¡:;to · 

<aminoácidos básicos y gl icinal < 125>. 

En se p.-esentan pal ip1·oteí nicos que 

par"tiOJla.-idades en su procesamiento: El p.-eccu-sor" de la Ho1-mcna par·a la Post::w·a de 

los H.Jevos <HPrll, la cual es impm·tante en el p.-oceso de postu1·a de los huevos. 

p..-oviene de una pal ip1·oteírB en donde, poi· pt'"ocesamiento p.-oteci ítico, es posible 

gene,-a,- l1asta 9 péptidos. de los cuales 4 han sido car·acte..-izaoos 1-is1olágicc.mente 

<alfa. beta, gamma y HPHl ( !09). En esta misma especie se encuenti-·a un peptioa muy 

similar" al antei-ior- llamado péptido A, cuyo pt'"eCut'"sot'" p1·esenta una deleción que 
_l 
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escinde los pépti dos beta' y ganvna; este. precu1·sor muest1·á. h~10lbgia con ei 

de la HPH p121··a se enCL<entran cambios en las· p'1t:»anes'de -Fo1;91ac.i!Jn· de ._puentes 

dlSL11-fum <no p.-esentes en la HPH>, así como en ic:is: de. arni'dáéioh' ·y pn~1t~Í5l isis, 
- .·:-~: 'i'~ ;:< 

destacándose la impo1·tanci.~ de dichas reacciones· en ·'la ¡:lr~W~~ii~:~\:'ciscif·Fen;;i1tes 

e-fecto.-es < 166). En· insectos la hormona adipoci;,~~{~:~, }cHP,é)";~t:né::a1·9ada oei 
- .o·;~ .:': ~ ' ,, 

metabol i smo de= l i pi dos' pr-esenta un procesamiento '1?a~~f~J,}:i~~'!''Eri'l es_t~ ~a=o .. la 

cadena p~·ecLwsoi·a <cadena A>, se convierte en u11 .h~~·Jj~ti~g~J:~f~·:;fr~~Bt~Y;~,~~di'df·t·s dos 
·.' 'e) \:~'.''.<{.'' ·;:-. :· \·",:º ;··:·'.· • ' 

moléculas de Hr'iC-I y un dímero de un péptido relácii:Íria~b".iú:•p;;k~u:1;i~c:i..,:' 'de:. la HAC 
,., •. ~-.:·, -·. _:_•;, .. -. ~-~~-"::-' -

par·a el adecuado pnJcesamiento del PRPl-'A (631, ya que en ~u ~~c(~~,df~ ~~-é~~uentt·a 
:.,__:_-.:;: 

un pa1· de aminc3.c1dos básicos los cuales no su-Fren-co;-te:p1·oteolíú.C0Ji'i.vi'vo pe,.-o 

si .f.!:L:¿_i tro, destacando la relevancia de -Factores int1·acelulan:s_ pa_t'a el adecu·>do 

p1·ocesamiento del p.-ecw·so.- peptídico. La vat'iedad en est,.-uctu1·a de estas molécc1las 

p1·opon:_iona una singular importancia para los eventos de r-egulación, sienoo en 

algunos casos un punto detei-minante en la exp.-esión del efecto1·. Tal vez el ejemplo 

más típico en la actualidad de esta caraéteristica es el pt'ocesdmiento que pr-12senta 

ei p.-ecu.-sor de la .proo¡j1omelanocor-tina <FDMC>. 

El POMC es un precu1·sor poliproteínico, que puede or-iginar en fornia tejido 

especí-Fica di-Ferentes péptidos a través de un p1·ocesamiento difen;ncial (lCC:i. En 

el lóbulo antedm· CLAl de la pi tui tar-ia se expresa la Adrenocoi-ticot.t•opina y fl-

Lipoti-opina, miem:.1·as que en el lóbulo interniedio CL!) se pi-aduce fl-MSH·:<Ho..-mona· 

Estimulante de los ~?elanocitosl, rLipoti·opina, íl-endo1·fina y CLIP (Péptidci del 

Lóbulo Intei-medio Semejante a Corticot.-opinal. Ademas del pr·ocesamiento di-Fe1·e1~ci'ai 

que se presenta sob1·e esta molécula, es posible apreciar eventos 

distintos sobre su t1·ansc.-ipción, así, en el LA es posible encontt·a,~·. uíl'.E!fecto 

positivo po.- el Factor Liberador de Corticotropina <3), mientn:.s que, en'.e'l-:LI no. 

hay efecto por este -Facto1·, donde es posible un e-Feét.o , ne.g-~t:~ ~~:o~.·~~r-
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dopamina <28). 

Los neuropéptidos se encuentran ampl i<:1mente distribuidos fl logénétir:0mi;,nte, 

siendo posible encontrar efectores de mamíferos en esponjas <Colet:istocinina> 

< 153l; estos últimos son los organismos nul ticelulai-es - m.3s .p/imi fivbs- !_os 

primeras en contar con un SN. Las actividades que presentan·:e;on',_n1!JY. :dt~~Í11tas: a 

pesa1· de las si mi 1 i tudes que guar-dan a ni ve! de secuencia, ~n: ·' mudios ;.de.·-l:as· casos 

se ignm·a su función. Un ejempla de la dive>-sidad de _función' ·e'~·-Ú_·t~{iia·HAC:_ 
1-!CP, la cual ccrnpr-ende un 13.-an númewo de neui-apéptida5_E!nconi:.-acías -en diversas 

-
géne1·as de insectos a cr·ustáceos <Tabla 1). En. estos_:.; ~e_'_\Juede11·:aistingé1i 1- t..-es 

';:...,-_ ,: ... ._. '"'' 

tipos -Funciones: la de concentración·. de p~g~~tos ;en ;~C.:ustáceos; J.;;. de 

r·egulacion del n1etabolismo de lipidos _en'áigLln~s~~-i'nsectos/ mientn;s qüe> en oti·oa 

r-egula lé! r:oncentr-acion de glucosa <67>. ·Las· péptidos dé esta fcillli 1 ia m_ies::-·.;n 

coractet·is'ticas est1·uctu1·a1es comunes (Tabla 1): p1 .. esenta11 de 8 a 1(1·aminnacidos 

con el d-c:idos pin1glutámico en el extremo amino y el ext»emo ca.-box{lo bloque,3dü 

poi- una, feni lalanina y ti·iptofano en Jos re>siduos 4 y 8 1·espectivament_e, el 

seC)undo Yesiduo pueae ser leucina o va.lina y el tercet·o se~~ina o tr-eorii_iia~>,L~,"~r~'! 

cuanoa se admirüstt~~ a Ct·Ltstáceos, 1:wesenta una actividad t·e9ul~féwJa Sob1~e la 
-: ., > .· .. ' ·,,~·'..': -

conc:entr-ación de pic_Jme11tos, mientt·as que la Hor·mona Cancentt-ador·a ~--de -P1"°rJ0~ntOs de 

c.-ustáceos puede af'ecta» el metabolismo de los llpidos e11 insectg~ ::;< íiCi>. _Esta 
'.;'-,·;· 

pt"opiedad hace t·esal t-_av las ca1·acter:!sticas que pt·esentan los_ ·pép:~~fitj~ ·a :_tra.ves. de 
=: - -----~-=-- ~.;:,..~-=""---;-i¡":-c- o-.-,---,--

la evolución, en la cual estas moléculas son empleadas com6 efei::t6>:.,~-\:a~aptand:Íse a 

las nec.esidades de los org3nismos ap.-ovechando las elementoim~l~culle'3 con tos 

que se cuenta. 

Actualmente se conoce la secuencia de un gran nLtffier'ó de -e-Fecto;~es pepÍ:ídicos 

ae dife.-entes e>Species, lo que ha pe1·mitido realizar EShtdfos COmpa1·atÍVOS, 

Teniendo c0:T1~ base sólo su secuencia ha sida -factible agvuparlos en -Fami l i.cJs, en 

las cuales es posible> encontt·ar· una variedad de funciones. Como ejemplas ee p~1eae 



GENERO HORMONA 

Pandalus HCP 
Locusta HAK I 
SchistocercaHAK 11 
Locusta HAK II 
Ranai-ea Re I 
Periplaneta M I I 
LeptinotarsaC.C.II 
8laberus HTH 
Gryllus HAK-G 
Carausius HTF JI 
Manduca HAK • 
Heliothis HrTH 
Tabanus HAK 
Tabanus HoTH 
Drosophila HAK-D 

TABLA 1 

SECUENCIA 

pG l u-Leu-Asn-Phe-Ser-P,-o-G l y-Tt·p-NH2 
pG 1u-Leu-Asn-Pl1e-Thr-Pro-Asn-Trp-G1 y-Th1··-NH2 
pGl u-Leu-Asn-Phe-Ser-Thr-G 1 y-T t·p-NH2 
pGlu-Leu-Asn-Phe-Ser-Ala-GJy-Trp-NH, 
pGl u-Val -Asn-Phe-Thr-P1'0-Asn-Trp-G 1 y-Tl11--NH2 
pG lu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-T 1-p-NH2 
pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Asn-Trp-NH2 
pG lu-Va 1-Asn-Pl:le-Ser-Prn-GJ y-T r·p-Gl y-Tl1r-N-l2 
pG l u-Val -Asn-Pt1e-Se1·-Thr-G 1 y-T t·p-NH2 
pGlu-Leu-Thr-Phe-Th1·-P1·0-Asn-Trp-GJ y-Thr-NH2 
:pG!u-Leu-Thr-Phe-Thr-Ser-Ser-Trp-Gl y-NH2 
pG lu-Leu·· Thr-Phe-Ser-Se1·-G l y-T 1•p-G 1 y-Asn-NH2 
pGl u-Leu-Thr-Phe-Th1·-Pt·o-G l y-Trp-N-12 
pGlu-Leu-Thr-Phe-Thr-Pro-Gly-Ti-p-Gly-Tyr-llH2 
pGl u-Leu-Tl1r-Phe-Ser-Pro-Asp-Trp-NH2 



menciona•· a las familias peptídicas de la HPH 009), Somatostat:ina (!74), J¿¡ ae 

1-'J"O\C/hC:P C58>, oci tocina/vasop1··esina ( l) y la de los opioides (4). Los pn:a11·s.:i1··es 

de algunos miembt·os de d1cl1as familias han sido secuet1ciados, lo que a su vez na 

pe1-mi tido la 1·eal i zac1ón de estudios evolutivos con ellos <126, l 74). Estos estudios 

han destacado la conservación en -Foo-ma po-efei-encial de la secuencia que codifica al 

péptido funcional en •·elación a las secuencias aledañas de las di-Fe1·entes espscies 

estudiadas, 1-evelando así la p..-esencia de una pt-esión selectiva. sob~·e el 

mantenimiento de p2ptidos con una actividad ya establecida C 1=8>. Sin embat·ga. es 

irnpo,·tante .-esalta1· que en algunos casos, es posible encont.-at· en los tejidos los 

péptidos intermedios obtenidos del pt·ocesamiento C24), los cualp? ÍJodr:·¡an te11er 

alguna activioad aún no descdta; po.- ott•o lado, podt•ían set· 'l;egiones que se 

encuent~·an eri proceso evolutivo. Desde este punto de_ vista.; es campr~~nsible 

encont,·ar: una mayo1· vat·iedad en la est.-uctu1-a genet··al de los-p1··ecut•so1,.es t¡ue c:?n la 

secuencia ce! peptido "funcional". En Aplvsia, se l't,;n f-eali~ado esr:udios p¿,·a 

identi-fica.- la va1"iedad inti·aespecie que p1--esenta un gen <126l. estos ,·esul tados 
-· < -•• - •••• 

apoyan la existencia entt·e 4 v 5 genes · de la -Farni l ia de la HFH pr:ese~te.:;en la 
. 

mayoyia de las subespec\es estudiadas. No obstante, en cóS- esj:JeciSs 'solO se 

datecta.-on 2 genes y en una de el las no se detectó ninguno de J~s,:gei:/~0\A':~ o 8., 

estos últimos se conside.-an que fueron oo-iginados po.- dupl icatió·~::·'t&;l :'~~.~,:de la 
: ·~« ,..,:~·; ~ -~t··:.· 

HPH. Estos codifican pa.-a p.-oteinas 

p,·esentando -funciones relacionadas a la activación de las neu.-onas'cie .la ~i~~/ las 

cuales pl'"oducen la HPH. i•!úl tiples datos como los anter·io.-es sugiet•en la g~,rk~acion 
de e-fectat·es a tvavés de duplicaciones génicas ( 1, 128)' en . lás' cuales 

modi-Ficaciones poste.-ioo-es les confieren nuevas actividades < 109, 128). Un 'pr:eéw·sor 

peptídico que pod1'"ia apoyar este mecanismo de dive~~si-ficac1011, es ei que se 

encuentt'""a en el pr-ecu1 ... sot- de vasotocina e isatocina de la 1 .. emoira blanc;:a ~62J; los 

cuales son la c:ot't.-apa.-te ce vasopt'esina y oci toci na t"especti vamente ' en los 
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mami-fe1·os. Estos últimos pe.-tenecen a ·Ja -familia del· miSína fiom·b~;c. c:ompue~i:..u p9•· mas 
-:·e\ -:' .. ,-~·.-,~-:;-:-- -

de una docena de va.-i.3ntes, cuyas p.-eCLwso.-es gua.-dan una g.-arí : 11ó'mL~lo.:J'ia ¡.¡) •. En 
·'··,>·'.·--:-, ' , . 

el los se encuent.-a codHicada la ho.-mona y una p1·oteína Jrama·da' ~i.li'b:.=1~"ina'"fr46'>, 
-.\:::.. ,_'.<·,.·,.:. / ' 

la cual se piensa que es irnpa1··tante en el t.-an-spo.-te int.-acelulá1-':déi!.Í'á :·1ig¡:ffii.J,c,¿.,. En 

el caso de vasap1·esina se encuentra además una glicop,...ot.eína, quZ·':'Jb~: ;:~~·~l;~,¿:·en. 
·,:;~\>,.'·<}/'o. 

r·.3ta na mostrado e-Fectos sobre la l ibe1·ación de p1·0Jactina .<)231". ·En .la :::·;:émor«~ 

blanca los pr·ecurs·::wes de vasatocina e isotocina pr-esentan solo ,i.:i -1\ót~·~:;c;~'a-{\1-~ Lin·; 
'\.~~ .¡ :<( .. 

pentido est1·uctu1··e1lmente muy similar- a la neuro-Fisina, pero Con _uri~~':1:l~~~~~:~g-~~~"ip1~. e11. 

su exb"emo ca1·bon lo que p1·esenta ca.-acterísticas rruy sirni la.-es aí'foi'i¿-::i¡;~¿t;:ao de· 

vasapresina y ocitocina <62). Es p..-obable que du..-ante la evolucl ci~;:a~'.;'.~~st,¿_~.~-3iÍiÚ ia 
, ' ;:;~ -;;~'##.: _-{§~~'~ 

se hallan p..-esentado eventos de deleciones del ext.-emo 

los 

vasopr·es il'l.a. 

Cl REGULAC!ON DE LA B!OsrnTES!S FEPTID!CA. 

La concentt·ación,pepÜdjca muestr·a un sin nLime,.-o de eventos r-egulato1·.ios,· que· 

pe:wmiten mantener· los niveles ap.-opiados del e-fecto..- tanto en ·fo.-ma )ntt'aceli.il,;..-

como ext•·acelula.-. ExtY"acelula..-mente el evento que pat"ticipa en la r-egul'c.ci611.se . . 
encuent..-a modulando la libe1·ación, lo cual per-mite ..-esponcie,- a las necesidacles···del 

ot·ganismo c01'.o consecuencia de u11 estímulo especiTico, de tal -f'ot·ma-ql1~·.:~~~;:):.~a)1C~r;-­

las ad'3ptaciones o vespuestas adecuadas a un.3. nueva condición -fisiafóg'ú;~ -~Pº,.. 

intet·medio del 

involucrado en 

que el e-Fecto1· 

e-Fecto1· requevido. Ott·o de los mecariismos que podr-ía estar·. 

dicho contrai, son los mecanismos de deg..-adación, los cL1alés {;ripldei1 

mantenga su actividad pa.· más tiempo del necesat·io. · Mucha~;c_ a~' las 
i'- ;-<<·: ;'.·:~-.'.-" 

enzimas invaluc1·ad.-3s en este pr·oceso pueden actuar· en -fot·ma ine-npe2i1:iC·á, <(~111< 

embaYgo, se l1an r·e-po1·tado enzimas que muestt·an ciet"ta . ·éspecf~i~i.aaa. 
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<101,124,179,182>. P<wa a·lgunas de ellas se han· desct"ita 
. . 

en las cuales podrían se1- r·elevantes en el control de 
, . - ... -: ' . ' . . '. 

ta concentt~-'.ic.idn péptidica 

e><tt·acelulat' < 101, 124, 136). 

La libe.-acicin podt'ía decirse que es el evento de mayor_ ¿•;;cirév~hci~ en !a 
,-.,,_; -·-:_·:;:-

respuesta del or·ganisnlO a los cambios ambientales, ya que '·¿:¡~;;fi1~¿L[~,:dci a· las 
-.::~·¡. i ·;." .'·, '"" - ·-

nec~sidades del organismo se modula la pl'"esencia en sangt:"e _;·d. 'ü;(e;:;iit{'.¡~io : ool 
'\·+:r:·-

e.f'ector reque1·ido pa1·a l leva1· a cabo la modiflcación adecuadá:uE:;{í~''A1a:'vb1~ia\de· .1os 

casos la libet·acion se 1··eallza por" interacción de uno 6 :~~s··~:~l~{o;·;~·, ci:in:sus 
·j:'• "--~ ""'-.;· ~-·:· 

recept:o1·es especiflcos en la célula productora < 15;7o,91iJ.3::i';l.4t'>';~~]o ql.ie ::·f:wa"O.ic:e 
·' ' -- -- e,". -·"-~" ·:·--· ' --.-. ;'-i"-· "'.~·-~«>"; '.· ~-'-~ 

en gene,,-al n>..•diflcacior-es en la concentración i~~tª~f1if1~~j;[;{.~,y;;;c_aJFi()• .como 

1·espuesta a cambios de potencial de mémt:lraiiá·;.i~ .a·0J~1":'[~~;:.~'.~•~f;é e;:. 5_egui1dos 

mensajel'"OS, dicha modi·Ficación p1·oduci,,-á ··la -fusÍóJ'1 ~~ú ~e.f·i~étl~-~tj.)ª ''~b~~fei1e al 
~~=-; :. ~ .' .... 

péptido y 1-a meinb1·ana p1·esináptica (80). 

-

Una -¿e~ que los e-Fector·es peptídicos son libe,,-adas es posible (¡Lie.~~ ¡~Í'oooi:ca 
.-'.O;o.'-· 

una rnodiflcacion en la concentración int1·acelulat· del pépticiÓ madut'o;. e('.~~:;dCl. •en· 
, ' '·,·<.···' ,'-'., ,;-, 

que el lo sucede está t·elacionado con las' necesidades del organismo .. •.-.. E•·,",,, C~~·¡',;s :. 
:,~-,-·.,r ;· 

condiciones -fisiológicas Ce. ,i. pubet·tad, embar"azo, lactancia), así ccialO~t.;.mtÚé.n en . 
'~ ~~-· 

inte,,-acciones que pl'"esentan los o,,-ganismos con su medio (e. i. estrés·, V~f~Üj2:f:=;nes' 

de tempe,,-atui·a, estaciones del 

impor'"tantes en ia concentr·ación 

desct·i to cambios circddicos de 

año, ciclo cit'cádicol 

peptídica intt-·acelular. A 

se es~e,i~¡'.~lr ;~mtJios 
este t'esp~;.[b' se han . 

'.. ''.'. . ·,':;.~:. '},~~·:-'-· .. -, _. 

la cancentv·aci ón de la Ho,..mon_a_ ~libei.r.aii9ia~ ~ de 

Til'"otropina en el hipot.;ilamo de la t•ata, que corr"elacionan con el 

actividad (30); así mismo, se han enconb-ado 

prolactina en la 

que pt·esentan este tipo de modulació11, es posible 

..-estl'"ingido a dete1·minadas regiones; así, las modi-ficaciones cir"cádicas :•:de'<RH, ro 

se rruest:,.-an en lóbulo ol-fatoi-io <29> o, en el caso de· substanci'a Já cúal 



pr-esenta moci..•lación ci.-cádicá.en la sustancia nig.-a y no en el _, .. 

amígdala y glabus pall idus <SU.. Algunas ai:.-as ~aleÍ::Ülas ; que muÉ:!sti:.,n 'ÍÁri~c:1~nes 

c1t··cadicas en su cancenfraéÍ.ón. i11~Ó1ü(;1:~n~ca .. la ,11a~dp.-é,,_;.i1~i\ ..• ·¡ f(ll);, ,a1Jg1Ótensina 

(1211) y 
... -.·.",,:", . - . ··:,_> .. ·".::,.::··:-~« ·:,<" ... "":·~.' · .. ",::~. 

Honnona Estimulante de ·1a Tiroides .<TSHl .c15i?~É-iit¿~·;;ooci¡,.':r¿~e:¡a;..,;¡(i.;l.iedm1· 
• ',·,,~; • -·"<•¡ r': ' .. ·~" • • • .• ._,' 

deber-se a cambios en la biasíntesis, ci9g.-adaé:iÓn yíóiiber'~C:itji}; dp;~_~J~,;~¡~~ia 
pa.-ticipación de la 

:,:._ ... ". 
medición de los niveles de ARNm, baja la cual na sida pasible·26p;)efli~i6~:í<:can1~ios 

"\ . ·::·::·~-- .. :·;\::.< <>>·. " .. -..... > ,:_''. 
en las niveles del ARNm especi-fica en las celulas pn:iductcu~as de"':a'tgÍ.1noz. efecto:0 es, 

con las incn:;nentas de péptidas cir-culantes. Dicha evento es ¡:i~síblÉ:!'.CJb~_,t>'C.:•;lo. - en 

e-fecta.-es como la Pralact.ina en la adenohipó-fisis durante la lactan,:ia <53l, la· B-

endor-fina en el lóbulo intenoedia du.-ante el cicla cir-cadiano,- ·1a~ 

axitacin.;i en la neurahipófisis secundarias a estímulos osmóticas <!Si ,··sugirúi111:lo 

que el control de la b1asint:esis se encuent1'a de. alguna -fa.-ma acaplada:a ·•.:las. 

mecanismo!O> de liberación. Un pasible 

- ,,,,. 
'!_ • • >:~_ ... ' --· 

mecanismo de acop !amiento ent.r'e la: libet"aci61í 
! .• ,, 

y la bio5imesis es a tr-avés de las e-Fecta1·es y r-ecepta,.-es can·espo,-;_eÚent.e~·.: De· 

ac..-uer-do a esta hipot.esis se h.3 demost~·ada que ·las mismos ef'ectores ._que'{.:~n4i~e~-f la·~-: 

l ib2Yaci on san también capd.ces de niveles de 

especí-fica del pr·ecurso1· ae la adr-enocarticotr-apina Cp1•aopio111elanacortfr)al ·:tes 
- --·---·----- -

pasible encantt·a1· in vitro un e-fecta regulador positivo sabt"e los niveles da>~R/\Jm y 
.. ,•' 

la 1 ibe1·ación por- el Factor- Libet·ada.- de Carticatr-apina C3l. Este·. tip'! :··ele 

acoplamiento también es pasible ap1°ecia.-la en las células adenahipé:ffisiar~i'<1s-que-
e_ ', •• :, ., ; :'::.>;- '. -~ 

secretan Hormona Luteinizante baja la acción del la Ha1·mana ·Liberadará·,de 

C-.anadatropinas <23). Pm· atr·a lada, las mediadores inti·acelulares pa1·écein se1° las 
'·. ·-'•' 

mismos; pa.- ejempla en las incrementas de la concentración ele losn'r'Ci;i1~keíb°LAR~Jm• 

de Pt·oopiorn2lanoco1 ... tind v la líber-ación de Adremcm·ticatt·opinase,':ha~,,-6i:itenid0 

1·esult.;das que apa/¿¡n al AMPc como mediado,.. de este; o·espuésta <3/:U,~;:;,~~¡--~~ios 
1·eal izados Ei1 la línea celular GH4, se apoya tambié11 a este mediadi:u···9~; :;~ª--:~~Er1lós 

-



que cont1·0Jan Ja libe1·ación y regulación de la conce11ü·ación del P1í\Nm pan• 

P»olactina (5,53,78l. En el caso de la regulación de 1.0:)-i:it:moná--LLttc:inizanr.e se han 

Olcurnulado mé1ltip!es vesultadas que apoy01n a lOI via de _!_os ·-fosf'oinosii:id6s como 

mediador· a de la ,-espuesca de 1 iberación y el control- de _su:."ARNÍn (23l , __ --

Múltiples datos den·.uesti·an que la modLtlacicin en· la ti:~·;Í!?C:t·ípciüll es :ia•-causs' 
·.:.. ,,-_'· -·. 

del inct·Ecnento en los niveles de ARNm, enc6~tt-ánd6s~-· '"cii~e-1·-'Brite·s : __ €-FSc:t.01:.es 

intncelula1··es que la influyen <AMPc <2,3l, ca++ <23l,diaduglicE1_·aL<6{83l opa1· 
-· - ,· - .: <" - • ' •• ~: - ' 

activacicin de 1'"eceptot'"es de tirosi nci nasa <73l) ·• En .estos casó~ parece _se1_· que 

factot""es t,-anscripcionales son los responsables di1·:ectc:is- de ~ :··~\~~ri'~·;:. ~e i ~-te= ta 
,-,·;-·· 

(32,66, 12!' 164). 
~· -_: :· ', ~:._;_~') ·- --:~ '· -
; .~' ~-·· . \o:f 

En , .. esumen existen evidencias que est.3.blec:en mecan1s~i~4s,:_:~ ~~-~$~\~~1:~~ht.o entr-e 
""··:.'' 

la biosintesis y la 1 ibe1-ación, tanto _.i.!..n,__,,v'-'i-""'""º ·coino l·lí-~~-~v1·t~·b:~:9¡r{·-- ernbai··ga.·-:--1a· 

realizarse so~~~e ) ,JiJti;B~t:ed: pé.ntbs · puede m.:idulac1on en la biosintesis 

que cada uno de los eventos es susceptible de contr-ol. Pa1·a_ el c.;1so de pt·ec:u1·so,.es 

peptídicos se han demost1·ado regulaciones del pt·ocesamiento coma_ en· el caso de 

Gastr-ina, en el cual es: posible apt·eciar acumulación del p.-ecut·sor- c.lLJ.r·ante la 

ontogenia (!'17) y, en el caso particular de la proopiomelanoco1·tina, ·se_ encuent!-.:. 

un procesamiento dife1·encial que origina di-ferentes péptidos en dos_ tipos celular·e,s 

OóbLtlo antei-io1· y lóbulo intermedio) con una di-ferencia notable en la;;' 'níecanismos 
:~:, ·.,,;'.·:;· 

0'\c,·-:c:, 

regLtlan su e;.{pt""esión (3,28,102). Así mismo, se han · desct"i.to evr;,ntos 

,·egulatonos sobt"e Ca1·boxipeptidasa B <152l y, para_el c-a~g ~;'.Lil'!i~!'.~gtc~]j_l:'CJ_Li_cin_ 0 
monoo:<igemsa •>--amidasa <PAMl, es -factible encontrar nivele-;;- ':lc;;,;';:~~d-i;~d~d.' qui:i 

-:,:{:\:~:~'- -:-<;?·:, -; -~ .' 
con-elacionan con Jos niveles de di-ferentes péptidos CEndcir-fina,·':::¡TRH.>,i'.con::-10 que 

\:· :. '.~~~-~~'.r,,:,-:·}<:~· ·:;-_'.:::r~ .. -: ,_ .. ~-- __ _ . < 
se podría especular la posible modulación de dicha actividad C42);.No-oostanfe a lo 

"~;, -

anterior-, los mecanismos moleculat·es que podrían estar i nvo lucl' ádos. sori pobr'einente 
.-... _, '.:- .... > _,' :':_· -

compr-endidos y se desconoce el mecanismo exacto de como se r·e.:::.l iza ·Su ·rr1odt.1la'C.:ién. 



IV EL CRLJSTACEO COMO MODELODEESTUDIO. 

A> EL SIST81A NEUROENDOCRINO-DE-CRIJSTACEOS. 

El mavo1-- númer-o de eí=ecto1·es car·actevizados e1i··1os é'.rúSt;itc~os'~o11:sec:t .. et.:i6.~= 
'·:-;e·-. 

nor células de ot"igen neur-al C7>; sin emban;io, ··ba'j6' ''el · conü·ot :_de escas 

sec1-eciones nawoendció-inas es posible enconti-a1· órganos< 1Úp/~C>s>-cÍe;iip~ eridóC.;ino 
"• .·. · ·"·y,'.·- ..... ,-.. • ·· 

<45>. Las glándulas endácdnas de tipo epitelial comú~r'it~é'! ..-!ncon~1~adas ·,.m los 

c1•ust:aceos son: el ó1·gano "Y", el cual p..-oduce la hor-manad~ :fa ~hdi; ia glanclula 

COII\O el desan·ollo de las caracte1,..isticas sexuales _ ~ec¿~~~a~~~ i _~~:~~:- '.-:~:L -;·ova1·· 1 o, 
':: "'~ 

nr-oduct.ar de las ho1-·rnonas que cont.-olan la 

secunda1·· i os -Femeninos y -finalmente el 

pr·ocluccion de la l1m·mona juvenil. 

El sistema neun""JendC et· i no de 

• ~·r ·.: :~': ;' 

El órr;a110 postcomisu.-al, es una agr-upación de tet-·mi na les. ner:v~fosas~~~~, c·fí?~·v ras 
:" ~-·•'; -~r -

postcom1su1·a1es> las cuales están en contacto' con la hemoli;,-fa, ~oi1E;.titü'/~1"1do así 
-.-.-_,-! 

un ór-gano nel.lt'Ohecpa.l, dichos ner·vios cut·san pot· la comisLwa r;o~~é·~~fác;j'iCa, 

estr·L1ctur·a que pone en contacto las terminaciones circumeso-fagicas .. Es~~:-',f~cia11o es 
,-.. ·. ·,·_. ·' . 

de los menos caracterizadas, no obstante, se han identi-ficado en él h~:?nlt;i~::is~-éi1JG 

p.-esentan actividad en el contr-ol de la dispersión de pigmentos <27>. 

El 61·gano pericá.-dico, es una estructur-a localizada en la cavidad>,¡<e.r6sa, del' 

pericai-dio, a pa»ti.- de la cual se l1a demosti-ado la l ibe1-acian de compuestos 

c:a1·dioestimuladar-es, tanto amin.:.:ts biógenas come péptidos (:?7 ,~.6). Las· te1·ininalas 

que con-Forman esta est1--uctu1"a pYovienen de los ner·vias segmentat·ios, loa cuales se 

01 ... igin.;in en los ganglios tar·ácicos; estos net·vios, además de Pvopor·ciana1·· L:ts 

tet·minales neuY'osec1·eto1'"as, pl'·opor-cionan tambien t'"arnas sensor·iales 'l motar·as al 

t.ór-a>< ·y cot- ... :i.::on. La distt""ibucion anatómica de este or·gar:o e~.; muy var·l·ada, t.anta 
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entt·e ó1·denes de crustáceos como de11trp d~ e!lo~ mi.~~io~. i;::n Pt'ocambarus, el ói~g;mo 

pericárdico ;.ipa.-ece como tt·oncos interconecto~es coYtos, .les cu~les estan 

locali=ados en la vena b1·aquioc.a1-diaca venfroiate1•áimente al'. mioca1·dio. 

Aparentemente lon nervias segme11tarios to..-ácicos 3'-7 cont'r)bL;Y71{.'1 fa 

las te~·minales en dichos tYoncos, aunque 'se han"d~~:~.t~~-to '.:-::?:~~:'-~~l:;;·~:.:::· \¿.~~~~·~-~-ices 

provenientes ele los nervios segmentarios subesoi'ági co~, J;:hr~Íi.v~~cÚ•~JÚJ~tur:a l 
en ia consti tc.ci ón d2 este ó1·gano no se ha estal:Ílecf¿;;c~·g~f;f~igj8~\~~C cuen:ios 

neummles plenamente demostrados que le envían a><anes, s~:~,',~J~.n~t:r.~·0r:~-;~~lulas a 
,:.-.--.. :;--::-,:" :-,. ;/~-::;_::.:. 

y e (local izadas en la región do1-sal y ven ti' al' /~.1 'f,;~~~h?í'1h'!.t91 ·ác i ca 
respectivamente); célL<las de la 1·aiz <local izadas en la· p1·fl\'lei''fi\t:l.if'~r~i:.:;i'6r1 los 

ne1·vios segmentat'ios to1··ácicosl;. células A (localizadas éri.i(·~~qgÚo~6misLwal) 
así como células intrínsecas del mismo órgano. Estudios ¡je mir.!~'os'c:ap'ía. ei~'ci:i.·óni~¿¡ 

han dernóst1··ado la presencia de diversos tipos ·de t:erminales ate11di1:í'i"i::i .a las 

ca~·acte~· .. isticas de las vesículas de secYeción que contienen l27>. -Ba_J~ es_te _,pUnto 

de vista l1a sido posible identi-ficar hasta 7 dii'e..-entes tipos de te1-nü1·.ales, ei1 las 

cuales se han identii'icado algunos ei'ectores~ como Dctopamina <lOOl, Sm·otonina 

(l()OJ, Pr-octolina (168>, P.éptido Cat·dioactivo de Crustáceos <PCACl (36,169), así 

como un péptido que muestra inrnunoreacción a la FMRF-amida <ll6l. Este último en 

algunas especies de crustáceos se lia sugerido como i'o1·mas extendidas del péptido 

RF-r:3.mida, comúrvnente encantr-adas en insectos C97>. La mayo1··ia de estas e-fectc1t·es 

p1--esenta una actividad cat-oioestirnu.ladot·a, sin embaYgo. en lo que: r·especta a los---2 -

últimos efectrn·es se h.:;n detectado en múltiples neuronas del SN de c1··ustaceos 

<36, l ló), en el cuai pod1··ían esta1· -Funcionando coma 

neut-ofnoduladorT!S. El ár-gano neuYoenddcr-íno de mayoY impor·tancia en los- crustá~~as' 

es sin duda alguna el complejo ó1·gano X-glándula sinusal <27, 'ISl iFig.'i4J. Su 

actividad se t'elaciona con la libe..-áción de honi10nas peptídicas a la r.érr.:l{(nfa~, las 
.. ·· ",'• ' 

cuales modular. determinada condición -fisiológica a ti·avés de ó1·g;i.no.s_~ndóc1·inos o 



di.-ectamente scib•·e las células blanco ilivolui::,.-~_das. <45); i:;"'.te si¡;,tema·· gua..-_da c1e_1·t,, 

si mi 1 i tud con las r1ELt>-onas hipotal~~i-cai encmaníí-Feros,·>en)las~cual.35 165 efectc.i1-es 

neLwaendóc.-inos controlan la sec.-eció.n hipoflsi~ria( L~sl;o,'.~oná~ li~eradas pci1· J.;, 
'-~_::·,,, .. _'--~,:~·, r. . . ' ~'. .· 

sinusal' están involucradas en ~.n g;'an n'.ime..:o dei'eJéi(;tci§'.. ci;Jrir:•.:? de e! los 

,·. <·. ',' 
modulación ce! g1-ado dispersión de pigmentos, la .-egulación cel metaboÜsmo de les 

ca1-bohid1·atos y de los l ipi dos <45). Así mismo, es impo1--tante d~stacá1"c que álgc1nos 
: .. -., -.. ' ,-. 

ce estos procesos reciben in-fluencia en su l iberació11 a tt'.aVés .. dé· c:ambios 
:',_: ... j ·-, ·. 

ambientales <9, 107, 149). Las -funciones que se ven ;·eguladas ·¡:io1:·· ·este tipo de· 

mecanismo incluven: la r·equlación de la concentr·ación de 9."~ufO-S_~_'-· _«45>-, l..:.!\ 
- " . . ·.. ~--:-:.,-

ca11ce11t1 .. ac i 6 n idnica y osmótica <45); la adaptaciO_~,--_~;(~_a·;~Jú~~~--~/·:~i~~ ,:'.~9lo,i·:_~d~--Fondo 
,_ 

t9~L~5,l49>; y tal ve:: al mantenimiento del r-itmo_~ci~Cádléo~Y~~-1qCo11a·tar".>.c,~5).-.f'1ucn.;5 

de extií'Pación 

ct·ustáceos en 

Postet·ior-ment.e 

y administ.-ación de 

donde se encuentt'a 

ext.-actos del talló 2~~1~~ ({~gión ci~l. • SN de 

el complejo ó1'ga11S' )i~glilndula sínüs.31> 

se t'eal izó el aislamiento;· ca1·.'lcte•·izacióri. El:· identf-Fú::;cion 

bioquímica del e-Fectm· iRvolucrado <27,45). /\b obstante, al guros ~:;2f~:.;;; del 

Es posible visual iza1- a la glándula sinusal co:no una 

. ''··-·· .,., ·,-:-.,:-, ·- .. 

. ->~~_:{ ·.~~~:- "«'''" •" _.,· 

esfructura b~:~~qs~¿í~ .· 

tallo acula.- no han sido ca,·acte.-izados totalmente C45l. 

;;.i•!-

il'idicente en la supe•·flcie del ganglio óptico en el lado dorsal ó'··do,;s1JL.'l'i:e1:l;¡¡1, a 

nivel de la meduia inter-na o exteY-na. Se encuentt··a irmeaiat.30e~~~.·-~e~~~-~·~ oe una 
-;-.· - - -·". ' ' ~ 

placa de tejido cor.ectivo esponjoso y en algunos casos, bajo 11Js músculós'asociados 

con el movimiento del tal Jo ocula1·. Se encuentt-a constituída 

ne.-viosas que muestt·¡m un contacto impm·tante con la hemol in-f;;. 

poi· t~v~d~~~iones 
Estas -f~~mínale~ 

pr-ovienen en un 90 'l. del ót"gano X Cag.-upación neu1·onal localizada 

pn)xifr.a venti~a1 dfJ la médula tet~rninal), en donde depent!iendo de·· la espt~cie, es 

p.:Jsible encor.trc..1· de 100 a 25(1 cue~'pos neui--onales. 

1 

1 



,35 

A a 

FIG. 4l Al Localización ·de los dit'et•entes ó1•ganos endócl"'inos y neu1,.oendocnnos 

del Fr-ocambarLts. 8) Localización del complejo ót·gano X-glándula sinusal. 
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neuronas e1J pm111edici. 
·,: > ·' ·, .'"- ; :_:·,.-. ',_, . : 

En Pr·ocamb.:lrus se 120 (27L · ·Estudios 

ul traestn;cturales de. lá glándula sihú~ál han evi°'"1i~1a&r\~., ,;;c~~,;-i;:;¡~ de;' una 

v;wiedad d6 g•·anulos de neLl>·b~e~~eción, '1<!.s diales ciei)i=ncj'íery~o ~e, l~ eS¡Jecle; pueden 

ser de 2 - ~ a I clases clisÚ;,ta.~· <27> •. Algunos. estuct{C:,5 de Mi.~r:~~c:6~;~. ~poy·a¡; .• <~d.nbios 
l"elacionados con algÚna condición e1 ~; ~ric1.:~f11Ento ·~o: :_oesc.:ávga de 

gr-anulos de la te1·minal <38, 137>. Esta clasiflcaétón .. apova la pasfbiiidao ce 

encontt·at~ más de un peptido en los di-fe..-entes tipos de-tet··¡11ic1a1es, pu~stó.q.Úe ei 

núme.-o de actividades desc1·itas lo sobrepasa. Los eFei:tot'es r-eptidiccis· .libr.;»·ac.Jos .,, 

pa,.tfr· de la glandula sirusal completamente identiflcados ·en ia ~•chí¿.J id5d, 

que p1~esentan e-Fecto 

Concentrado1·a de Pigmento y la Honnona Oispe>·sora de Pigmento);'' 

La Horn10na Hipe1·gl icémica de Ct·ustáceo <HHC> es un eFecto1- de origen peptídico 

<79), qüe como su nombre lo ir1dica produce 
;-<~::<-.:·~{'. <·:~, _:_,-~-- _· 

un incremento ene la'·c6nce·nt,~at~ion":dE' 

glucosa en hemolin-Fa <45l. Esta ho1•mo1;a pa1·ece pe.-tenece>- a una Familia'de pépticbs 

reLacionados <68>, en la cual se podda incluir-, tal ve<?, a ia Ho,:n;¿,n.,;·:.l~l~ibido>"a 

de la Muda (l8bl,. asi cómo a diFet•entes 

p1·esemtes en la misma especie <85l. La 

especírica <137), lo cual pat·ece debet•se a 

péptidos con act i vi d~ ci:.1~i p~;:9 Ír~eJ11 i ca 

actividad 
- .. ;:_;';·":~ ;: ,·· .'--- -· -

hiperglicénúf~(es especie. 
.::t~·~--·. 

apt'ec1<>1Jles po,- variaciones del volumen de elucián en colwnnas 

así como poi· di-i'e1·ente patvón de con·imiento en geles de ac1•i ~-~"'L~ª·.~~ .l~c_±i:'._<1,cción~ 
eh.1icia (85:. Un data a favot"" de múltiples ro1,.mas de esta hor-mon:i en 1-:l misma 

especie es el 1·epo1·tado prn· Stuenkel ( l 73l; este auto1· empleando expe>~i;11entos de 

pulso y r:aza, logr·ó identiFicar mtil tiples Formas del precu1··srn· de la t+IC, asi cc-.ro 

dernostl"at· la p>"esenc1a de un péptido de Funciones desconocidas· 01·esente en" .el 

pl"ecursor <Peptido Hl. Esto último -Fue compt'"obado con la 1·ecien-ce clo1i..,.ción ce ACNc 

oe la HriC en Carcinus maenas ( 188), a pa1·tir del cu.al se dedujo i'a secctencl.a ~l 
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p1•ecursor- de la Hl:iC demosfrándo' ·ra:pr-ésenciá . adicional, ''de'u1i ·pept:id6 l lamáa.:; 

peptido e <Péptido H de Stuknk!;in ,e l~~ ci.i~ie~ 'coincid~n ~bi~ los pe~Cis espe1·ac..x;. La 
_.. . ::, ._·. (:~·,·._. <··:' .. _;. ·:.: .. "· '-.-·:::·.··>.:''~ -·:.': .. -

pt·esenta un compm·taoúento Cir,các:Hco en su. libei-aciÓn ':con-la~ consigu.iEmte 
. . . . 

fluctuación de la coné:entr-ación de glucosa C7!l 1 pre~ent:Oncb, ~n.in~r-em~n~l -nocturTc; 

en su concenuación, cuya ci.wación var-ía dependiendo '.de· f:O{ ~~~e¿i~ . .iiA.ali::oada. La 
;, ...... - . 

concent1·ación de glucosa pnasenta .fluctuaciones bajO o~~cif;p;~e; ~~ncll~]~n~s co~o 
son la rruda y las estaciones . la .~¿~e ·1~~;¿~ Sn:61úc;•·ar at.-os 

liberación de la ~~-E~·tci·~i~~: i~~t·~~:~-¡{~·~¡~ .. ~'.~-~rC~s han 

del año C76, 77>, 

-;:.3ctcl'"es en el control de la 
• :·._._ : :r-: .'~. ¡_;:_ .~ • ~ 

demo=.tsado la p1·es2ncia de esta honoona solo en· ~:f:.·_~J~-:~Ó~·~~¿- -~.:~::- ;.\1J:a.i:·:;'~~-~s.~ l°~)~1ay un:; 
.:,:_'- ".:- •)"-" 

coloca! ización con la Hot"11'0na Inhibidoo··a de -la' l".Jé!~)i37.i .'. l> >· . ·· ,· .. , 
r;•f .-.;r:·;;· • :i,':'~ ~:~ .'' 

··IJ01:nio¡,a;~pe¡:lf; a~:c<, La H:ir"mona lnhibid.::.t·a de la MUda·.· CHIM> es .. .-unii 
-1-0,"-:.~' -.- ·-::_-;-'.- .~-~ 

t.et-mosens i ble~, con un t.amar:o ~1¡Jr0x irrid.dó.- -de; -~6~~.,-~~1~4~~-KliºO~dál tb~t;-~-t~_\(-~~qét~{~~:{¡--' p;.,.,;é-¿er· -r.c 
'.':.'_:_.c.'.\_'., 

es espé:c:ie especi-fica <2_?,45t1~7>. bri:~·~i·~¡·~~~rt~~~.: s010··:.- se: le, .at1 .. 1L1t.1!a c'Jma 

activi-dad ia de dis01inui1· la sect'eción cie"1á·1~o~~aná ~~~~l~,{,"~¿ <eicdisánal 1:ícw el 

•(19). 

._ . .-._, ,,:.> 

ó1·garY.J-Y <:7>. No obstante, F_r-eeman et al han p.-o;ót·~i~~ada ev°iden~hs' de.un ei'ecto 
:>-· ;1:-' 

·ecdisona a nivet.:de··1as:.·célúla,s.i?p_i~~r.1ic,'ls dir·ecto de la HIM sobt'"e la antagónico 
-~ : .. . ·.:· . <~; ' 

sobr-e el e.feÍ:tc:J ~ú~ p1'es~~t~~ la H!l1 (46). Rec i ent ement.e acumulado datos 

vealizando estudios de inco1·pol""ación de 

en el ól'"gano. y';~c1&;i};~~i:J·\~;:i2c;':1ales, 
--~ - ·~ / :"};- ·'°-~;---_':h :.=;_¿~, 

uvidi na, tinli ~i-·6a·~-~t;~:.~· 1~Ll'.6J;~~~:,\~\~-i··f·~:~-~~~' ·se 

sabr-e la pt'"Ot..1uccion de ecdieste1 .. oides 

,_,_., .. ,,_- --·· .. 

ha podido apoya1', como posible mecanismo de acción de ia .HIM; una :'dism-i:iic_;¡::fán 211 la 
_,., "> :· .. :: ·- '.}:'.,;": :·:. - .·, 

tl'"aducción, evento qcte se encu.ento·a mediado por- un inc1·emento~ge~-·A1'1~Sd}l6:~JQ6),_ 

p1-esentándose ademas un efecto l'"egctladcl'" antagónicc:i pot' calcio y caln16~lir:a' Ú lOl, 

pa1•a el cual se ha demosto·ado la int.el'"vención de una -Fos.fodieste1·asa delp;;?;icüe!"te de 

ul1a pYoteincinas_'.a 
< ·,)-_:,-::.,~:','.·~»:::,>·' .. : 

Asi mismo, se ha identi.ficado cal1rodul ina <110>. 

e-Fecto regulato.-io positivo sab1·e la síntesis de ecdieste1·oides, Tcí'.cual .'ií1tr;ement:a 

la síntesis de p~·oteína sin afect.3r- la síntesis de ARN y, 
~ :·:.~---- --", :'.:'; '.': ;, 

1 ... elacionad:i con la vía que 1·eCJula la -f'os-Fodiester-asa antes mencibr;ao,'.)illil: En¡~, 
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que rnspecta a la ·liberación .de. ,:la HIM,;;e~tudÍ.os :yfa~macolCÍ~íc;~.ha1}. apoyaoo ia 

eependencia a 5-hidt-oxi l:t-ipt~ira C45l; la q~1~ a''~u ~~~·~; '¡St,~;lbli~,:,~ se ani:üent1·e 
; ::' :· .-~:L': ~' '>> .. 

Cürf1:;j mediadot~a en. 1a·-_:ri?oulacióÍl. da~>~'iá·:_:¡ i-CJe1~ac1611~; d,i~)'a.· .. tlfi••( ;P.9:1~:~: :::~·~\·~~e?~".' ( 1"~7) ª 0tl~O$ 

factor-es arnbierítales ~:¡a-~Ü~d~n i'gFtclik~~JJ~ 'efg~·{j~~~;i~~~'ts~kf_eú;{ci~q~~;:im1a y 1;1. 

temperatu1·a Ú06f, 
- ;:'.-i~~;~ ;:[ii:·"·. <'~.~ -~~.-:!~{-,~;\'~,:~;_·:~5~:'X~- ;.,--.;<:-·. -.-:;· :,_~ .. <:; :-~~;_, 1 

. ' • ·~·.', .:·~~ ... ; • ~eft~¡~·· .f.';~)Ú;/c -2.{~·:..: .,. " ''.'•, . 
-~;~:;',. ·_ 

7::.J.:f· :;;;::h- :~[N·:::·:.~~d~': ·'· .+: ,;;.,.~~::. ~·::r~·, ~'. --~~-:~.): -_.:·'.:-,-...... '·. :,·· 'f'• 
• '· .. ··":'.«··' 

Basándose en r·e~"ul tadci~ '{¡2{iS·t~i&· -:~~:>l&~ :_ qq~ :~:~;:' .~; .. ;oott.~~t· i ,~:nunciYetict l ·'Ji ü~i:J u 

en i nvertebt'.~2ici~;f:. ,{~9;
2

~'{ ~e c;Sr1b1~: >,;el~ ~·a~op1·es 1 na. 

y oci tocina la~ d"i11l~'. ·~~~n~t,izan el! efecto el~•· !~ ' fj!M 1 l08). lo q1.:e vasotocina 

¡:odido secuenciai-· un peptiCc c~n actividad inhibitor·ia sobr·8 la. rnuda ,en la tanqo;;L.=a 

Hcrna:·us dfllel"ÍC.:3111..lS C'.:'.t))' CLlYO tamaño es de 71 aminoac:idoS e1· Ccial ·p.·ese6i:.d;··-.3aemaS. 

una actividad hipet·gl icemica 1 lo que se encuentl"a t;;.E!spaidddo en r.l g~·-an-_hciinologl:u 

QLte p1·esenta con la HH'.: de C..1rcinus 1""1.:1erias <79). La sec:u!?ncia_· de. la Hll"l .en L-:'drcir!f . ..!5 

p1-ese11ta actividad hipe1·gl icémica, y la homología con la antei'ior ·es 'escasa 'a nivel 
. . '· ., 

de secuencia pt'"imaYia, sin embat"go, la. HHC de esta misma espei:i~.;: .. sJ~ p~~en~a una. 

actividad sobn? la síntesif; de ecdieste..-oides in vitr.:i a pesarde;·~LL§'iij~'j1oinologia 
<25'l.l con la HIM <20). Estos l'"esultados dejan entYeveY una gt~an;

0

;~;;~·~f~JÍ'd3d"e11 c::l 
~:L-=- ~;-;: 

• '·' + •• ._::-'.:;,\· :·~.: ?~-:. 

peptidos que p,·esenta esta actividad bivalente (21), lo que ap6ya;;¡c;,:j·á re>:istetir:i.J 
:~~ -::~' ' ~;:;;-; 

Esludios inmunoci toquí1n1cos paY-a la HIM han demostrado la ~1-~~e~1~ia .da c1.lerpcs 
.,._. '. ' -·~. . 

en el 01··gano X, no encontt .. ando i nmunon'"eacti vi dad ·~11 :.:~(í~~~';.~a'. 91:.t.7~/pat-·.te .. neur·onales 

Ne1·vioso Central <37, 187l. Los cuet"pos neur·611ates '~e\;::e~c[.;¿•1tra 
-' '· ·•.. :-~:. ·~:.--: ,. 

del Sistema. 

colocados encontl'"ándose entreme~'-bíádOS_:.:~¿fi 'los :de 
•//~_·,:· ·.;>O;f, '\;·. i - . 

pe1··i-fe1·icarrente en el órgano-X, 

la H-iC. Estos úl !:.irros en m3yot .. n.Jme1,.o con una t'"'elación de 2: 1 •. :[aS-'.~áXonES :c.i~ ··'dicto::\5 
:, :'.-.,. .- ;~~·- -··::¿-· ,. . -.· .. ,' 

nivel de la glándula sinC.:~~1}: 1Úga1· ero neut·onas te1·mina11 en -finas bi-F1..1t-·caciones a 

' - --~~;-: - ··/~ 
- ·--,-
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el cual es evidente la abundancia -de 'ias ·termina.les de 1-a HHC. 

B> srsTEMA PIGMaJTARIO oc CF\ÚSTACEoo 

clases de c:elulas que contienen pigmentos <27 ¡45, 129); iEri Íos cf.:ustace:Ss se. 
, ' .- - -.~ •. -

presentan dos tipos celulares que los contienen que involué:Vim:a Jos ·locali:::ados ·en 

ld hipoC:e»mi:; <c1·-onató-fot"osl, mient1-as que las ot1:as · ·C:élul~¡;- encuent1--. .:ir' 
.','., ~-~·" _ .. -· ·' 

locali::adas en el ojo <59) ~ Los c1~omatci·Fo1~as propiamente di~l-Í~S~-. p¡·~ese~tdn gl"áni..LlÍJs 

c~n los cu.ala-:.¡ se encu8ntt·ari pigmentos de 

asigna con el nombl'e del colo1- p1·esent.e 

vat"iada tonal i~ad, ~Clmd1-w.erite se les 

en sus grá1.:.,jios, :;~>~istie11do asi: 
'"·'-\o;o; .,,;._,'._. · -· 

er- i tt" óf'or-as, me la.11óf'a1~as, leucó·FoY"o5, xantó-Frn-os etc. El .tlúinEit·o. df~·t-~'i.bución. de 

las d1Tet .. entea c~·om:;.tó-fot·os v.;u·ía en cada especie, pudien_dD· ~-~:~,1~0.qtÍ~.~-~~~~~_de~·q.e· W5 

tiast:.:1 4 o· mas ar .. r·eqlados en pa.tr-or.es complejos (59, 7?~ >-. ·, ~~~;{ :";-_::.~:: ··-" ~~-· 

Los-.c1·omatd-fc;rns muest:-¿¡n 1·ápidos cambios en la disb:;'ltf~~ió1~j~.~ Sl~~ gí'anuios 
, ; . -~ -~; .. -:' 

de pign12ntm:;, con la consiguiente modi-Ficación de su int~'i'i~i.¡j;¡d_t~r.iai)ir\tL<tz9> !en 

la medida que los gránulos se concentran 'en el . ce~~¡,o·~·f¡_,,~l·~:'\:'éftí1~. 'los 
.·;::· '.,<·; :,:\>· "' .-·-<-

CY'OTBtoTo~·os se hacf?n men~ evidentes contl"ibuyerick>~~·nbf:CJ_·:/:f:- ·~~t:tf:~:·~¡~:~o'.t"-:lt::.i·óii c.,..;l 

anirn.;i. si t.uación contt-.;1·ia cuando se dispe1-san>. V~~ib~;~'l$W~6·¡,~~ ~~~i~ntales 
a-Fectan el t;wada de disper-sión de los pigmentos,· entt·e_: 'ef109·:·er1ó:lf.ít1 .. af,1os .·a-- los 

cambios de tempe1·atu.-a, luz y el estrés 159, 129l. Así mism0,.::~~"posi,tlle i:é:Jent.i-Fica1· 

ciclas circádicos de la dispersión en muchas especies (9>45.>.C:.>LÓs n~.:ivrtnient:os 

pigmentat·io:; no se encuent1·an cont1~olados sinapticamente, 
oo<o-'c--·--o=-

" 

g1···~do de dispe,·sión c:le los gt·ánulas se encuentran controL'1&.;s·- poi-· niveles 
'.' ' 

l'1on11ona.ies y en parte pov una respuesta dü·ecta de loS ct-6ni.3.t6-Fa1~os -a . .- .. .. ' ' 

ambientales tales coma la luz o la tempe1-atu.-a ( 137). La 1rei3t:iva·_ ~91":"lt~·ft~~.i:::1on ',je 

los -factoves honnonales o ambientales al 91-ado de disper-sion,21;conb;ádo~ en·'1os 



4(J 

Lili meJot· co~ci-·m1E3rÍfQ. ,,~~e e, f~i{ -f·aCtQi-:éS: fJ5ic?.Í. óg··~CQ~ ,qu~~' ;,~oÍ1.tt:ol~n~·:-iQs ·_pi g~~nt:os 
; -~'/ 

con 

del ofo (9,59). 
·~¿-·}~ 

-, '~--~ ~ / .··::."·:\· >:·"~\ .::::-~_> ~:':::~~~-~ :\~> . _'.'''."- _:_ -:> ·. -" 
En e.l OJO CO!nput?stó de? -i~s -~-r-Ltst.ic:éoS:se::'PUe~d~ ·ei1~t'lhQJii; en -Fa1:..mo.'~sím¡)!''l-fl.'•=~~·ia 

T .:• , .. ~,.-·,:·---- , ··.,:' '" ', '; "· ,-, :,~, ¡;;-::' ' < -•' • 'O _, 

3 U pos de pigmentos (59). El pigmento p~·oxima(e~ 3~C:ci~cli~~)i~ P!Iio~i- ~anta! ia ae 
,.;:-··-·~· . . ¡' -

pigmento pa.1·a contener· e1 e:-!ceso de luz, se eno_uantt-:a~;-~¡í/1'.~~f;t~Ü.ii·a~ ... ~t?.i:.fhian3::.; el 
,r:, _,,•,\;;. ;:i·-', 

casi exclusi\;·,a~~ht~\-b¿hci_ -~1a' 1:.-espLlesta· a l:i 
J¿~:. ~:;·:· .... 

de su c:!ispeYsi on se encuentt·a 

encL1entt·a ae 

-~.:. ~: . ; -:._ .. -· - _. ' . ·- . - ,• 

pi gmanto es el pigmento 1·eflejonte. e 1 cual 1·~~~~r:ide··~::~ tá~~~~· ·:,~~-:~ .. ~:ff'l~.~'i :~¿¡·~~{On ·¡ 
.e_:,_-_'-:: -~'{Í, , f-· .•'; '". ' : : '·''' 

ha~·manas, local l zandase este último en di·Ferente~~.~ fi'JJO~~ f~Yd1~~:é~~~- }~":.:~>tr1~1~:ts ive 
~: _:.; ' --·¡ 

coe~~istiend::J con 

simi la.- al enco.1t.-ada en Jos leucóforns, los <::~tales ~'on i--eJ.~f~~~;!~ÁE~:;i11s~i1si¿fos a. 

- se1~i3ih1:t a :~la .;.,iJz . · · La -las l1ot·f¡i(:,ñas eTectot-as pigmentat" ias y divectarnente 

or-ganización 

-c._;;.-. 

- _,,.~ ··.o:. -'-~i:t--';~~:-:· 

va1~i-~r-·.·;. :¡.; e·d- -:~~:i:~í~\,~J~dáo 

~~-· p~osibl~ }endon~tai'Ías 
los pigmentos antes descl"""itos puede 

dependitmdo de la especie de cn..1stáceo estudiada. Así 
---·- --':•_· 

ausentes en algunos ·L1r·g.-Jni~s o bien identi-Fica.-· un rna;1or- n:Jñ~;~~~:.:~ ·::.·~~é1 Lt.~i'.~~·:· 

¡Jigmentadas C74). En cang1·ejos, dependiendo de lü especie, es .:~6~~fb1:t· d;{~~ta1· -
hasta 6 di-Fer"ent.es tipos celular-es C59). Las pigmentos c.'!\nte~ ~ .d~~~:~;;{~~~$º~\~{ii\~~;d~n .. , 

encuentt·an r-epr·esentadüs por- omoct·omos y car-otenoides; los pr)mEr_oS-:.:~'b·;::·:_~;~-~~~-i:~,;J."dcis 

del aminoácido ti-iptó-fano, el cual su·fre t1·ans·Fo1·maciones enlos·,',~elJs;~1~~~s' pái·a·· 

ia oroatina y omina; los carotenoides no pueden 

animales, siendo obtenidos de las plantas a t>·aves de la cadena alímei~'tlc"ia/;:En· los. 

cruztacGCJs la combinación con p1··oteínas causa ui; c.:imbío de· su· \~~;..,.;;Y{~~'d._que v,_, 
. ·i;:~ 



desde el negr-o l1asta set· casf':: 'Í~coi,;n:l.J L6s, pigmerú::os'. r:eflej3ntes de crnsr.¿¡ceos 

consisten de una me::cla.dedifer:entes .·.pter:idi~r~)~de~alg~1m~;6ur111as. t':n1:1e los 

L1 l timas se ha desc1'° i 't0 fa: ·pt~E.senCi'~ -de - Pi gme~t9~: ,'~~~~-tb-S?~d-~:g~i.~f1})~~;:;,:~~ w1::,:; df;! l ·:Js 
'~~\ 

mayLi1"8S pigmento::; 1··a-Flejant.8s .. 'La ot·g1anizacid1~ ~;tt';~~~~;:b~t~D~:~~i :+~(:.~:·_ios: :·gr·.tinulofi 
~ ,., --'.~''':.· 

va1·ía dependiendo del tipo de pigmento que contiene. ·· Así:qios}·g~·ánc1los or11oc1·or1>0s 

pl"esE!ntan membrana siendo electroC.e11sos, mientras que 16~~:~1-Á~~,rd~·' -~L•e: conU '"~en 
car·o"t.eno1 des St? encuentt·an despr"ovistos de memb1--ana vat~iaRdo ~~·~¿ d~b~{dad .. ª los 

e 1 ectn::mes , finalmente los pigmentos r:ef'lejantes · pu~·oor1 f:-_:¿;~~~~~~~:t··; ;í:~mtw.:)n~ 

es posible tanto 

for:ma 

pigmerlt.os, r·¿;~~-íanl:es 

·,·. \ -~ 'i .·,. :: • 

cl"is r.a 1 J.,~:.'". ''Eiri ·y~~s an-eg 1 andase es-fet·ica o bien en 

pigme~tadas que coexistan de 

absot·ciór1, con ia cual se pet·mi t.e una mejor modulación de la s~11~j'!Jilrdad ·.a las 

de vioa. 
~· -~ '~--~ ·_;- ·, 

Lo~_pigmentos muestran una movilidad que pennite ad3ptan;e.¿¡las:C:i:illci1~lor,¡o-:; 

de i luminacian pt·esentes en Sl( medio, los movimientos que: ~e --:~·~i~,i~·~·,;-,_.~1~·: '.el __ OJO 

bajo dife,...entes condiciones de adaptación 'a la:'luz se esqueniati~;n•.e~Y1a.:f.rg:' 5·. 

Esta adaptación a la luz ' n~estra en Procambarus un cont1-ol. de¡Je1~df~:~fk ~d~ algt'.in 
;-·::· 

pigmentat'"ios y, que a su ve2 1 se le ha poc:li do demostt·ar n-odJ l~ci en"~ 1 : .• ·· .. 1-.eCi b i .-

estimulas luminosos (9). 
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FIG. 5) Omatidia del ojo de ct'ustáceo, mostt'ando su estt·uctu1·a gene•:al ·y la 

posición de los 3 maym·es pigmentos bajo di-fet'entes condiciones. L, ojo ,3daptad0 

a la luz; D, ojo adaptado a la oscu.-idad; E, ojo de un animal adaptado.a la 

oscul'"idad 45 minutos después de la inyección de extt'actos del tallo oculár' 8M. 

memb1·ana basal; C. cón;ea; DP, pigmento distal; PP, pi~1mento pt·oximal; RH, 

r·abdom; RP, pigmento t•eflejante. 



Cl HORNJNAS EFECTORAS .PIGMENTAR1P;S. 

En el pasada se ha discutido'n-dcho acel'ca del númer·o de las distint.as iloi·rnon¿.s 

que a-fecc.an a las células ·pigmentai·ias C 129). Con-fusión qu·e -F~te c1·eada poi· muctios 

-factor·es C75,S4 ,85, t4 l), sin embargo actualment~_, :-a~- menos· _·en ·Cümat'"ón.: , y ~CLir::i l. 

solo l1ay das honnonas·: u11a que causa la dispei'sión ·.de ·.:'iad •. .:L:1nátó.f~.-o:i y la 

ad<iptaciór, ojel ojo a la luz C 144), y otra que ~l'~du;c:~:'.,fa !i:ond~i1t~ar:i•'.on .~- in<.; 

crnrnatófo~os y posiblemente la adaptación a la o8~~i:J~icJ~d;~~ 'Z1,\:>JCJ c2sr.i p,jed.:;; 
-·;·,·.-' --:+~-~/- ,,,.,_"_ '·' -.' --

n~~pei::t_.a :.a 'e'.53"~a5 --'.·hO·~~r~ICJna::; _y 5u que Q)r istrJ.n ..... ariaciaries de especie en lo ·que. 

1-0RMJNA CONCENTRADORA DE PIG!'ENTO. 

Concentt· ádot ·a de Pigmento ( !-CP) de P .and.=11 us barea Ji s ( 1 :S.7 J • -_Es una hoi .. m~1'1..;; co11 un 

peso rncrleculai- ce l l)ó(I Daltones, la cual mue3tl'¿, bloqueados'ainbO:s e_:-:tr·amos (ei. 

am>r.a poi·· ácido pi i·Dglutámico y ei cal'boxi lo poi· amidacióii) :· ·:ta-··"fcp iJJ·esénta· u!13 

ho11ologí<l a la Ho,·mona Adipocinética ·cHAC> de lang~~t.a\iit;la ! > . S<? na 
·'._,:__.· 

codcin de Tt1I': CAéA> ;ooL;gei;i de H{;C naya postulado que aigur¡a mc1taqión puntc1al en el 

originaoo ur.o de A1'g ló'.\GA>, con el consigu.iente prni:esa~;e~~o: ;~:~;;odLlcc1d11 de ur. 

octapeptida amidaco en lc1g.;n· de u11 decapéptido <137). Estlidios 'fisi9logicos con H::P 

y HAC sintE>ticas han O'OSti'ado que la pr·imei'a pt"esenta e-fectos a.dlpcci1-.eticos en 

insectos, m1enrxas que HAC tiene actividad concent1,.ado1·a· de pigrnentc:is en cari'i31'fJrt 

( 120>. ~nb.as honnanas también tienen actividad l1ipen;Jl icemi'~'")" pet·o sus pu'1.:.~nc1.:..s 

var-ían con ia especie estL1diada: pm· ejemplo, en cangi-ejos la r.AG tiene actividad 

hipen;¡l icémica per-o no la HCP <67>, mientras en cucat"achas ambos pépti<Jéicr tiene 

actividad l1tp¡;.-gliceolica C67l, sin embar·go, HCP es la mas ¡iotente. ~íl i.a actuaUoad 

se ha podido secuencia.1 .... un gt·an nL:tmet"o de efectot·es peptídicos,:' taiico ·ei··, i ns~i:t.os 

como en ci·u.stáceas QlJe p1·ese.ntan este tipo de acti-..•idade::r: lo que l\a. pa1·r¡;i ti.:¡:i 



ag~upat·las en una gY-~_n -f~ri1iiJa, ___ <Tdbla_l),.:ti.~yas 'Car·actet·islicas sE· han ~de:5~1·1to 

con ante>"iol'idad cc.foit~Ío if!rt;'~§ ~_l}as la más i1;1pbf"ta1~te es la .::an?ni:ia C.? 
.;: ,· -.,:t- '.,: ·---~-~-- - ::.:.::- ·:_-:',~·:: .. ·, ~ 

t·esiauos ionizables lo cua1·::·;.:di~éi~UftÓ::":'i~·:;
1

j~-~~~~é:'i,'dn· ~-dé·.-_ant1c:ue·n:ios ~-27~f¡~;. Sin 
' ~,. ·"· )~~-: .. -, '' :-·,:·-· ~ ·.'.",. . . 

embür·qa, es 1·1ecesa1,. i o Coméntár·.·.: ·-t~·-·,_-.-:·-.~~~ i ~t~~iia·:;'¿j~ _·,,\~~3>7Ml8~b·t~~i-\- ~:. · ·es-t ;:i ; f.~·\~l i i ·1-~ 

::::~'.:":~."":::::º :€:~~~~~i~~~~llí~~:~{~:':0:~·:: 
.. ,. e-·:-··.,_;-,·;,_:~"_-.·; ·-·:;:;;·»;·. '• '': 0:~r-< ::- e-. :.~~--.. ~~~.-:·~··· 

aspá1·tico en la posicion .7 (Sofi:s6}; >E~tücii.C>~ c:!Éo• 8i~:a2tlvicti.d ¿,; ~~~i:Ji pE,pt idos 

derue7.tr.3n la impo1·tancia 'de.·. su•··. ~~~~Jc~ür~·· .· a~~lir. t~'1\. ,{~~\ ;%¿'¡~,icJ~112~· d8 

desplazamiento de 1 ipidos y de carbohid1-atos, quedando pendY~nt¡¡('ia ;~~sC..··\pcíón ce 

alguna actividad p>·opia a estas modi-flcaciones (156). 

En cor.tt·aste co1i 

•"- '-.~~~-.~ --·· ,;- ··- - < 

encont~·a,· una gi-·ari var·iedad ele actividades. En insectos, oeStOs·~·p~pti'doS: .-(p-1;·c1.il.lé:8n 

ff1ovi 1 i2a.ci on de l 1pidws, l1ipet·g1 icemia, e.fectos metabOl icos 1·e1áC_i.0~·3·~,~ _ ~q1Y~17-1··os 

cavi:.a1-1Llt··atCJs v C=:o\t'dioe~<ci ta.e ion <67>. í1ient1'"as que en cYUst¿,ced~:~>.:i~,-,-f·:;~f? ,¡J"c~(·.t~enr::i1..~~ 

p1-obablemente a un g1·upo de péptidos t-elacionados los cuales p1·e·~e6_tan'~:Uf1:~.'~: · má~:ipin 

efectividad U11 juego de células pigmentar i.r.s 

i nnunoci toquímicos de la 1'1CP han puesto en evidencia local i=aciones·. c~;/t~rnas· úl 

sistema órgano-X de la HCP, destacando su posible utilización como 11eu.-6tr:-'áris.ilisor 
··::c.<.··-·.i;- ·.i·::;-·--.· 

( 104 l. Un ejemplo de el lo es la modulación que pr·esenta sobrec el. t":itmS'i: de)as 
t-~ ,.,,, 

11 aletas" CswirM1er·et) C 165), evento que se c:ncLtentra conti ... olada ~c_Jt~ -.:::,~i~~~~~ú·~Q1·ta 

locali =aco a nivel del ganglio abdominal. Así mismo, se han · descicit;6' '::ot1~.;.s 

actividaces en las cuales algunos miembros de la +amilia HAC"'HCP~pfl~f;i1~:-Cestar---

involucrados como neu.-omodulado1·es que involuc1-an actividades 

C'l9), intestino C35l, músculo esquelético y otras new·onas (35) -

Esr.udias -fa1 .. macologicos 11an apoyado cla1 .. ament.e la t•elevancia'· de ~,1a·,,
1 

'dbPái11fria en 

la liber·ac1dn de la hor·mor.a concentr·ado~.;i de pigmento ( lLit), sin ~-~~-~~;~:Ja;:.'~:::., :t.5ílíbién 
,; ,··.:- . 

es libe,·ada pm· Met-ence+alin3 ·1 FMRFamida <89>, dato que ro.; sidc> 1·eievánte ª' 



de los c.-ustáceos i=stúdiao:Jci~:: c4~. 11"6) ; 
L "> .•.. L :>: 

La HCP prnsenta acÜvida:d.~obFe sus ~élulas e.fecto.:as·biintíio 

picornolas, lo que 1··efleJa ·;n ~arte "el gr.ádo ·ei~ ~fi~{da:d;~~~ ~u i'ekepfo,· <45.137l. 
- -: -· .- :e -, -- - - ,,º' • , ~,-·. ;. - -,_, ! _,-~--~- .· ,- ·,, -

La a-Fi n1da\j qL1e pt·esenta está hOrmona -par-a con su_·_, .. ~~~J~\6~:~:,\: est.:f- l'~~laci.~fr-¡,~rl.1 f.:Gn·· 1a 

p.-e?senc:1.;; cel t>·iptó-fano en la posición B; la pét'dida 'de· este· 1·esid.10 o d:c Los 

- .·... ·' 
ffiOdiTicaciones en su.s extt·et11os tanto amino como ca1--bo:-:i lo· modi-fi_can 9~ .... ár.aamer"it·:·:~ ~:iu 

actividad t"12ista casi desapa1·ece1~ (45). Poco se hél estudiadw-:ace1rc.a_del ¡ne.::ar .. ismw e:~ 

t1·ansduccicin de la señal, pero los datos que liay al r"especto apoy.¡¡h al. AMPc y C;." 

c.:Jtno segundos mensaje~~as, y en este última caso al parecer é.alc:'ió'·e;:tr<1celL.l.ar· 

(92>; el incn;ome11to ir1tt·acelula1'" de estos mensaje1 .. os a su.-_vez -~--p~~~-d~~"'\e;·~~ iz_~.~: los 

c.J.mbias pertinentes pa1-.a. el desplazamiento de los_ gt·ánlilo~, .:-p~i:·ef~( ló_~c-i~~l, p~.:!_(if.l 

uti 1 i ;::ar· se las i nte1·acciones que p1·esentan 

Sin emb.;.-~go, es posi ole postular ott'"DS inecanls1T10S pat-·a· ~"i- -,.~~~Jl~-~~'.ar1Úent.O e~ les 

gt·anulos en las celula.s pigrnentadas de ojo, los cuales- ir1Voll.i.ct··at--ian mo-..·i1nient.os 

a,111boides. 

HORMO\IA DISPERSORA DE PIGMENTO. 

l_a prirnet· ho1··mona dt~ este tipo aisluda en ct·ustéceos, f"ue lá·HDP u-~-~-ir:Jt·mona 

Adaptado1·a a la Luz de Panc"falus barealis, aislada pm· Fe,.lung Ct+4l. Este peptiCü es 

mas g1--andt2 que la HCP además de encentrarse pt .. e·sente en una 
_·._· .-•_;· --

'._. ______ -_-~'-------'-- ----
C27,45,137>; sin embaYgo, e:; muy inestable, debido a qL1e co1~ti-i?~1~8~;_aas·:¿reSiduos áe 

mecionina, lo cual padvía e><pl ica1- los di-fe.-entes picos de actlvid;i.d: ;·~c1··· posibles 

-fm·mas oxidadas <87J, mod1-ficaciones que pueden se.- toie1·adas sin pét•dioa · c001pleta 

de su act.ivic!ad. Esta it"est:abilidad hace di-Ficil deten11ina1 .. si i1av dl_stint;a's ;,.:11·cn.:.·1s 

.fisiológ1ca.s de este péptido~ sie11do esto imp1 .. obable, al menos en Pandalüs._ d¿biow 

a que todas los picos separados tienr::n el mismo espect.1·0 de ar:t:ivid.~des \l-l-4\. E1=5t.e 
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p1· imew pépüoo' aisládo se le designa .en la ii te1·atura actual co1>:> ·•--HDF'. Ltn 

o:-.:i:.acecapeptido dif'e1··ent:e al antet·ior en ó posici1:Jnes v designado como 11-HüP. i1.; 

sido ide11ti-ficacb corno la -fo1·ma mas al:x.lndante en los tallos ocuia1·es de los 

cangr·ejos Uc .. 3 pi.tqi lator (145)· y Cancer· magíster· <86>. Recienr.~m8':'te ·se- han .:úslado 

otros péptidos con est>uctur-.as similar·es e11 el camat-011· Penaeus -a~t&cus < 134} ~; en 
.. ·:'.. ,. 

el acoci 1 Proc..t1.t~lat:&l.J.. (112> los cuales pt-·esen~di:l_'.r¡1a.~_,~,- t1cmologi<:t. - ca11 '13 

fo1·ma beta, cuyas secuencias se muestr·a en la tabla. 2. 'A é::a.ltsa de .. J::a .5(.1sti túc1 l,)n da 

ácido glutámico pc1'" la gli•-:ina, 

son rn~s ácidas y eluyen en 

int.e1·ca;nbio catiónico (86, !34) _ 

·,·,. ·« .. 
la HDP de ~-y .. p¡ .. ~aca;iLfM.·:·i1s,~ ·¿¡si .. ,Ci:llliO ¡.::¡:··E.-HDP· 

',.,_ ,,·· ' .. : .. · 

volumen q.ie ::·1a -::«;~_;HDP en Ct'"omatogr-a·f-;a de 
::.'. .. "···::,'· ~ ~-(' 

Cuanc!o ~.e_ ~~~f?~~ª-~--~J-~.~ ·~Pet~~f ~)~s., _·d~.-".é l~~c1 i:lnt· --·~)-HOP 

no puede se1· detect;ida en exb"actos de. tal. Jos -c.c:itla1~Í=§· 1~1:0\;enie1;i:eÍs-de Uca.;c ~ 

-,· Prac.;c~~ y aún i:m E«~ndsi.lJ,.!Ja. siendo ·ldenti-Ffcacl.a la 11-·HDP carro la fonii;. mas 

abundante (144). En vista de que e>:tt·.actos de la cabeza de lnseci:os pt"f!Sentan 

activid6ii1 sooi--e la dispewsión de pigmentos de ~.¿, se aisl.:..~·on ';/ da't.~·rfr!.i)1ot·~n las 

secuencias pt··imar-ias de dos péptidos activos de insectos CFactot·es Oisperso1·es ck.• 

Pigrr.ento FOP), uno en el sal t.'ln1011tes Rama.lea ·microptera ( 1'12l y otn:i en el gt'" t l lo 

Acheta. d::>111?:;tica (lll,J). La !3imilitud entre las secuencias de los FDPs ce in;;ectos y 

conset·va la longi tLid ( 18 t·esiduosl, sus extt·ernos <amino te1'mina!'· .Asn y 

ca•-t.oxiterminal f~l.:i-amidal y al menes un 50 Y. de hcmologír3 en·¡:;u .secuencia <1'14). 

Los factm·es de ir,sectos rnuestt-an en fo,·ma similat" a la HOC::, d_e'Pei-.aeu;; y 

P1·acamba.n.1s una mayo,· homología con la -forma 13-HDP. 

peptidos se ha 1·eal izaao en 

inclusive paya los FOPs 

Llll bioensayo pat .. a la 

dr~ i nsG?ctos (14'+l, en 

dispewsion ce5~i9/A,;,,,2os en ·. Uc.>, 
•'\.·~· . ."(l.:· '.?:::·' ·~ ... :. "'. 

se\de~&SiiCCe ,,, ~~- :~:.f:~in~ia·n. donde 
: . ' :': , ' : :_ ''. ". ,~ , ,. 

se ha ca1'"acte1·izado su potencia:· P-iK~ti':;,~:; ··rJem.':lstt'ámio la Ut i l izando estos ensayos 
'. : .. ··> '· .' ~· 

Pena.eus ,¡;i4>; ·~l ~l~lmo; de las 

y lL Es i~¡JD(¿nte !1~~tac.J:- qufr 

mayot-· potencia en los péptidos de Pandalus y de 

cuales pr·esenta substituciones en las posiciones 8 
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TABLA 2. 

ESFE:CIE SEO.JENCIA P/R * 
U ca pugilator- W-HDPl N-S-E-L - I -N-S- I -L -G-L -P-1(-V-M-N-D-A amida l. (J 

•"" Canee.- magister- (J1-H0P) N-S-E-L-I-N-S-I-L-G-L-P-K-V-M-N-D-A amida !.O 
Pl'ocambar-us c. HDP N-S-E-L - l -N-S- l -L -G-L -P-1<-V-M-N-E-A amida 0.14 
Penaeus aztecus HDP N-S-E-L-I-N-S-L-L-G-L-P-K-V-M·N-D-A arnida 1.0 
Achet.a domesticus FDP N-S-E-I-I-N-S-L-L-G-L-P-K-V-L-N-D-A amida 0.5 
Roma lea micr-oj:Jtel'a FDP N-S-E-I-I-N-S-L-L-G-L-P-K-L-L~N-0-A amida 0.5 
Pandalus bo.-ealis oHDP N-S-G-M-I-N-S-I-L-G-I-P-R-V-M-T-E-A arnida 0.05 

P/R = F·otencia Relativa, basada en un bioensayo sobr-e la dispet·sión de gr-ánulos 
,en 
melanofur-os de Uca pugilato!' • 

. , 



en el caso de Proc21mba1--us Ltn solo cambio prn· 
··. .,. :, 

acido g lutámico p1"ociúce u1ia importante dismirución de 'su .~~tivtd~C! (l44F. 

Pa1-a estudiar- de. una mejor- mar1e•·a la relacióii ést.1'uctl.uºa>fur\cid1'1· enü;é las das 

·formas de HDP se · 11a11 sintetizado péptidos 
··=-•:;/·.:;_;·.· ,• 

ca-r:;· ·~I~~~~·n_tt~~ <;:'t.~· ,n19d·:i:f.~ ·~C?i: 19 ries 

esta -fami 1 ia pr·ese1itan conset-·vados su 

la -función. T1 .. abajos l'·ecientes 

V 6-10-NH· 
L 

-fut3t ·an capaces 

inefectivos en leucOfovos <1'14). 
- ;-

constitui~ la secuencia mensaje r·equet·lda pa1 .. a la activefció_l1'~~~--~-·lciS'.fñ8l8r16TofO;;-. 

una o m.as compon .. 3ntes del actadecapéptido pL1eden ~et· neceS~1 .. Xa~·::·pa:;~~~:· 1~~- ~¡~1ti~l~s 

accion~s .. de la HDP <144). Así mismo, se l1a11 podid.:J sim:etizat'• análogos con u11a 
':c"-- • ' ~ 

mavm· potencia, los cualss al pa1·ece1' le confler-en L1n;;. mayor- ;~·st~~¡\·{c:farJ :a1 · p,:?jJtido 
::. ,.::~~·,,;~, , 

·e:,·· 
<163). '' "' 

Estudio:c; inmunoci toqLt:i1niccs par-a la HDP han ldentiflc~c:ici' f:~,~1~~' n}';ü';on.:.les en 

los ganglios dal tal lo owla.- y en vados ganglios cenfr~ie~ é!~í''.'af:8i¡'f{O;~ccu.;,ctes 

imnx.mis y sn r;:i1dr'-1s m~'"';ª'i (l(J3, to5). Estos resultados {,qKd~nJ~f .3·a;,~()~\~,:. zola 

: ' 

en· -f i b1'",JS no 

posible f'uncion cama ne1 ... womadu.lado~ a neut'"Ott·~ansrnisai--~ No obstante. ha:;t..;i el 

momento solo se ha descr-i to su influencia en la 1 ibe.-ación de la Honrona Juveni 1 

alguntJs de los cue1··pos neut'"onales inmuno1 .. l""eacti vos a HDP tambien la son ,:, Fl ... lf'\'F-

ami.da., sin embai·go, las cuer·pos que contienen HOP en la.:3 gannlios centralc·~:., d.s .. 
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co:no los que pt~o-~:':'.~tar:('a·,'·.·f? -;¿n_~b:ci'f~:-_~in..;~~1--de -Orcon:?.:.:tes no i-a· pt:·esc111t.;:1r1 Cl(;S). 

La r-elevanciá -f"unC:i~ari~-l'. -~e'.···~~t¿1";°C01~·f¿}iT:a-~-ió~' "i-.. e1~ue1~.ir·l'l mayar~e~._ estu·;:i;..:1s. 

La pl"incipal ac}lvi~~,gu~ pr~s;;enia la HDP en acodl .es e} r:ontroi cel (11·¿.Q~, 
de dispe•·sión ·de:los'-~~~nL;.i'os ·aa'pig~1entos C27',45l •. ,asi·como el 1-enóo;ano •~e 

.-- . - -· .. ·--
adaptac1ón a la. Juz,·'al'Tegular·e1 desplazamiento del plgrnento distal 037>. P¿11·a 

esta. ..-3ctividad se ha demostr-aoo ritmicidad cir-c.:idic:a en su ,c9f¡c.eát.~"c;1t.::1i1fl_en _el 

l\J/Tlinosos C9,38). Esta hor·o10na es liberada a partit· de la -glanaula sin~sal, s1r; 

ernbat·go se postuló desde hace tiernpo 

-·:.'"' ¡;J.: 

C31 i, datos C/L~E- se vuelven mcis relevantes al ident+-f~iC~1-.~-~~t;~\~D6~ftQQ¿~_Í-,~-i~&.:,íl)~.-.t~ ·-_un -
-:·~_:;l¿_ ----->-_:.:_:_:::..~1-:.:;;.~- ;:~t.:.. __ -__:~ --~_e:., 

que···,_1_~~-·~ tjú!ár,:daf. .-,>et.'.;sCY011-:, ~-_fcon_. ¡jichu 
" ~-c;o",'- ."\·' r ; --;·' 

compleJÓ e 105>. No obstante, la 1-elevanr:ia de e los .factd;es; ,yfi';;<::,¡,}'¿.aiJ6s ¿ 'enila 

de la g!ánckila_ s1 1~~1=;fi~s;f~ns~e~rÍ:a~{ig~ntcs; 
encontrando una respuesta a 5-hidroxitriptamina C141>; ás{!,Í:~o ;'~~1-iácfones<en la 

número de celulas en el tal lo 

l iberacidn de este e-Fec:tor a partir 

cancentt·ación de los r¡r-ánulos de pigmentos" a nivel de 

condiciones de osa¡1·id¿¡d continua C38l. 

Dl INTEGRACION. 

Con ,todo lo ante ... io1· es posible destaca.- las acti vidad2s ar1tagónicas de la HCP 

y de la HOP sobi··e L;s r·egulación del gr·acb de disper·sión de los t)r·dnulos 1je ni'g111ent.o 

<::7,45), evento de 91·an t•elevancia en el control de la luz --que .. cEba- de 0 llegar·· a- la-

retina en cnJstáceos <59>. Es impor·tante resal tat· que es posible evaiua1·· 

d1r·ec:t.arnente las activiaaaas de estas honnonas en el 01 .. gan1smo vivu, va qlJ2 las 

modi-Ficaciones que J:wesent.a el Pigmento Distal son ·Fáci lrnente apt·ec:i :idas (l,5), asi 

mismo, es de dastaco~- que t·esultados 1..-ecientes apa')1an la p;:;sibilidaa de un. efect.o 

de la. HC? sobt·e el pigmento distal, sumándose- :3] efect:o s;e1·c1d~ ~3CJbr·e los 



Resultados Dt.-el imina.l'"es han puesto er1 -e.vi CJen'cia actividaaes-

las .:jos hormonas, por lo que . es· 

cooraina este del 

las0 • -.~-~bn~~-~f;i~c·i~-,~~·::_~ad~-C:~~a-Cas~ :~ i-:1~.:-¡l.hef ... ·i dd~ p.lt' .:1 i.J 
·,.-:·,~·.:.~<> ~~~-.~;:_ ,_.-; .;::; 

animal, que 

1'"eSpiJes ta necesa1 · i a a nivel de la.si cé1Jia~:C~lfMcci: Ptw s;upc'.esi::6 se .-ec¡u ier·e l ~ 
'•',;~ 

mayo1· ·cantidad ;de.::: ~stdd.ios· p~i·.a .>:l.:or\or:er:: cómo. el 
'·-:-:'.:¡/,~ ·,_::¡~~;;·-~_;:'< ··-

c:e una ,, eri··gan l smu 

co.:wa1 na han.-cnas con inflL1enciCÍ ... ar)tagéir¡{~a.'.~iec:;~'.?i~s. que pci!rniit11·an é:orn::ic.:1· 

mejo;· la ma.net·a com1:i una célllla- r·esponde;-a if~~f~~i~~:~_~e:~~~:iri~~'oS\:>~ 
·.~Y.; . .:~ '}: .. · 'J .-, ~>i.'.'. · -., :::, --;r-·:,,_ 

.,.- i'· 

. V OBJETIVO v·ESTRA~~IA ClE~ PF\iJYE[;i(J •... 
-- ~--_:: -,;-:--- . ._:- ·-..·. ·-:.,·_· ;;·.-_._.:,:,·, :· ... _ .. ... : 

El objetivo rJe está pf:OveC:1:0.M~ne:com0-FÍIÍaiida.ddel:.~,:rnÚ1a't'~ia pat·ticip.·ic1ó11 

de la tt·ansmision net·viosa en la ·expt~eSión genica. d~ dds. l10t-·monas·-.-a11t_agó1ii'cils e:n 

crustáceas <HDP-HC?l, en las cuales se ha documentado la ~i1\flú~ncta,1j1~ ,;:;t\mulos 

exte1 ... r'05 .... le.~:. ciclo lu::-oscul'idadl, además 

1·1i::·ur·lJtr·ansn1isat·es invL1lu1:r'·ados en su 1 iberación. Corno pt·ime>·a··etapd del· ~r:·;3bajc:> se 

contempla. la clon.5clón y ca1·acte1 .. ización del gen o ADNc de -~--~·i-!o1"Í~~r~..:{--:Di~~-~t·SG1-d d.;· 

Pigmento y 1je ¡,, Hor·n10na Concentr·adora de Pigmento 
·,. -:>- _· '.:.·· . 

utili::ados c:oroo sondas. lo que permitirá cuantHica1·. el ARN1n'especffico · b3Jo 

dHerentes condiciones flsiolcigicas o bajo el e-Fecto de f'ármacos ton' ·:·¡.3':-Fin.3li.O'ld 

de valo•·ar el ifipacto de la neu1 .. oti--ansmisión en su biosíntesis·, · 8Si· ~~iSmo c:O~"'ioce1· 

las est~ .. uctur-as de:: eus p1··ecurso1'"es. El p~·esente t1--.;br!jo incluyr;:·, la --".~~1:r·-~_tegia 
-.:_··· ... 

empleada eri la cion.:ición v car-actet·ización d8l gen de la HDP. 
.-;.-·-·--. 
•,.:--·.·, 

El Acocil, f'roca1>Jbaru..§_clarkii, se eligió como especie.a a11aúzarXcie!b_ioo:a que 

el t:_wupo con el QL.h? colabo1·amos m·. Ar·échiga Depto. Fisiolbgí;;í ~ci':!t:JtJ;JE:s'íf\v) 16 .í1a 
._¡;;;, 

cu~!<: ~~~~~::;~ ~t~~; ·.;"~~i:~~-L~;-1 ·;ado 
;; . .' 

uti 1 L!ddO COTO _especil-=3 de estudio y, en el 

.físiol ógica.T1ente el papel ce la HDP y de la HcP ·en ~-~~\J~~E~nt·~-~-/ ~~b·;;~i C:i c.1nea. 

¿i\ inic10 de este traba Jo, la -~OP _·,~ -_·:;~~j~~b·t~· -;~~~- ·f:'.Llr"1 t~l.i::.sd.a .,,.. 
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por· 
" ·: _,,, . '· .. :- .. J:,<··-

lo tant.o sU eecuencia ·e ;e;...a descono~-ida; :~ª~~~,~~~t.,~~-~- q~e, _la)v-:ctianina n2.::es¿w1a 
-;-_-. .: :·:· .. ~.'. :,-· - . ' - .·.\e>·.... ··_"·. • 

pa1·a su activldad ,no hacé'ttcivial su,¡:íú>-i-ficacion, .: .... --<>< .. -:.·:~_:._ \"::-.º;: ·_ ... >: 
ent:onces, - se decidió: é:lonal- •• :sn;'í'6(.fu'tnicia1"·:e1'9en 

', ·'¡·•· ·\t:':.'.. -·'.~~:~, ... ~-.:~~·;- -· --' .. ' 
Aaí o' fl[)Nc de 

puoi J.;¡tor puesto que la secU8nC:ía"'-aínif10ac{dfC:"á: :n~·n·:-:es·c.e.~:_:~:·c.~L'iSt.jCE!:J : ~'3~~--,_cqpace 'I 

poo1·ian oiseña1·se oligorucleotidos sirít¡ti~dfu·~1~~b:~%;aM·:¡{~:;, ~~s~~1-1~1'.oie11te al 

cont.3,- ya cDn ésta clona, se utili2,;~'.¿ ~'p:,.;(~".~J;;,~,:..;¡¡~'i;~•¡ ",~eEl"d~.'. ~~~cj E"t:a 

al t:ema t1 va se TL•ndarnentó pi-1 ncipalment~ '.~r: 1¡¿,'.~¡~~;,~~[~~; 1.~~ucU~;,~;;~ 't~éi'.% f~i:~rites 
hor·mai--..:ls secwenci~:id~s al momento ~ ,i·~·i~Ia·t~:~::é(;~~;::·d~~~tcJ'.;.· ·i·b .:;~L~·~" t~b·~¡~:··~á~i)Sz~~_:.·_-en. su 

---,'",':-:-~~~;}' .. -,_,;;\;-~;_: .. ~,~ , ·. . ' 

conser·vación estrnctur-al. Adem~s; uti Üzaricici'líiiJt'idaCiohés t:iaj¿,i(:Q',)Bi"C:lo~,i,~ d~ baJa 

estvingsnc1.5. se 
'._:_ .. _:, '_;,: __ ,'' _.'·\<·· .. ; :'::,_::... 

ha podido clonai- una. gr·an divésldad ~,e . iir·oti,;fo~s .'~º', 

- . .. 
La· estr·ateg1a p1-eveia construu- en -fo1··ma SlffJUi.tánea· un bar1co ._9~no~í_c~-_}' LI!'.º e~ 

P;DNc. :~'Sin embat~ga, lo:;; pr·oolemas 1-elacionados a la e>;t.r.acci-6;.,;Cie~ARNfn fJel--t:.a:llo 

ocular-, asi como la .-epr·esentativldad de las neuronas pt"oó.1cto1:as .de. HOP íel nClllie1·c1 

total de neuronas en el órgano X es de 'i20, de las c1Jales·: ·sblo uiias cL.ai1tas 

sintetizan el pep.t1do eh estudio>, hacían Tigur-ar al banco .. geriómico ·como rr.:;,;; 

pr·ometecl:w. 



VI RESULTADOS. 

SINTESIS DE CLIGO!\lCLEOTIDOS. 

De acuet'da a la est1··ategia plante<1da pt-"e'(iamente; se 

c·l igonucleotidos basacbs en la secu.e.ncia aminoacídica de la.'HDP. de.· ué:a- pligt latc:ii·. 

Pat·a el lo se bJscaYan las 1-egior.es de 

núme1 .. o de aminoácidos degene1,..ados en su código geneti~~. de.'Tt~ i 

ner-mitieran por la meni..;s sintetizat· un oligon.1cleótida-,:1ori-.)~:·~J1.·~~9;·~~0 1··equet-1da 

pa~·a detectar· una señal únlca a paYti1-- de un , .. astr·eo en un"b.3nco_ ge1_1omt~o {QO. °163). 

En vista clel tam~ño del PGptido ( 18 aminoácidos) y el elev:~oo rume1;~ de· amino·1i:ic:as 

con 4 codones degene1··aoos, las opciones Tue1-·on limitadas. Se ·slnte::Lizar-un ie;s 

me::clas Ce aligor.ucleótidos HDP-l v HD?-2 <Fig .. 6)_-, las ~u.3.lÉ?_s .Sa.p·-Jas f!'ª5 l,;¡~·ga~ 'y 

con el menc1· 11L1men:i de constituyentes~ La primer- fne:ú:l::f cú21:..1·tá-;CC:u~--- -u,-..:1- 't.Otar ce 48 

se síntE_..:.i zat·on en doa gr-lipes POI' sepa1·ado cada una con la mft.a·d de SllS e-1-ernehto~. 

lo que debería permi tit· contar con una mayor actividad especfflca .al pode1· t·e.:;.Li-z.;t· 

la hib1"idación con cada uno de los subgo·c;pos ·¡:Jm· sepa1·ado. · .La_'.sep.1ericia ~l!ti.l 1 ::ami 
,•. :· .. ·:·· ''.: 

en la sinr.esis -fL•e )a. cOmP,lementa1'"ia al código ganetico~_ ·:~io:~~0.~~ ·1J'o1j!;ía<.'~ .. ss:·1:· .L1ti 1 

pa1·a oetecta1· el ARNm en csso de SG?t" at:>u11da11te. . ) - '..~ .. 
.-_, -- -- .·-

Los oliganucleót1dos se mat·camn con F' iZ_ATP cari el' p1:;oi:~din\i~~~6. cesc1'i1.o en 

mate1·iales y métodos. La eficiencia de inco1·pm·!'ció11 alc~~-2i'cia,:;JE3::;de'.1:·8<) 'l.pa1·a la 

rne::cla HDP-2. mientras c¡ue p~t-a la mezcla HOP-1 salo ~e __ d._ícag,z·p~~e-(;:~s __ }~---,-~\~-;i;-.1 . ..,_¡-) _-__ 

DETERMINACION DE LAS CQ'\IDJCJONES DE HISRIDACION. 

detennina.- las rnejot-es condiciones de en el 
;·., 

..-astt·eo oel ba11co ~1enómico <o de AD!\lc), se i--eal izó un e~p9t .. ÍfI\·e~_t0: {~ip~ .Sout.l1e1 ... n. El 

ADN de Y;;,.; f-'<.1aildto1· y f'rncambarus c:Jarkii -fue diged~p:~:.~o~L ':?-«en;, ir.if..s de 

electt·ofo1·E'sis éri g'~Í/ '\,.~,~D~,:tdos .;. se1J.;.,·adDs los f1·agme11tos poi' 
' ... ~,' 



5' 

3' 

5' 

3' 

HDP-1 

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

AAU u cu GAA UUA AUU AAU ucu AUU UUA 31 
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 5' 
e G G G TC 

T 

HDP-2 

(Gly) 
Gly Leu - Pro - Lys - Val - Met - Asn - Ase - Ala - NH2 

GGU UUA ccu AAA GUU AUG AAU GAU GCU GGU 3' 
GGC UUG ccc AAG GUC AAC GAC GCC GGC 
GGA cuu CCA GUA GCA GGA 
GGG cuc CCG GUG GCG GGG 

CUA 
CUG 

TTT CAA TAC TTA CTA CG 5' 
e G G G 

T 
e T 

FIG. 6) QIGDNU.,L.EOTIOOS SINTETICOS PARA LA HORMONA DISPERSORA DE PIGMENTO 
<HDPl. A pat"tir de la secuencia de la HDP de Ucd ouail<Jtor se selecc1onat"on 2 
t"egiones de la horn1ona estas -fuet"on; del aminoácido 3 al 7 pat-a la mezcla HDP-1 
v del aminoácido 13 al 18 mezcla HDP-2. En ambas ,-egiones el aminoácido mas 
degene,-ado se local i 26 en uno de sus ext,-emos, pm- lo que la úl t:ima base de 
dicho tt-iplete no se incluyó en la síntesis disminuyendo ási el numer-o de 
elementos en las mezclas. Pat"a la mezcla HDP-1 se seleccionó solo una base en la 
tet-cet-a posición del tt"iplete que codi-fica pat-a la Leucina, ya que conside1··a1·· 
todas las posibilidades inct"ementat"ía demasiado la mezcla <hasta 288>. La 
síntesis v pw-i-ficación de la mezcla HDP-2, -fue 1-ealizada poi" una casa 
comer·cial, la síntesis de la mezcla HDP-1 -fue t"ealizada en la unidad de sintesis 
del C!IGyB y pu1-i-ficada pot- el método desc1-ito en matedales v métodos. 



·-----------------------------------·--·----.. 

OLIGONUCL EOTIDDS 

FIG. 7) IN:XJRPORACIO\J DE eP 32 > ATP A LA MEZCLA DE DLIGCNJ:LEDTIDOS HDP 2. Los 
oligonucleótidos fueron marcados con T4 polinucleótido cinasa .• y postedonnente 
corridos en un gel desnaturalizante es M Ltrea, 20 'l. acnlamida>. La 
auto1-adiogra-fía muest..-a una alta inco1-po..-ación eso 'l.> detet•minada poi· la 
ausencia de ATP llb..-e CATP no inco..-porado>, y por cuanti-flcac1ón de la marca 
inco.-po1·ada en ADN pt·ecipi tado en TCA lO'l.. Las bandas en la pat·te sLlpe.-im· son 
impu.-ezas. 
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D<•Pel . de ni b-ócelu.losa; La mezcla HDP-:-2 füe_sel.~cC!onada par_a'esté experimerÍÚ:i ya , 

oüe pvesénta ·,·. mavéidis ven~~.Jas qGe la ~oii: C~a;~ayC)~ • l;,n~tf4ci Ú 1}- .tont~l:a 14T, 
-,,,;·, 

,·,.pi·e¡;enta todas' las posibilidades de ~odHica'Ción''{ y•Ein-~'l~;;;áccio~s·''&; ·'m<n'caje' su 

po1·1::t>11tn je Je i ~~nJ;,or-;;_~i ón s i·~mpre ke ~;:~~~- '.~. 9 -•;.e ' :;, :~t· •,:;X~; i):;) {_f -:~>· 
_ -o:o - - - - -- ':;:·';·- -~f-:r~:; ~-o'.,~·-.'"'"L ·~;~:¿:: >-::'~- '·· _..,;· :~:~ ,;. ~;.··.--:, ·.¿,__:. 

Este e.«oe1·imento üti l izó . corno var'Í~ble'• .. la -tempe1·at~Í::a! ~'.~í~:~~'if~~e~tes 
condiciones se det.ern1inamn tcmanoo en co~f det:aC:ip~·ÚnJ'''.j!~:P~~1ti;;;~a?~ai~·· ÚM> 

. . ";-,.-_ \; ""·' <:~;'.i;},r~::=;:,, ._. 

P•·orredio obtenida poi· la -Fonnula Td=. [2 °c X el núme1-o de ~Y{h:~·i.\;1~~;J®/e~'h6mern 
de G+CJ (18'1). Utilizando la mezcla completa <no l1ay que 'olvida~ ~Geii';J:f~;l~~;¡c:la HDP-

~ p1·ese1)ta · un· total de 32 secuencias distintas agrupadas 

cuya Tl~r.~- fluctúa desde 42 a 52 ºe, 
. ',•,. . 

liibl'idacldn.: y lavado que comp1··endía 

intel'valo> 'd8- --tempe1·atLu-as- pe.-mi tfria 

lnespecif·[J~\Jil .:.ilig~11ucleótido. ,La 

or·ei~ib;.¡~~~Íclr1' ~ liibi-idación <115). 

·.' ;,. 

desde 35 a 50 

valo1·a1·. ;_dfi! ._u_na; =·~jol'.':-- mane1·a-. el 

concentt·¿1cfon cte_• s~l~s \'iue constante 
,,,- ,,':_::/-. :~~'. _,_- .... : 

;~~- _·:. '.. ; . 

pegado 

en la 

se ensuent1·a el niayo1· t•u'ido de fondo, y a la de 45 OC 110 hay se<'"íaÍ: distin1)U{ble en 

el AIY~ de 11inguna de ias especies. Además se obsel'va L•na banda de hib1··idación e11 

\a·3 C:os digestiones del ADN de Acocil; esta señal es de un tamaño ap1·oximado de 5 

l",b l-f'1··agrnento Eco-5 l\b) en la digestión con Eco Rl y mayo.- de 10 Kb en la digestión 

con Hi nd I I l. 1J1·-esentelndose tanto a 35 como 40 ºe~ y en ~sta última con muy paco 

1·u1ao de fondo. En el AIY'J de P1"oc:amb•rus hay abundantes secuencias n~petidas lFig. 

:3 A) lo qu<:! podría ocasiona1· la señ-31 detectada, sin enbargo, la banda ce 

h!b1·1dacidn no con·esponde a ninguna de las secuencias más repetidas en el 

fr.f:.11:~~bc;rus, t·ept-·esentadas por las ban~a~ ~ ~~~.t~,~~L~-~-~-.\~~ .. -. P'='.1~~. tinc.Íón .con -bt'"OfTIUt'°O de 

etidio. A:;, mismo tampoco lo apoyaba el ciafb;~ ;~·nco~t;:\;,~ .f1:ag~ent~s; ú~;ié:~ bajo la 

digestión C:e· tres enzin1as.de restr'iccd1{·<a~.~t(e1.n'..~c,~i·.•0·pn~;.~.ºl·~f.·~ ..•• c~G,~.¡°e:;n<nc}i.~a·,r;;~agn~~t~ de 61X) 

panis de bases . .vé,,:
0

mas ád~lante): Lla~aYi~ ~. _, dEi scñai en él ADN ._,., 
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FIG. Bl HIBR!DACION DE LA MEZCLA DE Q._IGOl\A.CLEOTIOOS HDP-2 SOBRE A ADN DE 
CRUSTACEO. Al ADN teñido con br-011w·o de etidio pt'evio a su ti·ans-fer-enc1a a la 
membrana de ni tr-ocelulosa. Bl La mezcla de ol~gonucleótidos -fue marcada pm­
cinación a una actividad especi-fica de 3 X 10 cpm/ug e hibridada sob,-e los 
-filtros obtenidos en A; lo que se realizó en 3 di-fer-entes condiciones (indicadas 
en la -figura), las cuales -fueron seleccionadas consider·ando la temper·atUt·a media 
de desnatur-al i zación <TM> par-a la mezcla de al igonucleótidos. Obse1·vese la banda 
de hibridación en las digestiones de Procambar-us CEco Rl - Hind III> a una 
temperatura óptima de 40 °c. Campar-ando <A> y <B> se determinó el peso molecular­
apr·oximado en 5 l<b del -f1·agmento especí-fi= de liibr"idación en la digestión de 
Eco RI. además de no presentar- empalme en bandas repetidas. 



·-:· ,•.,:·' . 
especie a partir· de la que sa · pur·í-ficó y s.;curirícid r:woviene 

"'.'. 'o·,-,::.• • . ,,. 

que la uti l i::ada pat·a obtenew el ~Dl~:B~;:.i,:[,.C{{ ~xp.;1-imer1to .fue; de 
)rú~· .. .,_y 

en asaciaC:i óíi :.c.oií"-.: ~~~;.as:·._·. ~1J~s1~eciEs aden"3s, se ccn~.::e que vi ve 

.ruei-on utilizadas). Ott·a posibÍli~,d pL•~;~·ti~bkvse ··~.:qu~ .l~s condiciones no :ioue;rnn 
-;_.1,,,:_ :-;,,;-.i 

sensibles paÍ'ade:tecfal~· ,;~r ·g.;q. 's;n:ein0:.1r·•JC, . datc'is ··~¡pr.J<:~c.;,ms 

no eni el cas~';a~~~ tj}(~ :~ Pci~ib{e detectst· genes. cir.icws con 

lo sL1flcientE>mente 

suget·ían que este 

me::clas d<= al igon..1cleótidos. cori una' ~?~i~ldad especi.fica ccmpa:·.5h] e., ·~ob•:í;?. r.,~¡ tan 

complejo ccw.o el hc11nano C34l. ·}/ •. >:•:•\' .. > ;;· . 
Pa~·a vu1t.JV"a1- de un.3 o'lejat~ maner.3 la s8ñal detectad.~,. se n:iii20._Uf!~··e·~-Pér··lfnt;rÚ.o 

adicwnal en d::mda se hib.-idó por· sepa1·ado los dos gr·upos de la mezcl·~.·~DP~~; con el 

AON de acoci J. La Fig. 9 muestra la selectividad da l;.; 

<468). Este l'esul tado haDla de la especHicidad en la 

señal a 'u11o eEf-Jos-: gr.-1.1pas­

hib1'idac:ion'cPL>;..~t2.; que ia· 

única 01:--ferencía entre las dos me2clas se encuentra e11 Ltr1 nu.::leóti r..i7i.· 

Durante el curso de este . expet·imento, a través de una comuni,c_aci_ón, _ persoria!, 

se obtuvo infonnación sobre la secuencia d~ la HDP de Pr·oC..:JalbiJ1'"i.iS ~-ié¡~&_;-· esta 

idéntica a la de Uca. Este dato y el r-esultado encontt·aoo en los expéc'imeiltos 

pt·ev1os, abt·ia una mejor alternativa para clonar en f"a1·ma dinacta el gen·.'¡~ei .. l~l _.HOP·, 
;;-, .· 

de Proc.=amba1··us quE involuc1"a1·ia t-astt··ear un banco suogenómica en el cual. -~-steu·-íc. 

,-epnosentado el F1•agme11to Ec:oRI-5 Kb que supuestamente contend1·ia el gen·oe·ta J-iDP 

o par·te de el. 

CONSTRUCCiON Y RASTREO DEL BANCO SIJBGENO"IICO. 

El ADN de Prccao1barus -fue diget'ido con la enzima Eco RI :. y ·sepa1··ado por 

electro-foresis en gel 

pu..-Hicadas c:01To0 se desc:J'ibe en matel'iales y métodos <Fig.:,c¡(i);'Lamod~:.:.9twest .;:us 
' , ':.: :",,. -_ .. · ' ."_-_ -:~ - ·,' ,. ·_ . ., :. 

•-1ti 1 i :-ada como vec.to~- pL1r:sto que el tamaño de insertos .qtJ8 .. P~~:~/:Le;\ l nt~f~WrJI"_ 1:2 .~ 15 



,. 
,. 

FIG. 9) ESPECIFICIDAD DEL GRUPO 468. El A!J/\I de PY-ocamba,,-us -fue digerido con dos 
enzimas de restricción e hibridado por separado con los grupos 467 y 468. La 
señal esperada es obtenida selectivamente a partir del grupo 468. 
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FIG. lúl FUfUFICACION DE FRACC!Of11E:S DE (40111 DE PROCAl"IBARLJS FPtf\t-·1 EL 8Al\lCO 
ia :nezc:l:. de 

djge!:.,t.1011 t:Otdl 
Hind I!lí la 

SUBGEl"O!'l!Cú. Te111endo p1·esente la posicion en ocinde l1ib1·100 
al iqanuclt:!Ot.icas o..-H·a la HDP, se ¡JLwi-Fic¿u·on -f1'"acc1anes CE:? una 
c::e Eco F.·1 d& ADN de Proi;.%!]_~. De acuerd:J al ma1·ca.do1· 
ter·cel'-..o.i 1:1·a1:cir.Jn cont:il:?ne f~·.;~1ril8ntos de alrededor· de 5 f<b v oor· 
-r,.·¿:i.gmé:!nt.o que n] o. ·ida al c.wu::10 HDP-::. 

lo tanto 



Ei ¡:..~Dll.J :-~it?~::--1F.\'-.·ta;,~·ce·,.~2s,~c~i="r:5cc1:Bn _ae P1·0cci1J1b.ar-us: -fue 1 igadu c·an ·r:.: i igas~ en u,:1:; 

p.-01Jot-c1on :.: l c~~:~-.:~~eti.S ti J~c:t61' 'f~lg. lU, 1.1 cual se cer.e1·-~,,¡,-;;;, qur=: es J.3 m:;,, 

e-fic::e1·,t.e pa1·:: j·~ "85~d,1~b~()• dt-fl~os .-eicombínantes Ctabla 3;, El jJ1p:íucto d¡, 

í-u2 -~~~~:~~i~~-~~-db\ ~ L~~\:·i ·/~~n,jQ. l ".t}3.C1cn C(i· i::-1 
'.' .-·:.- :': 

lobc.i~.z,tor·io -hasto··úna--- ~f1cfe~~i~: de ·¡ X JO 7 ··¡'.:¿1· 

Ol5.t:e1··lales v rfletodoS)-.: Sajo esta 
,. ·/<_-:: .. ,. :·-~:·:_-: ·--:¿-~--:~· ·::· ·~;.f;:\ :·D·'.~-,-: .,, 

prncedlmienti:J.sei-c1btuvocc1n•bánco-éon ¿,.;·. t{:;ui1 de :. ~-- :_. :,. . . _. _____ , ____ ,,.. L\:,·; -~ :,,~ -- - - .. -----, 
. -~-~;,: ~·:~ ·.::.}~~~-~:;:~/~-~- ~=::: -?~;;: :>/:?(, -

. . . ,~..... ·. -.:• .-.: ,-..s·. -:~·"'·:· 

El r·ast.i"eo de e~ ton -fagos se -r-ea l i z·a ~·-con.:·'~~- ~T·2Z~~~-~ ::~~}.{~~1} ~~q_r~i~L~lt~/:j~_-HDP--:: 1 

bti jo las co11dic i ores dete1~mi ~1ada~··p1·-GV~~-~~-f1t_e--:.:{~~~;~:(_~-~~:j~:,t~i:~~.~~~·-: }:'~~.~;'.;~~:~~~~ ---~~~}i) ~r·cr _~ 
7 1-.:lcr1as t;L!e n-.osb··ab.~n hib1·ictacidn ~6~L~-i~¿;:·~ ~_-_if~'l:i_·gqr,~~C1~~~i:-(·d$_.!:~:,Ó~d~:\)n'.i--~:~ c~l las 

.-~~ ví'i:.i:1·'. 8~ i{9;-a1~ '.d~iÍsi ~ad·;¡, se aisló caja 
., - . 
'1:J-lacas, 

~--- ·'o-,:· - r!c •:__' 

~~Tec t.t ... ;Jt ·i::in j:lJaquaos·_ ºe .-ti i bt~_ id&~-:· i'O~ré~ ~SL;bs~~U~I{tci}¿·-.~ , i~;~~.5~".á~~;~~,~~3;>_ e;:~;· ~ l ~ U 1-t Ú~~1 ,~i ... :-1s,t r" f::• :i·· 
,_ -.:--;_··. -· -. 

can un J(11) :1, de placas positiv.:i_;,/~ij~Se;:;ta cist1·:aieg¡a -FÍ.n~lrnerite se clo1·1~1·on 4 
.. : .. -. \f .. "' 

qL.1e rrrt.ie~i:t·an·- _íJr~a ~:Ser.01··::~Fii~'f;b~~;':~~éi~i--~. ;~h,l'~:F·~-~~-ó_\6-~:;·~-~5 ::P ~~e~.~-.-:: <~2-:;d i-~-·~.i_r:i9Lie!~ .eri · un.3 
.··,~ - :,-,· .. 

ac•to·-adin¡ya-Fia .ªl~s l;.11:~'.c;ie'~~><~ªsi_é:\éi~~'b06~d6bíe i'.1antal la) Cf i g> 12l; 

Pa.·a un me_io1 .. a11ál;i~J~i.~';c;1'•:~Qri~~r;,;rk~Br.imc¡geneidad de la Clona so p~ti~Hic?; >~J. ADN 

Ce caoa unB eli.~s ·a< .9~.:~~\~:~~~'f¡~ -~1~:~~r_·~:·L'--- de un5 ,·placa de este ü).t~rr.ó_,,!·:asi.~·:eci·~ ·.: 
: º; > . ~:_.-._: ''.'--'.::;~:.>; .. ·- _.::· 

El f'Ci\J ,-r..ié :.cz.dil--:·.-. uruf ·a-t~/:'-;.¡~i5 ~~.:Jn,~·~-. y' de fr'.:¿gmba..!::1:§ fue ditJer-'id:J coi"\ ;·L~.:·e1~.·¿ icr:.~' 
, :;:·:: '.,_. -. :._' ' ~ ~ :.·:::.:« ': ·~:-·_-_'.'-~._ . -

Eco RI y Pal ~¡-i§ licrnH''i:faaO--~c:alí la -riiazcl:3 -ae-61 ígoíiicl eótidi:m. HDP:-2~ ; \1a!Cr)~,:;;;:.as-

de digestlon._eq·'.·~l ADrJ de p, .. oco1m1:Jan1s, 

en las clonas. a fa.lanas lo que ve1-iflca1··ía La pos! t:iví dad de ·alguna os ·a1·1.:is .paní ·ei 

ft-... 7lgo'9nto::~l::4?RI 75 Kbf. Call'.o_· __ p~1ede ~Pr~_(;i~~.:se ·.~n _lcl·.-,·figut:a :13, .el' l4Di'J-·&· _Proca"nlÍdfJ.LY.d· 

ílllteslt-ci la band;;_ "oe-r,i.t1vi~acíÓ.n e~p~~fr~~d~-/.~nJa ciig~SLÍói, con·Ec.o,·.rH·na 8fic0fl't.·;·~ndo 
' . ·- ·, .... -,.. . 

C(Jl'°l"f::lación co~:·a1g~~J-.·~é ·-l~s·---~-~~~;f~.~;::~~~,~;i"~~ :~~~~_ria~:;': ~: a~~¿~t~1~ ~-~¡~ e'~c:e'.' datO' son 

lo: t'csu! tados a:::tf:mid:Js en la ~l~~st;~~ c:an P~l i cuvo ;,·.¡i~mi?11to el cual dE:·Di1:;" a 
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FIG. 11) LIGACICX\I DEL ADN DE PROCA/"IBARUS CON BRAZOS DEL VECTOR gtWEST. Pa,·a 
conocet- la cantidad necesa1·ia de inse1~to y de bt·a:os ele vecto1 .. que pt·apo1·cionen 
el mayor"" número de moléCL1 las t'"ecombinates, sr~ ef'ectuó un ensayo pn~l iminar· en ei 
que se oemostr·o L1113. adecuada 1 igaci ón de los b1··azos del vecto1· con el inse1·to. 
En este expeo·imento se -Fijó la cantidad de ADN del vectm· en .15 ug y se 1 igo 
con di-fer·entc=s cantidades de AOl\J de P1·ocambarus de la te1·ce1-·a f1·acc1on .05, .1 y 
.150 (can,..1 les 2-3-~i r·espectivamente); ca1··...-·i 1 5 ADN Proc..3mbarus i igado ; car-Yi l 
6 AO/\I oe P1·ocamba1·us sin 1 iga1·· ; can·i 1 7 ADN del vecto,.- y AD'I! de P1·ocamba1·us 
sin ll~Ja.-; can·11 8 be-.;zos del vecto1· ligados; can·il 9 AON del vectm· inteq1·0; 
car-1"i 1 10 b1--a2as del vecto1· sin l iga1,.. Las moleculas hi"b1··i das se ernpaqueta1·on y 
se cuantifico los 1-=agos recomoinantes. 
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TABLA 3. 
PORCENTAJE DE RECOMBINANTES CON JNSERTO UNICO 

M 1 CROGRAl108 DE ADN DE I NS'EF-'TO NUMERO DE RECOMBINANTES 

.ú5 10, (l(ll) 9(J 

.10 17,000 50 

.15 15,000 41) 

. , 

.... , 



FIG. 12> SEJ~ AUTORADJOGRAFICA ORIGINADA POR LAS CLONAS Al 1 Y B-·'11. Exposición 
con doole pantalla a -70 !\:;, tiempo de exposición 6 Hrs. 
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FIG. 13> CLONAS AISLADAS EN EL PRil'"ER RASTREO COl\I EL OLIGQ\JUCLEOTIOO HDP--2. Al 
El AON de Procambarus y el de dii'et·entes clonas se d1git"ió con 2 enzimas de 
l'estt-iccion Eco Rl (ca1Tiles 2 a 7> y Pal I (can-lles 8 - 13 ), se con··ie1·011 en 
un gel de agal'osa, en el siguiente ol'den: Procambar·us, A-11, A-21, 6-3, 8-41 y 
8-42 pat~a ambas enzimas, tr-ans-Fer·ido a una rnanbr·ana de n1t.1·aceluloso e l1ibt'"idado 
con el oligonucleótido HDP-2. Cama puede ap.-eciarse las bandas de hibl'idación 
de las clonas no co1-.-esoonden al tamaño espe1·ado en el ADN de Procambarus. Bl 
Pat·a el caso de ta clona Al 1, se había l'eal izado con antal' im·idad et mismo tictu 
de e>:pe1'"irnento, no encontt·ando señal que comig1·a1'"a can Pal I. <en el c;_iel de la 
i'igul'a A pm· e1To.- se ami tió la muest1··a). 



s~r· de 600 pb ):.erí;poCO ·IT(;bst~·a··t:Ol'~-l"elaci 611·;·"Coá ·est:e'· ~f\pe(:1.1i.2·,~to ·se ·aes.::a.1~tai.·c;:-i· cc:no 
.... ..,: 

posiolc=s por"éadc1ras· ~ 

Las cac1si,$ q~e pud1-ifrc111 i:o~d1clb~~1- e~• 1·eii~!fi~o anter:iot~_ poa1:;;;n • set::_ ~ii '-" 

1 ·eg t nn se !~c~icn~rÍa p¿wJb a -e loriaci0n:;u,;f'1i·.~: 1io"flicÍÍ.d ,; e1)~,c;.\1r.~e.i.(tr.. qioe n ¡ b1 · L1n. 

81 La C:antid~~ ~-- ~ih11~s •r;stt;e~J;ts·••;:• sÓb1:iiip~·ese"~iO>;(j~ ~1'~1:lclad i•~cíue1·i da par·::i 

c1Jn1:sner l<; -tr~t.a i in;~ oo los ~,~;6me~tci~•-aJt t~;k.,~o- ~.ilec~~on~oo /- -

Ten:enoo eri·-¿ar1sio~·-~ci~~ iÍBs!~-~~~2~bk' a1~ten
7

cil-,~~ntea\11e1:ci ~n~d;;,,, 5r:_ c:on"t 1 ,,, n 
un ill.•t~vn o.3.11Cü ~ri ·e1 :t:úal · '..ié'e·:·p~·":(f(~tj")Jr~ :~·~-ac:c~,fn·. de A·or .. I de "':li·¿¡~:@!1türu.~ can un 

:-- ·:· ~ ··.' ·.: .c.-,"_ 

tr~~t5ñd0 >.i~,::-J:¡;~l~F _-:~.~·; ~-~9-~•~i~d~-~: de cor.tar· m~yo1· 1·an90 

la mitad del .;u.;l se utili=o 

d91,seg'.J-ndo tunco Con : C.! CUZll 

b..isc:ado (Fig~ ,~'). ;,~~,·~·sta ::' ~,~;Si,on· se muest:·a ,t.i.n-5 s2J~~t;./V.ida~-,·::p9·;. e'i'·:-f-1:-agmenta 
) -'_ -' '. O',_é '._ .. : :• • • .' •,. ~-, •• ·~'.:·_~;:·;·. :'.:_.:_:·: :·-,_. >· •_ -- , 

atsln un tota.i (E.'60/- clonas.·:~~~~:·:~~-~~\-{-~~;.·~ -_ei.:~iSi'am'i~n1:~.:.e .1dt?riti·:f.:ú:áCidn--C1Al 
,· - - ·:<1 '· "_(; _ .. • •'<' 

·fragmento Ecor<I-'-51-'b Sé! t-dcié;;ol1,g1·~pos ci2 S clOnas, estc;;s se arni~(1-Fi~a1-~n c.-edend::Ó 

y 
.-,· . ·-·· 

q_1e c;.wuoo si= enconti'"aba«" l~, el~~: con el TrcigíÍ1ento 'deseado· ·~-~: .. ·~~~~·il'-zu. el misrnci 
•• >. • ,. '. -. • • "·; -. ~-' • .. •• - ~· '. .. •• '.> ·'<.' 

p1·acr=oimienta ca~ las ~16Ma~ en '.i:ó1·ind indi)iduáL L,;, Fig>:t4·~úe~l:r:-~ lá [iosülvidu 

de la clona c-58 pa1·á. el au6arJcleótido ~· ·- su ca1·i-~1·~~ió.l con los fi;agn~em~:= 
espet" aoos en el · .;ON d~ PJ.~;~11ba1-~s. Caris i deran~ el i ~i ~rnij~,- ~Pi ~"cJ'7 ·j,.:u<.~: ~o~e"'"'- --1.~ 
sena 1 en es t.¿. OU1:•:J.t~c3·d'f.o~-~;~~ ¡a.; ·cr0:6a. é~Se-;:-;: í?l.,~~5~tit.·~ .:~~·.~a :-~,e;~·~ i. ·fl~dv ~dE:b l l 
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FIG. 14) CLCNACJON DEL FRAGMENTO DE 5 KB POSITIVO A LA MEZCLA HDP-2 EtJ ADN DE 
PRCCAMBARUS. En un expe1·imento tipo Southern se valora,·on dife1·entes clonas 
aisladas de un segundo 1·ast,,-eo. La auto,,-adiog1-afia muestl'a que la clona C-58 
pt·esenta el nnsmo patt·on de 1·est1·icción que en ADN de Procambarus p2wa la señal 
especifica detectada con la mezcla de ol1gonucleót1dos HDP-2 (se ap1'"ec1a un.:1 
banda de hibt"idacícin del nnsrno tamaño tanto en acocil como en la clona C-58l. E 
=Eco RJ, P =Pal 1, PI<= P1·ocamba,..us klarkii. 
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d1s.::1~F.!p.:1nc13 l~ 

l1ibt·irw, s;i~1· lo q~e ·.a1~al_i:!-3.1·-·e1 g1··it_dp "we :~r~a.i_~~~~~\~1:~-~ -~~~-t; ·,g~1.a1:·di.11· t.:oo.0:1s el la:.:; c,-111 
;-o~ ," 

!''-: ~~:~~· -' -.,;. - ~' --;::· 
.. ;· :',-',>.-· ·-<~·:-~:·:; ;-'~~-::,:-?:·~ 

: {:~:·." ,;··;o "..'.-; 

. - - -;-' - . '. -· ·- .:,---: _.-_:, ·_. - .. - . ;: ---~ 
el al HJ01-:tic;lrf.{i'tldo:_ ft.1~ :)11~p1~E~~~-~~-~br~>-

~-' ::\~~:~:=::·/ ·<.}i:. . ·:·-:_~-~:_' ··' 

ESTAEIIL l DAD '.rJE:í.. '1!,PAREAJ;úa>J"f() 
.·-·. ·;<<' .-.~~-' <·,::1-' 

En v t ~ta· de _ q~{~ ~: .f ~~ -.. J ·d ten~ .r cLltj·. :. ~; _:i ~, ;::.f,~-~~\:~:~tj~¡~:; ;~.:·.-
.... " ' ' ,···:-"·:: - '·', ', ~-•; ">,:'.:~'.~ . -·.::··· ··'>:-' 

111b1-"j O.:sC\órl·.·e~i.;t, r--efa-C:\61iáCfa(;~:ée:i~)=f·;·~1·idq· cié" :~~p\~~t~:~~rii'rf#f\t.P_;:qc~é gti,to'O.~ C:~f) i..~- 5¡;n,1;:;; 
· --·:. ~..-._ '.;;.> .... :~,~-: "-',::.-_,. ·~·,,·/:A-=-j__:·. --~~'--'i_ .. ; .. _ · ·,_._<~'..: ~--=-< .. -~ _;.:-: -'~ ·· 

< 11 > o 1:011 el r~.:t~l'·6· de. "s9C\i8~Cí:hS· · bl'.3r1CO:, </-~,~~ d~&.i,di<~/;';;~-~:·i{t;,a~.-~· Ltna nJrn-~ id~c i_c1 i 1. i r1c1 

s.:.utr-.e.·n P·"',, .,ªf;,.r,.c .i1 ~~waootcte·;~· 1~~i8§¡~T iE~ ·~ 1;0~~~m:~. 1¿ . mezcia '"e 
•::.:i• -.o~-' 

al 19onucleól:.idó;; HOP"2tcin~ra:s drief·ente~ ~,l~·~,.·~; !iii f~t~(~;,1;e1·uít.inLr, se:cou;cn Al:1'i 

de PJ ·1-;c,::unb=i1·iis d1 g~_1·1:~;;- -~~¿;\ ~a;~-~·:as.-'8i~zf~~·~s .'d~~{.~-,~~'{~~ i¿·¿·j-~~~-:a~i'~ c6r;;o':·t.am~~Ú::n: el AD·J 

ele las 5 clo"~'= .3isld1~.~s cli~~;·ido) e:~~. É:~o RL i.cl~·' v,;;·¡~81~ -utki ~ad,l i'ue · ¡ d . 

tt=mpe1·atu1--a, modif1car.d6 ----:las·--~~.;~~·-i~i--6~~~-~"°~ .. de ·.-;;ib,~·j·-~~~-.f"ó!~ ~,~ ;_~,Í~~ado ._ele )D~~~f i i·cl·os 

(F lg. 15>. Cla•·amante pue<'.Je ¿¡p1-i=ci,11·se que. ·~ay;u~\.~~;l ll1as ii~tb;,sa ~n:las clanoic; 

A-11, ¡;-·:i1, B-'•l v 8-42 en ,.;;;lación•i:Ón·i~·.·· c161ia•c~5EÍ a 42°EO~'~;n1~~ ~stas·cron~.s 
-.~··,>\'·,:).'::.- ·:_~·' 

pei··sister. tempe1·.:atuva- de 45. ·-0c ;n1er1t..~a·s····q~~· --¿;5a·~d-~~~,;~·t~~:~~::.':·Eh~6-s ·d.:;)t.ws 

::ugiet·en que las clonas 1~-11. A.:::21, B-"~l ~· s24;i!;O,~fi'a~ q~e pi:esent:an fo m.<lyc" 

r1r;mwlnqi¿, a l.~ me:cl.:t HDP-2. __ .~in ·emb~rgó, la--posib·i.·i'it1.3-6 --~ 9L.'E" la G-e1:l.1t-;'11r.:1.J. bianco 
·, ... 

los inse1~_tos' no se- pLl~d~ desca1--ta1·~ 

Tambien es 1:ie notar- que la señal detectada en Proc.'3mb.·J,vc.1s des.Jp.-are1:e baJLl l . .;s 

condiciurR::s e-i-1 las q~e. es ·pasible aún oetectar' seí1al en ·las clon~s mas horr1ülr:io~1s, 

menor· l1omalogia a la5 clonas y habet·ia detectado implica que muy pt·obabla'1l&mte es 

Lln.=J sel:uer,ciu 1··epetid-a. En vist¿;¡, de este Yes1..1ltac10 se decÍdió v.:¡_lor·.a1· la p1·esenc:ia 
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FIG. 15l VALORACION DEL APAREAMIENTO ENTRE LAS DIFERENTES CLONAS AISLADAS CON 
HDP-2. El AON de varias clonas -fue digerido con ia enzima de 1·est1·iccion Eco R! 
<nombre de las clonas en la pat·te supedor de la -figura), asi como AON o¿¡ 

Pvacambarus con varias enzimas de , .... esti"icción. Se pr·epaY-at·on 2 membranas de 
nitt·ocelulosa con las mismas muestras, cada memtwana se tiib1 .... 1dá y lavó a l.;t 
temperatw·a indicada en la -figu1·a. Se apt'ec1a como desapa1··ece la señal det:ectada 
en ADN de Pr·ocambarus al elevar la tempe1·atut'a de hibridacion 5 ºe así como la 
señal oe la ciona C-58, pet·sistienoo da mayat· a menor· inte11sidad las clonas 8~2, 
All, 841 y A21. Así mismo se destaca en -for-ma impor-tante la escasa señal 
proporcionada po1" C-58 en las condiciones de baja estringencia. E= Eco Rl: H= 
rlind III; 8= 8am HI: Bg= Bgl I; K= i<.pn I; P= Pal !. 



üETFC.CION DE SECUC!oJCif-lS REPETiüf-'S DE p¡;•DCAi•iBARUS EN 1..AS CLQ'·.J.;S, 

el riGt-J .ac= L1n5 espec:c oatt.?nn1nado, _es l1ibr-i d.!t1· las cionas cot1. e~cesó e:: AD:..J m.~11··c.:;.a:~ 

p1·eaenc1a 02 sec:Liencias 1·epetidas·en las clonas ~~11.i A-21 .v·c...:58, ·mieiit.ras Qtf.E 8-
._ ' ' ~ - '. .-... -. 

41 'l B-1i2 r.a pr·esenta11 secuencia~ altarr.Snte· ._;.:.ePe?tid~s. _Este 1-'-o:iultadCi .·/_·:~! _de 1·1¿,t.:.at· 

-···-.-·-,_ ... '·· 
cclfno pi .. oo.:;¡bles par~.:l ~ont12,n,et·''·setuÉ!nC"i..iúS~,qtJe--c:~d{Fié:a1~ri:l:'. a .l_~l HDP, ,.-;}rJ¡".<·1r.J ·qu1.: st.: 

a2ciOio seocu«ncia1:Ja;; ¡~a,:a'. c~1·ac~e1~;~~1- ·;}~~egfon\1~,,;~ l1;bl'ido el ~l19~n.icleót:l~'· 
Er1 visti 1:;;:l _t~na1~ 1~:::-.. lci~--~íñ.~e!··~t8s\·(·~~ ··p,:¡;~;edia:-1;3,·Kb> .'i-.á séCtJ;~;:¡t~l-;.(1.~~_;;;~::·l;t .. !.(scit-1·i:~ 

--

-üi-f lCl f~{ el·ftOi)Cés·~;~-ÍJa~:.:Í· ,Vf!tlar\at·-.:o-~/ a1131 i z¿,¡~--~en ·m.?hór~ tl_emPo~ 1 ~, t·'eg1 on 

Id ":ecuencla ~!<111r:1F(;eÍrJli¡jOrl~K::·i!~d·11J, se - ka'''ª 
~:>,.-::>-· :·_. 

d11·eCta sor.-.1-e '(jcibie~ ~cF.1de_;:n3, ü~{11_:!41ndo_-coma 

effrp lea do ·1-:in la. 

HOP·-2~ 

Can 

Se 

ol 

adeoiar'!o p..-lr·a sect1enc:iarlaá 

preser.cia de 1.111 patt·on sirni la1· en 
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FIG. 16> HIBRIDACION DE ADN DE PROCAMBARUS SOBRE LAS DIFEf;.'ENTES CLCX\JAS. El AON 
de Procambarus se mal'co l'adioactivamente bajo el pl'ocedimiento de Nick 
t..-anslation con una actividad especi-Fica de 1.5 X lú 6 cpm/ug, e hib..-idado =n el 
AON oe las ai-Fe,·entes clonas d1ge1·idas con Eco RJ, bajo un p1·otocolo de al l.a 
estr·1ngencia, se ap..-ec1d que las clonas A-11, A-21 y C-58 p1·esentan en su 
inse..-to secuencias muy ..-epetidas, <tiempo de exposición 2 H..-s.>. 
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en '/ 

e¡. ·0 

i .~1 

anal i ::ac:a 

a lr. 

sec:uer.ci.a. 

Al'if-'1LlSIS ''l SECL'EJ\iCíf".l CE LAS CLONAS A-ll, 8-41 '( 8-"~2. 

Can·1a·, -f1nalidaa· de podet· leer cesce el jnicio ... de·l ir1Sc=:r,.tn l~ :::ec:L1t?nc1a st: 

r·eal120 con el _irÚC1a.d:w.de _la posicion - ·40 del 
.. ·- -

. f<i t "ce··.· fiar:Üó1~i1:=a 1.LJ,-¡ i t.r-1d St~:it=~~ 
·'- -,;:,-· 

~ -;~ -

81ocnemical D.}1 pai:at.ú:11~) •. La seu:uencia ·i=l1e complet~.-~·r~~ i"bS:J¡:;se1~to5 "ce. -la suDclon;. 

B-IH y 8-42 Wig. l8Al. La sub<:lona A_-l t se secuenéotd~~~~-¿{;,,j'~;a,~~~ 
"~ ./~-~\·.,.:-'{¡, 

di s t l n~as, s1 ti emoat·qo . f a·:_:'~ecuenci a -~-G.=-.-~=o~~~Jf.i~\i~~i9-~~t~;~~~J.f~~·~::~.q~.~~~-'~·~ya?in--,"' i..1na--.7 

secuenci.;. 1·ep2tid=-.~~;·· ¡;;::;;{i:e •oo¡ inse.-to J. w}r;¡; ~'.Ú:7~r'; ;~~F~A~;:~,;. :c:o;·,íprob<:.•>j;> dl 

enconmw una secuencK,~~ie se 1~epet~a C:cióa.:::7Jc;,~;~i"'1~;~~>~:a:,óna homología _d'" l'1 

nr,::l e,;t idos p.,.~a l '-1 .. n-:z:.JJ.h ~1dP~i{ ,;;,,.- 19 .'.ii:í~ ::,~~ ,_S9;;,;i{ci,;;:#, Írií~ed:,~<;I'. iÚ c~ri21 L1Ú l ,, •. 
,·,·~· ';:~- '-.~::. ;;··~t_: ;¡;_~.~-,,. «:\' . ·<.-::.>, 

E.n a .. :11 se e~;S~1~r1·t;~~·:'..'~;~.~.)~~·~J).~·~{í'~/t~~9·1, :.~ra· .. ,¡OO·:.Cra .j:ióP~2~·:da>· i'6'Jiié1EOti ii:-;5 ;:·:~n~.·1 t?.í~;t,·~~ 
·~-';~ _, '·~·:;·:·!':· ·. :\~;:::!.'"-"~ /~e:,::· .-¡ > • • •• ·',., 

qL1li: en 5-·.:~:;: l.n' ·zt:J11a d_9r·~~~8', >í?i:·~~.e.0\~~-:::: !"!~~j_é1~b6;.~i~:·1,·S1.jí·~·'.'.:~' ... s~~- .i~·~ve-~:··: l"1~~-~1"1<~1t;p;{~Jr~ pn,. un 

lk_1cle-ót160 <Fi(j. !88l: p;i1~a vel-iii~~w; j¿;,~~tiim;,:ia dé! ·~-42 .sé .;~,,:~,,~;,:,;,lb ,..,., J ¿,;; d:;~ 
-~- ~-·~: .:,~!··;; . 

-.-·.-
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FIG. 17) IDENTIFICACION DE FRAGl"ENTOS GIJE CONTIENEN LA SEa.JEl\CIA BUWCO DE LA 
i"EZCLA HDP-2. El ADN de las di-Ferentes clonas se digirió con varias enzimas de 
rest1·icción y en una hibridación tipo Soutliern se detectaron los -Fragmentos que 
presentan hibridación con el oligorucleótido. A> Trans-Ferencia de gel de 
agarosa, B> en gel de acrilamida, All y A21 digestión con Pal I, para 841 Sau 
3A, para el resto de las clonas no se aprecio alguna señal. 



lBA 

SECUE/\CIA /\LCLEDTIDICA CLONA 841 

10 20 30 40 50 60 
GATCTGGGGG TCGATATCAC ACCGAACCTG TCCCCAGAGG CCCACATCGA AAGGATATTA 
CTAGACCCCC AGCTATAGTG TGGCTTGGAC AGGGGTCTCC GGGTGTAGCT TTCCTATAAT 

70 80 90 100 110 120 
TCAGCGGCAA TTATAAAAAC TGCCTTTAGA ATCTTGTGTA AGGAATCGTT CATGACCTTG 
AGTCGCCGTT AATATTTTTG ACGGAAATCT TAGAACACAT TCCTTAGCAA GTACTGGAAC 

130 140 150 160 170 180 
TATATATCCT GGAATCTGCA GCTTCAGCCT GGAGTCCATA CCTAGTTAAC ATAATTTAAA 
ATATATAGGA CCTTAGACGT CGAAGTCGGA CCTCAGGTAT GGATCAATTG TATTAAATTT 

189 
ATTTGAGAA 
TAAACTCTT 

SECUEl\CIA NL.CLEDTIDICA CLONA 842 

10 20 30 40 50 60 
AATCGAACCC GGGCCATTAG GACTACGACC CCCGAGCACT ATCCACTCAG CCGCATTGCC 
TTAGCTTGGG CCCGGTAATC CTGATGCTGG GGGCTCGTGA TAGGTGAGTC GGCGTAACGG 

70 so 90 100 110 120 
CCTAACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACACACAC ACACGACAGC ATCGTTACAT 
GGATTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGTGTGTG TGTGCTGTCG TAGCAATGTA 

130 140 150 160 170 180 
GACCATTACT CCTTTTTTAT GTTTGGTTTC TTCAAAATCT TCCTCGGACG TCAGAGGACA 
CTGGTAATGA GGAAAAAATA ~ AAGTTTTAGA AGGAGCCTGC AGTCTCCTGT 

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

250 260 270 280 290 300 
CGTTCTTGTA ATCTTTTTCC TAATAAACTT CGTATGAACC AGAATCCTGC AGGCATGCAA 
GCAAGAACAT TAGAAAAAGG ATTATTTGAA GCATACTTGG TCTTAGGACG TCCGTACGTT 

GC 
CG 

FIG. 18> Al SECUENCIAS l'ILiCLEDTIDICAS DEL FRAGMENTO DE LAS CLONAS 841 Y 842 QLE 

PRESENTAN HIBRIDACION CON LA MEZCLA HDP-2. 8> REGION QUE f"'IJESTRA HOMCLOGIA CON 
EL CLIGONLJ['..LEDTIDO. 
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cadenas 1··eal i=ando pa1'a ello un proceso ce subclonación en el , vectoi<M13mp18, :así 

.nisma tambien se Y"eal izó la sacuencia en ob-as tYes ·clonas aisladas en ··Fohna 

individual, en conde se con··obor·ó los datos d8 secuencia obtenidos. Las secuencfas 

ootenidas se analizal'"on buscando zonas aledañas que pudieran cadif'icar- -par-3 las 

amir.cocidas de la HOP. así coTiO al1;.1una -fase de lectur·¿¡ abier-ta o señales de 

procesarnient.cJ paya peptidas~ Con este p~·ocedimiento no se encontt·6 ninguna 

similitud con la HDF' o señales cJe pl"ocesamiento que indiquen que las clona>; 

aisladas colJifican par-a alyún péptido homcílogo. 

Las secuencias oe 8-41 y 8-4::?, se campa1 ... at·an con la base de datos Gen-banf.... 

PaYa B-41 se er.contt"tj la maya1·· homologia can un pequeñi:> i"1'"agmento de la 

¿;pol ipopt-·oleína a de Humano, asi mismo se encuent1·a una homología va1· iable con 

genas t•ibason·.ales. En lo que t'"espect:a a la clona 8-42 se identi-ficd una región que 

muest1·a u.na g1·an homología (93.3/.) con una secuencia que pe1-·tenece a la far11i 1 ia 

r""ica en CA, la cual se encuentl"'a en una de las v,.:i,~iedades de secuencias n.zpetidas 

l larnada 811\E (8ho1·t !Nte1·spet'sed Elementl, ampliamente distl'ibuidas en el genoma 

eucariotica; algunas de estas secuencias se ena.;entydn en sitios en donde se 

pod•·ían utill=at' como elementos colaboradot'es en el proceso oe 1··ecombinación (117). 
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VII DISCUSION. 

Uti l i2ancb una mezcla de ol igonuclecitidos sinteti'.!ada en base .;i la secuenc1¿ de 

la Hormona Dispet·so1·a de Pigmento <HDP> de Uca ouai lator, se aisla1-011 5 clonas a 

paYtir· de un banco subgenórnico de Proc21mbaru~, las cuales pr-esent.an una hc1mologí..a 

p.ar·cial a la rne2ciec HDP-2. La esti·ategia inicial de este trabajo conten1plaba clona·· 

el gen de Uc9 puail'3tov·, cuvo .fundamento se encant~aba en result.:i.das previos en 

donde pc,1· rne:Jio de hib1·idacicin a b.;ija estt"inge1icia es posible clonar genes 

t~elacionadas. Sin f.:mbar·ga, esta esti-ategia f'ue , .. eestYuct1.wada e11 bas8 a los 

1·esultados enc:ontvados inicialmente. Dichos datos se obtuvie1·on en un e~{per·íme1-1t~ 

diseñada paya detc:r·nüria1" las mejores r:and1ciones de hibr"idación que pe1·mit.ic~t·an 

.-ealizar un 1-astn:o con poco ruido de -fondo originado del ADN de Uca en un banco 

genómica o de ADNc. Est:e e:-:per-imento, per-m1 tió detectar· un¿¡ banda da t1ic1-idac1ór: 

especi-fic:a en las das digestiones empleadas en ADN de Pr-ocamb.3n.1s (Fig. B>, la cual 

se pvesent-:l en for·ma selectlva pal'"a Lll"i3 de las mezclas de oligonucleótidos !Fi<J. 9> 

Clas que dif'ie.-~en sola en un nucledtido>, no pet~te11C?ciencio a las secuencias de AD~·J 

más 1·epettt1'.:iS en E!.:gi.:"".:,.-3.mbarus <Fíg .. BA>. Así mismo, pt~esenta un tainaño dernasiac1o 

g1--ande p.a1·a ser~ u11a secuencia 1--epetida que oyig1na solo una banda can por· lo menos 

3 en2imas de re;stl"icción. Uno de. los mayores putitos de apoyo par·a el cambio de 

est1·ateg1a -fLH? Ja in-Fo1·macián con la que se contaba acerca de que la secuencia de 

la HDP era la misma en /Jea y Procambarus. Todo el lo hacia -figu1··ar a esta señal como 

probable pa1-a contene1· el gen buscado. 

La explicación a la -falta de señal de hibddación en el ADN de Uca, se 

consicJe1·ó como posible causa de una vat"iedad de especies. A este respecto es 

necesar-10 canentat 4 que se p1~esentayon dif'icultades par·a identi,ficar· plenamente la 

especie empleac:!a en !¿, put·i-ficación del AD:'J. Así mismo, se apoyó esta posibiltd:id 

en vist.:.1 de no habeY det.ect,:i.do ninguna señ¿-.l bajo un amplio t-ango de tempe•·atLW.3.S 
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de hib1·idacion, .tenie11c!o coma ant~ceú:le,.;~e que es ~ooib}ei~tectat: una -~eña) t1n1ca 

con :;=tividades esp9c~·ficas 
·-·" ., ' . ·~ ·<' - ... ',. '. 

bance subgenórnico era la altét'nadva más' pr&nekdc:íi-~ pahii~el .cciisf~íii!nta, ooF gen de 

, _,-'::/'. --;::· :.:,~.-L-
l a HDP en P1 ~CJC-E!lJbar1..1s. .-, -·" ·.r:. '..~ -· -}:;.::),:: _~-

No obstante lo antel'ior, en el··~emto en qués.e ais1cf 1a::;¿¡()fu,qi:íe' :supon{arr.os 
.-; .,: :_, . 

pot·taba la :;ecuencia buscada CFig. 14), i'ue evidente que Éísta._pe;:.tenecia a un¡¡ 

sec:uGncia repet1da (Fig. L5 y 16). Asl misma, las clonas que inicialn-.ente se liatha.n 

desca1·taoo p:..saban aho1·.a a ser conside1'"adas comc:J p1'"obables pa1'"a contener· secuenc1as 

de r;iayo1- hamoio9ia, en particula1·· las clonas B-41 y 8-42, las cuales presentaban ia 

mayor señ3.I bajo expe»imentos de hib1·idación CFig. 15), est:e dato pudieo·a t:aoob1én 

estat· oric;]1nr.Jdo pa1~ la µt·esencia de va1'"ias copias de la secuencia blanco dentro de 

la clona. Tal como se encontró en las cionas A-11 y A-21 (Fig. 178), las cu3Jes pa1· 

1<:";"1 similitud ee sus patr'"CJr1i2s de ~·esti··icción o.Jn P-11 1, se consio2r·\1 o.:mci p1-obablt.? 

al ter-nativa más l:er·te~-a de saber· si las clonas a.isiadas contenían 1.3 secuencia que 

cadi-ficavia p¿,,-a la HDP e1·a secuenciarlas. Algunas alternativas .Pª"ª .-edc1ci1· el 

n .. :.uner-o de clonas a SE?cuenc1ar·, f'ue r·ealiza1-- hibY-idación con ott~o olígonLtc:leotiC.o, 

el CL1al pr·ese-nta1·a híbi--iLlación con una , .... egion distinta a la utilizada p.at·a la 

mezr:1.:i HDP-2, br:;jo estos e"pet'"imentos no se detectó señal alguna sobr·e las clona.s 

en expeY-imentos tipo 8Guthe1--n (datas no mostt-ados), sin embat·go, la secuencia 

emple:3.da f"ue la de Uca, y aunque la secuencia de Pt·acamba.1·us se r1os había t"e.fe1·ido 

como la misma. no se enconti··ó ningún Yepo1·te en la literatLwa que lo apoya~·a, y poi· 

lo tanto cualquie~· resultada negativo no et-a concluyente. Poi"" tal r·azón la única 

al ten1ativa par·a conf"i1·ma1 ... la positividad de la señal -fL1e secuencid.r-lcts. 

Finalmente, la secue11cia de pequeños i't·agmentos que pt·es.entan la zona de 

t·ecD110c11Tde11Lo del oligonu.cleótido de las 4 clonas, demast1-at·on no codi-Ficar· pa1·a 

la HDP. m pa»a algún peptido t"elacionadcl. 



Recient:ement.e se pudo ci:mta1· .. con· _la secuencia de la 

<ll2l, la cual i:lf-Fiere- en ur1 aminoácido con r-especto a la de Uc.a puqilatC,,-,; E,;;te. 

cambio se p1·ese1·,ta precisamente en la r-egi on empleada pa1'"a s1 nteti za1· el 

ol igonucleóti.::10 uti l i::-~do en los rastr·eos. E"pl i cando en pat·te las causas por las 

cuales no se detecl:ci ningun;, ot1·a banda en AON de Proc.amba.rus. Ot.>·a 1·a2ón. q1..ie· pLldO 

influ.i1 .. en no detecta~· la señal dE!l gen podYía sey- el 'contal'· con una ·actividad 

1 
específica r.1enol"- .ti la Yeque1 .. ida pa1·a la detección de secuencias LiniC::as en -AON de 

ct·u.stacEos, lo cua.l se encuent~·a ... elacionado c:i .. ~ri el tamaña ·de-1 geh~;~. El 

expe.-in-.ento en ei cual se identi-fica,·011 5ecuencias únicas (341 .sec!-~a' __ n.ia,"·soti'1:e-BDN 
~- ;; "-. 

. de 

<el 

encont1· a11.;Jo si mili tud2s 

... · .. _•-:-

las secuenc1a.s con las que gL1ar·da l1cmología la clona 8-42 se 1:·elaci_or~::t.n. coÍl· 

aquel la5 secuencia5 que pvesentan vegiones .-icas en CA. Para el caso ·de la clan=- B-

41 se ¡wesenta ho11olagia val'"l-3ble con diver·sos genes ric0somales. Es da pa.-ticulat· 

impm·tancia 0Gstaca1· que la 1·alevancia da estos datos está condicionada a la 

obte11cit'1n de una mayo1- lo11gitud de secuencia, puesto que los ·Fr-.:lC]mentos ,J.nalizadas 

son sólo una peqL1eña pat·te de la clona. En un intenco de a11alizar· mejo1 ..... estos 

1-.-agn-entos se >"ealizci un.;, l1ib1·idación tipo Southe.-n y Northe.-n, en ambos casos b.Jjo 

condicione:; de alt.a estr·ingencia, se encont1'ó un señal a toda la longitud del 

cat·t·i 1 (dalos r.o n1ost1"ados). En el caso del Qxper·imento tipo Sout!1e1"n, el r·e:5ul tackJ 

esta1'"ía oe ac:uc~wdo er1 que estos·~1--agmentos , ... ep1··esentan secuenciA.s 1'"epetidas. Pa~·a 

el c..:..so del ~-.!or·the1 .... n. no fue Taétible aprecia1·· ninguna band.::l, sin embat-gn, la 

calidad del ARNm no -Fl..1e la a.der:uada. No obstante lo anteYiot·, .los das -f1-a9mento:; 

secuenciados rr:1 pt·es:enta.n un m.:wco de lectu1-a abie1'"tC>, poY lo que es imp1~ab.:ible que 

codi-fiquen pan' c.lgún péptido. 



Es <Ni dente cc1n los •·esultados p>·evios, que el. continua>:" .. con el análisis cJe 

las clonas aisladas se1Mia in·fr·uctuoso, por· lo que es necesa~·ia.:con.templar- rn.11'.?vas 

al te>·11ati vas de abcwdaje pa•·a el p1·oyecto. Al respecto, teniendo éomo antecedente 

los 1·esul tadas obtenidas en este traba.jo, la coi1stt-ucción de un banca gendmico no 

se1·la lo alternativa mAs viable, puesto que la presencia de secuencias t·epetl das en 

el gen.:ima Ce Pracdmt..~~ru::; que muesb·an r1omalogia con oligonucleótidwG par·a la HOP e:::; 

ffiLI':r' al ta, y l.a pasibi l i.:::lad de clonat· nuevamente c1lguna de las secuencias uisladas 

se inc1·emr:nt.ar·l.a. En este punto es importante comentar- que en un intento previo 

p::u-a cioncH· la HCP de Proc.31r1bdrus también se aisla1'"011 secuenc:1as 1,..epetia21s. Una 

pasibilidad de ev1 ta~- el aislamiento 00 secuencias 1.-epetidas. seria la ccnst1--uccian 

de un banco de AD!\Jc, al tenutiva planteada al inicio deJ p1~oyecto, sin i=rnb.5nJo, la 

escasa J1Dbldc:i0n celul.~t- d? net..wonas que sintetizan la HDP <105), podrían 

di-ficL.lta1· el aislam1ent:o del ADNc especd'ico. En el caso de ia HHC, la cual es una 

de las hormon'3s m.;,.s 3ü..tndantes en la glandula sinusal <27;45) y la cudl -Fue clonada 

a par-tu-- de un banco de ADNc, se aislar-en 3 clonas de un r--astt·eo sobt-e 60 000 .fagos 

recombinante:m ( !GG>. 1'1 este 1·especto es impo1·t.;.nte r·esal tat· que la concent1·.;;ción 

peptidica de la HDP es .i·.er.01· que la de 1<1 HHC poi· lo que es p>·obable que se 

t·equier·a de un mayot· núrne1,..o oe clonas par-a el rastt·eo, lo cual se ai:~¡r-1::·r3a a 1'1s 

limitaciones de obtencion de tejido <en el caso de la clonación de la l+C, se 

r·equi1··ió rn.E.s de 500 tal tas ocular·es>. Las condiciones de t1ib1-idac1ón det.:.en esta~· 

por· a1·1·ioa de las empleadas en este t1-·abajo co.1XJ una madid.3. de evita1~ aisJat· 

nuevamente 5t?Cuencias can homología par-cial, por- SL1puesto, cc1nsidet·.;indo ademas, la 

síntesis c;2 un nuevo oligonucleótido que se fundamente en la secuencia de la HDP de 

Pro~~1rus <HDP-3 C/G-I-G-A-A/G-T/C-T-I-A-T-T/C/A-A-A-T/C-T/,.; .. C/G-I-A-Tl. Una 

alte,·nat.iva que puede soluciona>· en pa,·te la escasez del ARN específlco de la HDP y 

sob~epas::ir- las limitaciones de tejido, es uti 1 i ::at· un pt·otocolo que contemple una. 

Reacción de Ampli-ficación en Cadena de la Polímet"iz.;.ción de ADN, el cual se1·vi1·ia 
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para inC.-ernentai' la póblaciiín ·(k ~~sa]~r~s especí:H.cos, ~ti_lÍ:oar1cia pa(a el lo AF!N 
-'" - ' ·, ": - . -.. - ~ ,:- - _.- ._' . - - : 

obtenido a páo··tir de.uoia 1-~g¡ó~ ~l SfJ ~p¡;bé:amb.3n.1s E!~ d~p,:E!,~e p1·es;,nt~ l<l mavoo· 
,:.:.'~:•:', 

cantidac de cuerpós heGb:inalesf:que, ?sintÉi'Üú~\: %. HDP.\ L~ 'éi~tnitegia ae 
, ·. - :. ' _,,,, . ,/;~(., -~ ;_;;~_ [_::_~::::.~,')~'- ''·«.::·_;:< :_:.:.: :'. "-~-'.~:~. : -;·.~;:,:'_ . ' .. ,<: ~-: :··: ~~·-~- .. ::. ;_,~}J>· ' -· . :: : 

ampl i-flcación c!e ~r.uencfas .de ADl\J er,i· los::últimós años1.J1a';pe~nii t'ido el .:il\slamiento 

o·ap.\aa aa vao·ios .9enE!sC~41fÍ~~1};;;~~''1~í·'~f~(~~·;.·¡~~íDPe"~:~;Q: del ~~-J~\je laHonrona 

Hi pe1·g l i cónica de. Ct:u~t~~e~'.~_;,~ ,.~;r~2~~i·t~',%~i, ~~é{}~lca~{b~ ~l • -Fr'agn;anto del fif.N 

espec i -F i ca. podría '~~~fY'~ {1ii ~±.h~.:.~.;U~' .. ~~~1;~;23~¡;i·~g~·k1 ~it i.dbs dl.· i ~ i d~ a 
-·"·:·.:;;s~: .< .'::_ º->- . " • • • -- . 

ur>:l de los eiitt·erno~:;~1:) AfÍf\!niLy~l16i{9éírilci~óÚ~c/ird~~8~r1~2?8 ~:~alÚ-T qGe a~;s 
pt'esente u1ia}•·egÍÓ%E~b'inb%ü)1e~·::, .~·{~ios ci~ \:~¿b,::~i:~~~':Á~~ ·}~i ~l,:'i~~ ... ;~~í mas· · ae 

• • ,.-, '-~:<:,, ·.-_\,;,' <;.)'.:, ,•,.;(-,,;' '~':(·' -. ;_<':: .::{;.}~~, ';f:.'..'.,-/- >¿,;·,~;.:·.'.'-',:e~>'.'\·"•' 

r-est,·icción•.sue·; ~t32~i{;tf~.í~.·.affip1.1f~,C:ae:11zv.g;rrt;:fr~#;s_c1;.~i0\n1,ª~J.,de·1,t; •. ·.~.·~,~e0·g1 •. ;:····.~1: .•. r.·.·G.1~.·~.~'..·.~.~~~iP;~ti-~···ª poli-e ,,10,·iaa1·í~!~~i~b*Z;i~.2ói;,, ·cie,:;c;11-f\ o=córilina .· , esta últfoia 
- . - - --· __ , __: ' -'_'fe_-_,__ : ~~:-~~~~'::C - -. ·.''-'0:..'3,C--_:::'.._,,: --~'.:.--;:_:,' :;~·- • '. -=__;'-;;':._;__--:_' ... 

agregada in Vifri::J).c·pái~1 el caso del ólig6nu~1~ciüc:b HDP..:3se".:1tÚiz~•;.íá'eí.oli1Jo 
'· , .. ' 

pal i-T como inidad6,.- en la geru¡wacion dsl ADNc (Fig. 19). As1 11li5i110, es finpoi:t:anú" 

dest.3c.~1· que con el «eciente desan·ol lo de anticue»pos pa1·a la HDP ( 1'14), se han 

iniciado estuaios inmunoci toquímicos ( 16, 144), los cuales pod»ian pt"oporcionat· 

datos iniciales ace1·ca de la r-espuesta celular a la libe»ac:ión de este efector. Sin 

duda, ei desan·ol lo de una mayo..- va..-ieoad de tecnicas siempt'e pe.-n1i te contar con 

Si bien el desan·ol lo de este t»abajo bajo la estrategia empleada no p1·oduJo 

el .1'"esultaaw esper·ado, la r-elevancía del proyecto sigue ·..tigente. Los datos 

aportados en eate t1·abajo pt·apo1 .... cio11an info1·rnación impor·tante pat·a la mejo1·· 

selección de las dive(sas estr-ategias existentes. 

La coo.-dinacian de dos ha..-rnonas antagónicas, que ejercen su efecto fisiológico 

sobr·e la misma célula, es un mec.=lnismo cOfTÚn en los organismos multicelula1 .... es. E11 

pa1·ticula1· este modelo pe1·mi te la manipulación -fáci 1 de di-Fe1·ec1tes estímulos que 

ccmti-·olan su actividad Cneut"'otr-ansmis·:J1,·es, estirr1LLlo luminoso, ciclo luz-oscur·ida\.1}. 

Pat"O uno da el los se han acLimulado datos que apovan su inte1~vención como efectoi· 



ARl\l'n 5' 3' 

HDP-3 
5' 

ADNc 3' 

REGICJ\J AMPLIFICADA POR PCR 

3' ----5' 
XXN 

FIG. 19> ESTRATEGIA PARA LA AMPLIFICACIDN DEL ADNc PARA LA HOP. Después de 
realizar la cadena complementaria al ARNm, utili2ando para ello un oligo-dT que 
en su extremo contenga varios sitios de reconocimiento para enzimas de 
restricción, se utilizara el oligonucleótido HDP y el mismo polilinquer par·a 
ampli~icar un ~ragmento del ARN. 
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ccroún pa»a ambas loonnonas, poi·· lo que es posible postular que. los mecanismos de 

integ1··ación rxeso!lltes en este sistema deben mostrar 11iOdulación concer·tada. La 

cornpt·ensi ón de esta esti·a.tegia de contr·ol, parmi t1r·a conocer_ un pocO_ ·~s ·la, f'o1"ma 

como lc:is céllllas de los cwq.·:lnismos pluricelular-es -integra".1 los di-ferenteS :est'ioll.~los 

que •·eci b2.n. 



Reactivo 

Acetato de soo1a 
A= i ao -~cat Leo 
Acida bó1·ico 
AciL10 cl·::it·híd1 ico 
Acicw daso: ... 21·ibonucleico 

tipo !Ii .3 pa1·t1t· de 
testl.culo de sairnón 

Acido et1len Oic;mino te-
t1·acético dil1i d1·atado 
dis::idico CEDTA¡ 

Ac1ca rYiclo1·oacet.ico 
Ac1·ilamida 
Acencsin 5' t1·1-fasf'o.to 

g1· ado I l 
Aga1· 
Agar·osa HGT 

c1 on a ei 1 ta tempe1·atu--

VIII MATERIALES V METDDOS. 

Marca 

Sigma 
J. T. Bake1· 
J. T. 8ake1· 
,J. T. Bake,-

Sigma 

Sigma 
Mei·ck 
Bio-Rad 

Sigma 
Di-Feo 

· .. REACl"IVOS. 

N ° Catalogo 

s-:::ss9 
'75~)7-~62 

0084-:0-l 
9535-59 

0-1626 

E-5134 
807 
161-0103 

A-c3377 
0140-01--:0 

..-.~1 Madne Colloids 49-051~ 
Agan:i:sa Sea Plaque {ge-

l 1-FLcac1on ¿, baJa. r.em­
pet·atLwa) 

Ag .. :~.r-osa ul tt·apu1··a gr·ado 
ADN 

A 1 bunn na oe suer·o bov in.a 
C-F,-accion 'J) 

Alcohol iso..imí l ico 
Alcohol isop1·opilico 
Ampicilina 
Azul de bnomo-Fenol 
Saeto t.-i ptona 
Bis-ac1·i lamidi3. 
Bolsas de diálisis 
5-bi·o'Tl::i-4-c l rn·o-:'.-i ndo--

l i l -8-0-g<J l actap 1.-ano 
sido <X-Gal> 

81""Drrur-o d.:? etidio 
Cit,·ato de sodio 
Clcwo-Fo,-mo 
Clot"Lwa de amonio 
Clcn . ..:.1·0 de caicia 

(;;nr·,id,·a) 
Clo1--u1 .. o de cesio 
Clo1--uro de M.::ignesiCJ 
Clo1··Lwo de pota·sio 
C lC!r"'lJt"O da SOCJ l Ll 

Oeso:-, i ,~ i t1onL1C l ei;sa 
Ctipo l > 

D&><b·an sulfato 

FMC 

Bio-Rad 

Sigma 
Mer-ck 
Me1·c1< 
Sigma 
Bio-Rad 
Di-Feo 
Bio-Rad 
Sigma 

Sigma 
Sigma 
J. T. Baket· 
J. T. 8;;ks1· 
Sigma 

Sigma 
Sigma 
Sigma 
Sigma 
,J _T. BaJ,i;~r· 

Sigma 
Pna1·macía 

60319 

162-0126 

A-8022 
979 
9634 
A-9518 
161-0'104 
0123-01-1 
161-0201 
0--9277 

8-9146 
E-8751 
36•16-20-0 
9180-60 
A-'1514 

C-4901 
C-3032 
M-0~5<) 

P-'f504 
36::!'i 

D-.:+763 
S/C 

66 



N,N-Dimsti lfc:wmami da Sigma 
Dim2t1 l sui fo:dda <Df"ISO) Sigma 
DL-D1t1otn:it:ol Sigma 
DccJeci ¡ sc~l-F.;:,.to dt:: sodio 

CSDS> 
Espennidina <base l 1bt'"e) 
Etanol absoluto 
E~n:r.~cta de L2Nao..wa 
Fenal 

B10-Rad 
Sigma 
Men:k 
Dlfco 
1·1e1-ck 

Ficol SlgnH 
Fonn¿;ldehlda en solucion ~J.T. Bakev-
Fo1·mam1da. ERL. 
Fosf3to Ce sodio cibasi-

co ar:ll i di ·o S l CJma 
Fas-fato de soa!o monob3-

SlCO anhtd1·0 

Glice»ol 
Gl i.::1na 
8-D ( + > -g l ucos.;i 
HüJ:··o:...:ir::o ri~ srJdio 

<len"teJaa> 
Isor-•·op i 1-8-0-tioga l.:.cr.o 

pa·anasido <IF·TG> 
Liso:: ima qr·adO f 
Maltosa 
f1et.;r,o l ..:i.bsol1_:t_o 

Pe1·sL1l-Fato dG amonio 
Polietilengl icol (80<)0) 
Pol ivi lpin·ol idona 
POPJP 

Si~]md 

J. T. Bake•· 
Gio-Ra•j 
Sigma 

Sigma 
3iqma 
81cn;on 
f'l,o>·c" 
810-Rad 
Siqma 
Sigma 
Met·ck 

Put~·esir.a dihiar·ccla1·u1·0 Sigma 
Ri banucleasa. r0i Sigma 
Sacal"osa g•·aoa I Bio-Rad 
Tetr·ameti let.i lendiacoino 810-Rad 

<TE1'F..'.Dl 
Ti ami n,.1 hídl·TJclcwur·o 
Talueno 
T 1· i zm.-:i. l1ds1; 

( tt-1 s[h1 dr-CJ:• imat i 1 J 
amino1i"1etano) 

Ur·ea 
X1len c!anol 
Yadu1·0 de p1·opidio 

Sigma 
J. T. Bake1' 

Sigma 
1'1e,·ck 
Blo-Rad 
Sigma 

D-4:S4 
D-5879 
D-0632 

161-0302 
S-26'.C6 
15853 
0127-1)1 
206 
F-9378 
:?1<)6 
551SUB 

S-0876 

5-0751 
2136-59 
161-0718 
G-5250 

6498 

I-5502 
L.-6876 
8/C 
6t)l)9 

161-0700 
P-5413. 
FVP-360 
7249 
P-5780 
R-5125 
161-0720 
161-1)8<)[ 

T-4625 
9460 

T-8524 
8487 
16l-(1LJ23 
P-5264 
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1.-

2.-

3.-

óS 

ME TODOS. 

Cc11tet1·· r:an un ('H.s de ~lnt:icípación de: 

- 46(1 mi ae medio L~ en un matr-az Et·len i"ler>'E!''° de 'lLt::: de ·q~ac:idad 
para 460 Ml. .: :: / ::.~z ) " . 

:-. Bactotnptona 4.6 Gr, '. ' •: % ;':?' 
l ~;. NaCl .4.ó( Gr·. . .. :•' ·<'é':'.é ·::·.:· 

-~ ~:''1 ~=~~acto de levadu1··a<7:~4 ~'{;:~~ sar;>.J N~l~~_T? 
Estel'iiizai- 20 mina i.s:kgl'clltde pJ·esi'cil1,;( .. '·. :¡· 

Coloca1· 3 ml del medio' en un; tubo'de>::C:i·'istal''para .cul:tlvo.antes d¡:; 
esteri 1 i zaciór., el · · · ·uti r'izará .:".é0111<:i blaráJ pa1:a la. tc,;ctcll'a 
abso1·bancia <AQ). .. . . .. .. 

la 

- 12 ml de solución 

41) mM Tris '180 ul. de ti-is l M pH 7. 5. 
11) mM Espennidina 1200 Lll. de esper·midina .1 l'I 
10 rri~ Putr·ecina 19.332 mG. de putt"ecina. 

Ajusta1· a pH 7.9 con HCl (ap1'm:imada111ente 8 gotas con pipeta pasteLW l. N 
de HCl>, -filt1-·at· poi .. mr:mbt"ana di: .2: uM. 

- Eppendot·f .5 ml , tubos para 1·oto¡; de cent1·ífuoa JA-20 y JA-11) C 15 mi y 
500 1111 1·espectivaff,entel, pipetas pasteur· t:3l lo largo y agitador .de 
cristal, <este1·i ! izar bajo las mismas condiciones que medio LBfO. 

P1·evet'· el luga1· para las incubaciones a 44 ºe, 37 ºe y 30 

- Tenet· asegLu-ado n1 tvógena 1 iquido y un t·ecipiente de tA"Jc¿, 
COíi~lt::-1 dt.. 1 OS tLlbOS. 

- Cepa SMR-10 ya vedflcada su labilidad a 42 Oc. 

PROTOCOLO. 
t 

Inocular u11 tubo de c1·istal pal'a cultivo con capacidad de 5 Ml , con 3 Ml 
de medio LBi< con la cepa SMR-10, incuba1· a 37 't con 200 1'p01 dcwante 10 a 
12 Hr·s. 
fnocula1·· el ffk'.ltraz Eden-Meye1' cnn 500 ul del cultivo pl'evio, i

8
ncubar· a 

30 ºe con 200 rpm hasta alcanzr.ir una densidad celular de 2 X 10 A:iso lo 
mas próxima a .800 U. de Densidad Optica CD.O.>. Reali::a•· lectur·¿,s ,¡,las 
5:00 y 5:30 Ht"S., con adacuada c~·Ecimiento se obtiene un.~ absOt'"h2Jnr::1a 
de .230 y .350 U. de O.O. t'espect1vame11te, sacandü el mati ... az 
con un poco m:=\G de 6:30 Hi .... s. &~ incui:Jaci..Jn \ abfa.::wbancia aprn:. .. 3 l..;·:; 
6:30 !-In~ de .71)0 U. d: 0.0.), dL.wante est.e tiempu se ve1·i.fica la labilid5C1 
de la cepa a 42 "e, estr·ianda dos c::i.jas C2 pett ... l e incubando a 37 t y 4:' 
0c, util izay c.:hl·.a control pos1ti~10 de desa1Tollo a 4'.2 °c la cepa 0·-359. 
11ient.:·as se a)can:::a ia densidad adecuada se p~--ep.Jra un.:;. incut1ador·a a 44 ~ 
y la solución de pt'"ESel'·v~cion, la que d2be n-.antenerse en .f1·ia. 



Soiucion de pr·eae1~va.cion 
51)" ,,_-Dimetil sulf'a:ddo 
7.5 r.11 ATP \pH 7.0> 

Pª"ª p1·epa1-a1· 1 111. 
500 ul. 

75 u! ATP .1 M pH 7.(l. 

6·? 

4.- rüc;;n;:ada la .5b501·bancia de .8<Xl se induce la pr·aducc1ón de la cap<;;ide a 
44 ºe con 200 n::.irn pov 15 Min. 

5.- lncub.a1· a -?.,7 ~·e can ~C'ü r-pm Cui"ante 90 f'lin •• Coloca,..· tubos de centfi.·fuqa, 
cam1 s:as pa1·a tubos <.i2 15 ml. 1·otot·es y pu1itas pa1·a. pi palas voltm,etl"l r.:i.s 
de ~,:,(i ul en el cuat·to -Ft·id. Fanet· lo::; tubcs Eppeni:!a1·F de .5 ml con S t1i 

ce 5Dluc1on ae p1·e:;e1·vacícin y la solLtcion TSP en t·iielo ae at1L1a. F·1·ep:.:w.::1.1· 
la centr·i-tuga a la temp21·atu1·a adecuada (Lf ºe>. -

6.- Al t.a1·m1no ce los 90 Min. colo.::ar- el cult!.vo en 2 tuboa de cent1··í{üg.::t p.a1·a 
t"Gtot· JA···l•) , Si:Jnt.r-11=-J~+::w a 6(.JO(j 1·pm dt.u-dnt:2 6 i"lin. a u1kl tempe:·cJ.t.ut~ .... 1 c!t:: 
:..¡. ºc. 1··et.iYat· ~·l sotw12n3dante pe•- decanr...;\Cl ón, .:1ej..:;.1· escut·1··ien.·Jo 5c,b1 ·e l.:. 
t..apa el n:ato Cel medí::;, ma11ten¿1· sia,¡1pn: las célula:; en hielo de :;;.f1u.:.. 

1. :-:-:;::i11 1...1na toalla a.bscr·bente vetit-.;.i- el ir1edio n?manente nue se enc¡_.entJ"a en 
¡,; boc.?J ':lel tubo, 1·esllspenae;:y las células en 9 ml de TS;:t ·Ft·]o (J¿;v-51· 
p1··1rr.e1·a un .fi..-a~co con 6 ml, 1Jas.:;lYlo ~l att·o y t"'esuspander- las cel1..il215, 
posti~:-io1··mente pas.::ir el T3P c..=.n l~a células 1·esuspendidas a un tubo f1·¡0 
l~e 15 i"1il p.-3t'"a t·r.:itc.1· .jA·-·:O coloc.;it~ en i1ieic, t·epeti¡· Lü misma cpet-..;ción c•.:;r. 
lus :::: ff1l 1·est3ntes p .. ::;.s;.ndo el TSP al misrno tubo). 

S.- Cent1·iTL1qa1· a 51)0•) 1·¡:.m a 4 .;,: !Jl.U-. .:ztnt:e 3.5 !•fin. en el t·1:>to1·· ,Jf't-.:Ct, 
, .. et1r·~r Sob.-·enA.dante pa1· decantacion, coloc;¡,r el tubo con las celL1los en 
t··t:¿lo. 

9.- RF2su::r;·::11...-~,_3..- la5 células g.=ntilmente can 350 ul de TSF· con ¿icJltadcw di: 
D" ¡ .:..L.3l. 

10.- Alicuotat~ i;:n lar= l:¡_ttos Eppendor-f' de .5 ml 2\) ul del ei~tr-ac:to, vur·b:!,\ea,,­
e l rw·neoiatarflt:11te con~1elar· en ni t1~09rn'iD 1 iqui do, alr11acena.-i-las en un 
c:ont.en·?ü:a ... r:o11 nit:·-cgeno liquido. Apt~O>!imadarnente se obtionon de 55· a Ot) 

t..Ub:JS • 

.::. - PROTOCCUJ f:f;RA Ei•IPAO • .JETA11IEl'J~l1 m V!TRO DE AON DE Lf1MBDA. 

J.-

2. 

P1-·ep~1 .. ar- las siguientes soluciones. 
Sc•luc1611 fEK par'.a p,·epa>"a1· 5(1 Ml. 

10 mM Tl'is ·500 ul. de tds l 1•1 pH 8.(1. 
mM EDTA _ 200 ul. de EDTA .25 ~I pH 8.0. -

SO irM f<;Cl , 186 mg. f" ¡,e¡ . 
Ajusi:a1· a pH 8 este,·il_iza,.. ·a J .5 Kg/cm clin:.nte ::o Min. 

- S:ilución SMC 
.7 % Na .J-!PQ. 

• 3 'l; 1-'H ~.PD~ ' 
• 05 % NaCI 
• 1 :: r..n 4C! 

l ,,.~1 McJC 1 ¿ 
• l mi'! CaCI¡ 

Estet"ilizal'" poi'" 
de pot·o de • 22 uM., 

pal'"a p1·epa,-a1· 50 · i·n. 
~35 G1· • 

.~
0

.iS,G;.c . 
25·ing. 
'50.,nig • 
50.ul de una Sal. l M MgClo. 
50 ul de una Sal •• 1 M eac1; . 

equipo de -F! 1 tl'"af=ión ~líl lipa,.. pal'" memb,·ana 

PROTOCQ.0, 
Sacdr· el tubo Epper:ooi·::f e.e ni trógeha 1 iqLti'do y c:i'.iloi:.~1': en 11iel0, 
descangelat· b1·usca1"'3nte el e;<fracto colocando el. tubo dcwai'-\té.·30 Seg'..: a 28 
i;: r·2q,·es,:;ir in1;arH~,_t~nie0te·,·a. liialo. ·.. · · - .. _ · ·. -
A91·8g.?1· 10 ul de, solLÍció11 TEf~ con· el ADN a empaqueta•<' 110-mas:: cié ·4 ug. 
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3.- Agit;w gentilmente con tubos delgados de vid1·io. Chacei-los con pipe>t . .;s 
past.eLtl'" • a las que se les sello y ¡··edondeo su punta con calor). 

4.- .Incuba1· a Temp. A11b. (28 llcl durante '7() Min. 
5.- Al t.ei·nüno de lo;; 90 Min. • aíiadi1· 3 u.l de cl~:u-ofo¡·-i"ní?, y 5üú ul ce 

s:::;luc:ion SMC que ccnt2nq3 50 ug/1nl .:fe Gl"~Asa· r. 
6.- .Agi~¿.1- en un n-1o22c.la.::b1·· de t.uoos u Ma:·L Vel. hasta díSolve1..:.e1 m~tr:r·ºial 

solido. 
7.-
s.-
9.­

]<). -

C2nt1··1 t1.li:Ja·· 2 í-lin. a. l:2('Xl ¡-·~m en rnicr-o.fl).g.:;... 
.Ret:1r·¿ü· sabi·t:n¿,dantE: crJn pipet.a pctsteLw estet··il. 
Al macé:n,;.t· en t.ubos ester- i le-:.;. 
Ti tuia1· empaqLtetam1~nto. 

Sn1ucíones v n:-:i.r.t:ivos. 
!({1 µM.'Jl. Lle al i.ganucleótido~ 

- Pol.inu=ledl~ c'JUCl 1--;3.s:i. 14 U. 
- Papel pa.r·a c1·c11E,!-.c:g1··a-r:!a DE 81. = • 

- Col 1.<riw:.;. c::.,·a c:rom:?t:01~¡1·a-fia con Bio-gél A' de 1.5; · 
iüü uCi. ce P.},: r=iTP. 

- Soluci on acir11·r·ean.J1·~:,,. 

- Li.:,,_1id::· ce C8nt:e!]t?o (1
./. apéndic~). 

H¡'J bii:Jes~1 l .;1~.:i 2stét'"i l. 
F·¡:·epa1 ... .;;1· soiu::ion arr10r-tiguacioP-a pal"a cinaciórl. 

t.11Yiew·t.19Liaarn· pa1·a cinacicin lOX • 
• 7 M Tr·1s '}.5 Ml. de Sol. cJa tt"i-:; 2 M pH 7.5 • 
. l !'o ~lgCl, MI. de Sol. d..'! i•li;;Cl 2 
.1)5 r-i DTT- .5 /"tl. d2 Sal. de OTr 1 ; .. ¡con acetato de sodio 

Esta1·ilj::.;i1-- poi· -Filt1·ac1dn en memb1'"ana ríe .22 um, alia.1ota1 ... 

F'FOTOCOl.O. 
1. - F"t·eincubaY dLu-ante 5 Mi n. a 60 ce l(x) picomol.ns da ol igonucleoti do c:n 

a.m0Yt19uacl.D1· po1··a cinaci ón 1 X. 1 ul de espennidina . 1 M neuv·al l zada m~s 

au-i~t P·3.i·a un volu.tne11 T111a.I t:le r·eacción 02 20 ul <no h,::,,tJer· agt·egaao enzirria 

2. 
3.-
4.-
5.-

Coloc..;,· an hielo de .3gu.3 y añadir 14 U. di: polinucle1lS,1co cinasa. 
P:;.s.~Y la r112::!cl.a. a un tubo que cor-,tenga 100 uCi de pu ATP. 
InCLlba1· ciJt·ante 2 Hr·s . ..:t 37 ºc. 
v.~1a1·a~· El po:.-·ce11toje d2 incrn·pot·acicin a los 90 M1n. can el siguiEHlt.e 
pt·ace13 t ,11:. entG. 

7orn .. ~i- .S ~.:l c!el vo~umen de r·e3cción llevar- a~) ul 
c;:...11 ;:,o};.:,::¡ 01-r .3ca1·1-eaclw1·a. 

Tnc~iFl;~~{g~a~~e~ i11~el c~e cr·omatogr-a.¡.i¿¡, DC:81 (apt·o:.{irnada.niE:n\.e 

Er:rx1ner un popel a 15 ml de TCA Iü /. ·Fr"ío dut·dnte 15 f\1in. CiJn 
ugi t21c1 or. cc.;s1oi·1ai lcada 4-5 M1n.) carnbiav el TCí:".¡ a las 7 Min. 
Lav.;;;.1· con 15 ml Ce etanol al 70 ~~ -Fr·ir:i ,. c.i..w~nte 15 !'1in. , napt.=ti1-­
otr·c:i ::.avado du1·antE: ... :? ~ :; Mi1~. Toda;:; ios lavados con TCA y etanol 58 
deben rl:a l 1 :;.;1~· con el tubo en hielo ag1.1u.. 
Cuanti~1ca~· L:-1. 1·.adiacién en e.ad~ uno de las p.:;¡Jeles <lavado y no 
ia.·.'5.c!o), ci.:.loc.ándDlüs e:1 :; ml du 1 iquicl..J de centel lE-o, contar por 1 

1"111-.. en cc..r11·.ad.:i1· de 1·adiacior1E5 8 y det.et·mir~J•" el pu1·cer.r.clje d¿.~ 

rn,J.t'C:l incor·por·¿¡d . .;. (mar·ca en el c;;;:1pel L:.i·,,,.adoi en ,·el acian a la r¡¡awc~' 
t:Jt:al (o;,pel nsi l.a· ... ·c;dal. 

1 

1 
1 

__ J 
! 

:1 

!) 
l1 



6 .. - En caso de p1·ese11tar adecuada íncot'po1·ación e > oel 60 /.) ,p1·ocedE1· 2 • 
. put·i-Ffc .. :u-~_ e_l 1..11 iganucleóii cb mar-ca.do, poi· medió de una c.alu¡11na oo- 810 ge1 
A 1.5, C:olocay el Vol. tot.=.l de la t·eaccion en el lecho del gel inic1211- en 
·tar·ma inmcdi.3.t.a la colección de alicuotas, ( las alicuat.as deben de sei· t:i.:: 

3 got.:1:= l~ que p1·apo1-cicn-3. ur1 volum=n apt·o:·dmadO de 15:) Ltl en colu:n:·1:1S co 
1 cm de di8ti:et1·0, el oligcr,ucll~or_id.:i iníci.:i l..; sal id1 c::e! yql 
a.1j1-o~dn~adamente enti·e la -ft·acci on 20 \l ~2) ~ 

7.- ·Tcma1·· ul di.=l volumen total que ccnte1-i-,.1a el oliaonucledli,Jo, canta:·- ;::01¡ 5 
ml ce lfq1Ji~·~ da centelleo en coritaoo1· B par'"a c:et.e1·m1na1- la cantidaa 
total de ma1··ca ,~ecupet·ada. 

8.- Hi::wida1·· con 10 m1llo11ea oe. cpm poi· 111. oe solución de hibr-idacion. 

Í~ea::'t.iVOS Y SC"J11,.1Ciones. 

- Palillos esté·ilP-s. 
l'ledio de cultivo LB. 
S.:iluci ón SMC <V. rxotocolo Nº 
Soluc-.ion ~ maltos:5 ai 20 X.· 
Salucion de MgC1 2.-

- Clo.-of'orn1CJ. 
Solución de t1·is 2 1·1 pH 7.5. 
[X\JA;;a 1 mg/f•Jl <V. apendicel. 

- f:~\~A~a tl) m1]/Ml (\.'. ape11dice) .. 
Solución 5 1·1 de NaC!. 
?wl i1?t1 !e1·1gl ii::ol de peso api--oximado 8000. 
Solur:ión TM (1/. apendicel. 

- Solución de GDS al 1(1 '/ •• 

Fenol satLwacb. 
- Etanol f1·i o. 
- S.-:.1L,,:_jrin TE pH 7.5. 

1.- Pic3r una plr;.ca con palillo estei-·il. r·esuspenci=1 ... los -fagos en -2C)) ul de 
81 ... C, t t.c.rno1en se pueae colocar- la placa entet·a en un 111. de EJ•'C). 

2. - Colcc.z1, 1((1 ul Ct.:l SMC con el ·t=°.-J. 1;Jo mas l1).) ul de ce lulas Le-392 o 'r'-Ic:19l) 

¡:i-·epa1·adas con t~i p,..-otocolo Nº 2n un tubo e.te crlst:al par-.:i ·culti_vo. 
3.- P1·e1ncut.J:;;.1- 3 1) i"lin. a 37 ~C, sin aqitacion. ag1 .. egar 5 Ml. da LB pH 7.5, 

acir·ee¡ar· mal t:osa pa1 .. a una co11ceí1tr·aciOn -fina~ de 2 ~-y: '"""_M9Cl.,_._.par~-3 ún.::i 
c~nc~ntr·¿;.ci ór1 T1nal de 10 rnl'1. - - .. , 

4. - Incub.a1,. toda lo nwci1e a 37 ºe c:on 200 1·pm~ 
~.- 1~1 dla siguiente añadi1"' 50 ul de c.101-afar·ma,: agit~:, 1 Min~, _a rr..;i~lrnr:1 

-i'=~·.x:idac!. 
6.- Cent1·1-rurJ.~I'" a :27(10 1·pm por 10 Min. a temp. amb. 
7.- Ton-.31· el sob1·enada11te con pipeta pasteur-, evita1· t:i~ae1:se el ooti·ito 

celulat-. 
8.-

9.­
!0. -

H1;ao1t .. : 
5,) 1.d ('J.:? Tr·is 2 M pH 7.5. 
50 ul de DNP.sa ¡ mg/ml •. 
. 3i'1 u! de F.NAsa JI) mg/ml.' 

(.;git..~1- 15 Seg., deja1· a Temp. Amb. 15 Mín.· 
::¡gi ta¡· 5 Seg., do:?ja1-- en hielo 30 Min. 



11.-

l'.?.-
13.-
14.-

15 .. -

16.-
17 .-

18.-
19.-

::o.-
::21.-

22.-

23.-
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;;,:;adi1·· 51)(1 ul de una solución 5 M NaCl p=i(a llevat- a .5 M y 500 m~¡ ae 
pal tr:·ti lengl icwi c!n P.M. apt·oximado 8(11)<) para l leNa1· .;i l(J ~~. 

Dej,~r· en hielo de .agua por- :; 1-h·s. 
_-Ce.•nt1·1-fug¿\r" a 27(h) t·pm en centt·i-fug~ de mesa du1·ant8 15 Min._.a 4 ~C. 

Resuspende1· el p1·e~1pitado en 400 ul de solución 20 rrM ,t1""is pH 7.lí 1(1 m!~: 

~C"~ r:?cl?' .. _Y pasai-- l:i ::u:~Qnsidn .ª Uli t:ub.J ~ppendcr·í- .. 
/-inaair· <".:il.:l.J t.J.l üt'.: cl.:-:ro-1r:u·(u•J, ¿.l31ta1~ ,;J n13.;.om.:J velcc1d.:1.c.t en L.11·1 1~11;,1·-~L:t41i:i,t· ~-l~ 

t.uboa o...u-antE- :: Min. 
Cent.t·ifügat· a 2700 , .. pm ct.i1·~nte 10 M1ri. a i¡. 0c, t:oma1'" el :;al:w~11a.oan~;:::. 
/.)í;:;ait· ~ü ui oe una solución 5 11 d~ l'JdCl pa1·a llevar· a_ .25 )1, 32 ul c'R? 

,-üt-la si:Jlucion .25 M {~í? EOTA pH 8 .. 0 ¡:v~t·".:.'\ ! ll"JVa.Y a .02 M y.- i:.. uf dE: \.llii:t 

solucion de SOS al lC Y. pa1·a l levat· a u11a cc1ncent1·acicin -final de .3 ~~-

/'.\i]~ t:a~~:: rnin. a m.::t:~ima velocii:1,:id e11 •.ln r1:ezc] .. Jdu1· ¡:Je ti..1bos. 
1'4gn~·ga.1·- un Vol. de -tenul , agitar· poi- 2 11in. , .sgr·eíJar l ·.Vol.- de: 
clo1·ofo1·ma, agi tat· po;·· 2 Min. 
Ce11t1·i·f'\.l()a1· a f-1~~:. Vel. en m1c1·ofLtga por· l Miti. a Tem. Amb. 
Tc;mat· l<.l ta::;e cicu..:15¿\, v .. :i?íadir l ~.iol. de clor·o'fot··,1·:0, üCJit:av p¡:Jt· ",2 i'lif·1. 
Lent:r1-fl..1g.':U'" a I'"\..;.~. \/el. en m1c1·ofuga a Temp. Amb. 
1cm-:i1· la -fa.Je .~c:u.o.:;a y pt·ec1pitdi-- el AGí'J con '2 Vol. ~ et.31;i61. '.fr;írl, 
9uar-d'31· a -3) C·c t.rnj.~ J.3 n:Jche o can.:~el.-:.w e11 hiela s~c:n ·ec.a:nol v ma.ntarn:t· 
d..want:.E :: H1·s. 
Cent;.1""1i'='uga1· a i .... ..;i;-;., Ve1. en microfu.ga lh.n-ante 10 Min. a -4·1\-~, desc.~,~t.:w 
-p:j1· -v:c.3ntación el Et..anoi. 
Seca1· .,,¡ ADN y 1·esuspende1· en 50 úl. de Sol. TE. 

Reactivos v soll.tciones .. 
- Cu! ti va de células LE-392 
- i'l'2d icJ da cultivo LB-Mg. 

Clo··G'fonna. 
Pal i1?ti lc:nrJl 1 col~ 
f'J,;Cl. 
fc.;bos de ul t1··ac,=1·,tt-·i'.-Fuga paY'a 1·otor SloJ-<H). 
SolL1cio11 Tl'i CV. apéndice).· 
DN!~sa 1 mg /M l • 
Clovu1·0 de cBsio. 

- Je1·ing.3 de 3 1·11. 
- Fenal sa.tu1-ad.:J. 
- Solucion clorofclt-mir:a 24: 1 . 
- Solución TE pH 7.5. 
PROTOCOLO: 

. , 

-- ---- -·--. !---

1.- Infect.;;1· 1 ml. de cultivo de células LE-392·0 v~\1)90, ,co1ic·.3 ML--de lisdLiO 

2.-
3.-

4.-

5~-

pt·1ma1·io del ·Fag~"J a pu1·i·ficar. · '.,~~ 
I 11cuba1· a 37 Ci:; s t n ag i tac i dn du..-311t.e W Mi n. . 
Inccu!,;1· co:" Je-. am.e1·i::w l l_t. de medio LB-Hg-á 'i_nO:·ibaic. a· 37-:ªc::. con 
1·otació1i de 1('0 l"¡Jm du1""ante toda la nod1e. ~-~í--~·1 k,;·-!;:,:~--c-.-<-.-:~··· 
Adic1on~=w apn~:nmadomerite l ml de D-1Cl3 y c1:il9ca··,;:;~-~:·-37:'- :'~·~-~~~~-~;~:'.:·; .. 3\~~t~o;-1: ce 
::(<1 1·pm d ... u-anb:3 10 Mi n. mas. ·-
Centrí fug~1· a 70-)(¡ l"JJrn e·-· 1'"otcw JA-10 a 4 °c ·d1~L-r-ant~> 2l~ ~fl!Í·. ~ ,torna1·· ei 
SOOt "E-n.=..o.a.nt:E. 



b.-

7.-
8.-
9.-· 

10.·· 

11.-
12.-
13.-

Añad11· 100 G1·.· da polietilennlicól ae pe:so ~p1·0~~~ª-~º 81))(1 y 42.8 Gv. 
de f\!aCl ,_,.diso.1-...Cr can gentil-,?,;!gi.tación 
t1anbant:w en nLelo de: agu<-1 poi· la :nenas 3 t-11~. 

Centt•j -fL•Gi;:w a 71):)0 v¡x•t u. 4 <\_~ dL.1.r¿,nb.:o :?O i"!i n. 
Desca1·ta1~ el .::.:.br·en¿,c1a11te co;;1p!etamenle, caloCar el ti..tbo de centr·íf'L1~1 ""; 
tJcit:~ .·:i.aajo ccn la pc.;:-ed que contenga los t.::.gas en ·cor1t.~Ctó c:cin t1ielo. 
F~c:-:su_span001· los .;¿,gos t?n 5 ml de Sol. Tl'J que inclU.yci Ge 50 a j((J uc_¡ ce 
n'JAs.;j I, a.vwda.r-se 1:1.Jn pi f:t::t.a paste.'l.1~·. , 
A?.arJl¡ ... un VülL:fl~'ll e-= ~1:· r.iezclar· c.tit'ilr'lte 5 Min. 
Ce:1t1·i-fui:ar· ..;, 70•)0 rpm 0: 4 ºe du~·ante 10 f"Jin. 
H.?.D.?t" ltn g1-·adie!-.:.E_ dl~ccn~inLh? oe C_s41. 

--+---:2.ml e.sel l.'t 

-t---:l'llll. c.'5Cl L5 
~.!i?rtl ~1 u· 

14._- Centt·i-fugar· C:u1·ant.fE. 9(1 M1n ~ 15 ~:: en un t~o!".oY' SV./-t~1) c. una y.::.1 .. de 36(1(!(1 

15.-· 

i6.-

17.-

18.-

19.-

20.-

21.-

, .. p:n. 
Tom..J~~ poi ... punc1un con 1_.,n.;; je1·Lngo. la bancJa Ce los -f.agas 1 poi·· fc) r·equl.;r· 
ap¿-,1·ece en·.:ye la inte1·-Fase de las densid.:id2s de 1.5 y_1.3 .• _-
Dial iza~· cont~·a ;: Lt. de:; Sol. T!"l o..wante :. a 3 Ht··s. a _Te.mp. _ A11b~ _o- a 4. -~C 
0..11'ante tod¿) ia nocl1e. 
AñcZ&ci1· un CiéCiMo del Vcl. de 5 M de ~.JaCl, un centeSirr.Li li= Vol. de.2\'"J Y. 
SDS, v i 1 eva>· a 10 .Tl"I d;: EDWi • 
E;(li··,;;ci· can 1 'v'ol. do Fencl, rr.e:::clar pot~ 2 
e lot·o·FG~·mica <clo!·wTrn·mo/a 1 cohol !S8-5mi 1 i co 
ei. 4 O,:, dLWar.te 5 Mi 11 .. en t·otai· JA-'2(1 .. 

M!n., añarJi1' c111 Vol;- de Sal·. 
24: l ) , centd fuga1· .ª 7C!l1ci- »prn 

Ta;11~;· Ja -Fase acuosc;. a91 ... e9a1· un \/::>l. de Clar-ofot'·rno/AlA. me2C1a,_~· PDr· -'°' 
f"'lin. ~ c:c~ntt·1-fu1J •. :u·· en lus r.ondicionc:s an~:e1~ia1·ss.' __ _ 
P1-ecip1 la1 .. el AOf .. J can d::os Vol. de et.anal. Si se tiene una. buena cant! i:Ú!d 
ce ~;cN s0 -fot·rn-:i1 ... C' un:~ íí1alla (le3. c.;al C.::be de maneJa,..-::;e con cuidado), se 
desee.ha el etan.:Jl sin centt·i·Fuga;·, SC? la\·a la malla ca11 e1::Bnol al. 70 •¡,, , 
:e ejes.echa L~l etdnGl e.Ji? la misma ·f1:Jt'"fíl .. l, sscat· el AD/\J en un secador· de 
rru~sb ... as, 1·esuspend21· ADN en l ml. ae solución TE c.r.)n PLllit:.as ele _pi}?e't:~.~- _ 
voiu.T.et1·icas, u las cua!as sg ll~s 11,::;.l la cor·tado su- punen. 
val=.·1-·a.1· ca3 id~d )/ can'tld3:J d-2 P.CN. 

Soluciones y t·eactivos utilizacbs: 

Gol•Jcion SO:: polieti lenglir.:ol CFEGJ sin,·-Fi!trar· C<ilta· viscosidad>_. 
- So!Ltción J 11 MgCi 2 f!lt1-ar prn· 1~emb,-ana de .22 ÜM y estedllzar·. 
- r~edio de cultbo LB 2X 

,., 
~~ 

2 ;, 

'• 

8.Jctoti•iptona. 
N&Cl. 
Í::;;tr·31:t.o de levadJ1'"a. 



l.-

2.-

4.--

AJustd.1' a 
f•;i.:d i tJ (~E 

1 '· 
l ,, 

pH 6. 5 este1·i l i2a1·. 
cultivo L.8-Mg !X 
o;>ctotdptona. 
N.~C\ • 

. 5 'l. E~~t1'"acta de iev.ad.u·--~. 
¡.:; 11~·1 MqCl 0 

¡:'¡justar· .5 pH 7 ... 5 este1· i 1 i za1" .' 
- D1meti lsul+m<ido. 

S .. Jluc1ón TS-S ·par-a pt·epar·dr· 5 Ml. 
:< Medio LR pH 6.5 2.5 111. de LB 2X. 

lO ,, PEG peso/Vol 1.0 Ml. PEG 50 'l.. 
5 i~ DHoetilsulfo}Ddo,t..,,10c1~)i/Ol .250 111. ·DMSO 

5:)·mM 1-lgCl 2 .250 rn. MgCl, '.1 1'1· 

AjL1::ta p .. :11· si sala a 
mei."11~Jr:-.:in.;i de • .:¡5 l1l~f.-

1 ·· . 1'11 • H -!J.- .. 
¡:ÍH 6: 5 poi· et'LS 2X, éste.-.i IÍ2a1• 

PROTOCD-D. .•: 

po•• .·ri l to·a.ci on CCJl1 

T i'iC}.:::u_!_.~I ;_.:·,. 3() 
obtE.~1-:-iic!as_ can 

ml de niedio 
el pi·citocolo 

céhil;,.s .JM;;iOl <células 
~-i1 Uf'\ ffia tr· a'i• :~-.·Et) ~,~~J;e.;~~~,~~:e:~n:~.;-~ar~~ i ~t·~ Ci 

de? .2S(J Ml-. ; "),~;.~ ;.--,;o.;c" ·-'.~~.:-- ,- - ;:-.-

{ 1icuba1· a ~ (''C :::on ___ 2ÓO qjr11 hasta alca11za1·· un~-·- densi da."d ·. ~;_~t::::-~~~~i~~~~~~ 
.5 de D.O. a 6(') rM (ap1·m;im3C1amente 3 Hr"s. i / 
cOloca.1· al mob·a=. eri hielo de dgua par· iO Mtn. 
Cent.:··1-Fu9a1· a 40((1 1·pu\ du.1·ante 10 l"lln. a '! ~C 
i-:,,. iüS. 

en r·otor· JA-'.XJ - en i:ub<Js 

5.- C-ast::cnat· sob1'"er:.3.C.Jnte pcn .. decantación. 
ó. - P.esus¡:.end-Ew las céiL1las en un décima del Vol. 01··iginal (3 Ml.) en 

sol1...~~:ón TSS. 
7.-- Hace1-· .::il1r:uotas ru 2(11) ul. en tubo5 Eppencjo1··f pt'"evic1rr.ente l"311fYiados. 
8.- Con92lo~· en ·fo1·ma inmediata los tubos en hielo seco etanol. 
9.- GL1at·oa1· a -7(1 ce, hasta su uso. 

l.-

2.-
. .).-

4.-

SolL.1ciones y 1·eact.1vos: 

- C:::-1u.1as compc=tente-:: (pt'"ep~wadas con el pt"Ot.ocolo Nº 6). 
- Aü:~ de plásmidC• a. une1 concentt·ación-de 1 ng·pot'-UL_ 
- Medio de culciva LB-Mg tV. -ape;ndi•=e>. 
- Cajas de pei:..-i con agar al 2 ;t, en medi_o LB-:-Mg:~' ampii:1lina a una 
cancentr·ación de 51) ug pot· Ml. 

PROTo::;o_o. 

Descongo;l a>-- wadualrr.ente las . célüla~ : ron¡'.le'te?rít~s en: 
0

hÚ,;ÍC:Í' de aguá 
ap1·0}:11li.adarí1ente 3(>·Min.·- ). · .;::> 

t~gr·efJ~t- t ul, de ADN de _Pl.á:s·~i~, .. ó!9~C_1~,:~'.:-.C~~;.'-:~"f'}J~-~~~·: .. :Qd1p~~-:<C~_h "~\ ~jé~~'J. 
11-.o;ba1· en·, hielo de .agua d· .. u-ánte< 30 Min: '.cagi tár-•. Jde:,:ia iíiane.-a -antei' io1· a 
los 15 Mino>; · .... ..:.' •c.-i; · · -- · .- • · 
Ai;¡t·ega•· 800 ul" de. medio _LB~i".lg: e ·LHi•. a 37 .. "e eón '.:CO 
1·pm. 



5.-
6.-

!.-

'.2.-

3.-

4.-
5.-
6.-
7 .-

s.-

9.-

10.-

Coiocao.· en Hielo. " · " :; 
Ji f::.ul.:11'", ·1a E-Fú:·ic:nci~i:de·~·=ti-·a~S·Fo~~~6c.ión 
oo- tr·'arisfot,.mación era Un~:f :CaJá. de ·pe·t-t·1' 
t:;:5t.c~ pn¡toColo en 1iUéSb;as :~anos·) legó. a 
ug. 

plaqi.ieahdcí J(iO ·u1 del 1161. f1n3i 
con arílplci'liÍ13.':· La·-.~·f(C1e-1-lc;ia 02 
se~ del· ot·da1Y de · l . a 5 X l :} p:w 

S-::ijuciontEs y 1"e-:.1ctivos: 

Rc:· . .:.~:c.1.:Jri dt~ liCJ·:Jl.:ión <Ml3 n2ccmbin.~nte>. 
l'l-2dio de Cl.ilt.ivc. LB-11g 1 X ('J. ¿;péndice). 

- !PTG ~11 soluc115n • 1 M. 
- x-G-::;.! en soldc:ior1 al ::: 'l •. 
- Céll•las Jf1-!0l (V, pn:;tocolo l3l. 

Ag~n:.sa al .::; ~ .. ~en medio LB-r1g tV. apéndice>; 
·- i.: .. :tj~s de pet1·· i. ccn a.gar al :: ~~ en medio ·--LB-flg-~ 

FROTO:OLO. 
D~sc:onae 1 a.1-- ~:i, · .:i. cu..-.1 l mente 
.3p1·.:nn.ff:5.o.:trne11t~ :::.o Min.). 

las cé=lL1lds .1'.:ompetente~:~ ~n t1 ielo. · de agu,1 e 

1·eacci ón . , de lig."~i ~fü-~,~=~1_a1~ · ger:it flrrenté co11 A,:::,adi1· ~ u1 Cf.'l volumen de 
l 19er·o::: go!pes cor1 el deoo. 
Incut":.3.t" en hielo a<}-•·-3.· ¡:icw 
t''lin.). 

Hf·; , <agita1: .:,:cieliahic~ ... ai1tet'io.-· catia l5 
. c•I·'· 

Ag1·2ga1" 80~i L1l dt"; :r:Edio LB-Mg. 
Incut).:w a '37 i::C r:nn : 1.)ü 1-¡:i~T1 de .Sgit:.~c.íÓh 

-:.-,., -; ::.:r..:,,- - ~-;··: <····-- ... · 
~j0-,-~ ar~t~~~~ó ~~ft i1T~;·~!~-~, -_ · '°· -

Colo.::5t" E!-; hielo i-1asta plaque.;w. , .. __ \.-: '' .... ~:. _. _.·--.·· 
C:jlüc~¡· er. tubos pat·a cultivo de ct-~ist.al esté.~~i·l~~~· .~~n.'.capaci·d.it~d de 
15 ul d·2 la su lución C"'..e IPTG .. 30 L1l de_"la-"Sol_úCi.ón· de, X".":~. y :2c~o 
cslulas .J:<-101. · "':::>· 

5. Ml., 
ul <Je 

,;1]ti':Jg.;ll"" lGl: L(l 0-2 las r.:e!ulas t~·ans-Fot'"mad.35".Y·-·~·¡~1. ··ti= aga~osa al .5 ~~ €11 

f'lecno L5-l·ig a ios tL•.bas que contienen la rna~clá.F:wevia'·Jla ago.r·osa ·d<0bir, 
se1· -fundida v m3ntenio:01 a 50 °,::: por to· meno~ 1· Hr-~-.~·anf:es>'~~· 
F·l ~~c¡ .. ~ea1· la mezcia ~n una caja pet.1·i ~ la- cda(· -debe de . ·esta,,. ·a ld 
teir1pe1·ctu1·a de ?:? t. 
lncub¿;1· la caju a :_;;' ce d.wante' toda la noche. 

Süluc1ar.e::; y 1·eo3ctivos: 
- SolLtción de :;;ulfato fen·oso al .005 '" 

Sülucion ió ·rJ 1:!e k:OH 
Pr·erJ3t·a1· solución de sales 2 :X. 

l<H ,PO, 
(pa1·a 300 Ml. >. 

8.16 G.-. 
1.56 Gt'·. !<f3Ü 4' 

600 c•l de Sol. .005 '!,, 

Lleva1· a pH 7.3 con una scluciÓn 10 N de l<Q-1 astet"ili2a1·. 
Saluc1ón de MgS04.7H2o al 4 ~{. estP-1 .. iliz~1~. 
Sol1.1ción de DG~,t.-·asa al 20 /. ester·i li2a1·~. 

- Solucion de r..iH4Cl .31 8 ~~·ester·ilizar. 

- S.:Jlución de CaC1 2 Anl1idr-o al .2 ~. ester~ili;:a1··. 



1.-
::.-

3. ·-
'l.-

- SGlución eta Tiam1na 
- A1J.~Y". 

PROTOCO...ú. 

Ester.t l í 'i!a.1,.. l. 5 G1·. de aga...- en 46. Ml. d,;i H
2
:l. 

Añad11·: 
l•!l. de Solttcion de M9SiJ-- dl 4 x: 
111. de Solucicin ce cl=:xtr·osa al· '20'1.. 

1 Ml. doi! hiH;Cl &l 8 'l.. 
l Ml. de C<>Cl ' al .2 1 •• 

' a1 " lt) ul. de Ti~u111n..;. .l "· 
50 J-11. Ge Solucion ae. sales 2 X. 
V.-Jciat~ ei irsdifJ en caj.as. 
G•Ja1·oc;1· a 4 CC hast.:i us.::.r·se. 

J Ct. - PROTfL"U.O PARA PF:EP.:4RAR GF"L DE SECLE~~::rn; 

Reacti\1Cis y soluc::.onei3: 

Ei.:>lucion de. act·i lami.:i:;¡ al 40 1, .(38/2). 
l~:: G!'". Ce (~c1·1 I.amid .. :;.. 

8 51-. de 81s-;;c1·ilarnid;i. 
r1To:·a1- ,:¡ t¡t)t) l"il •• -fil b-a1-.. pc:i-t;. membt"aii~ de 
guo1·da1· a "-: 0c en ·Fi··a.s.::o colo"· amr.1.;1--. 

. 45 ul'l-. o papel l•J;itman 

- SolL1Ciun T8E l(l X 
.!-39 :·J de rs is 

(_ pa1:a l Lt. l. 
lC-8 Gr-. 

de A:::ido bó1·íco ··55 G1·'.. 
9;3 fa·~ 

.89 i'I 

.02 M 
Afot'éu- a 
Cutí lízar 

de EDTI', ( Na 2.2 Hfl > 
un l ¡ tro, se ajusr ... 1 

agua desioni:=ada). 
po« si salo a .apn:ix imaaarnente_ a 

- (?;.,lución de ac1--;J.5micJa .al 7 '/. 8 i'I ur·ea. 
87 .5 111. de P1c1-i lamida al 40 ~l... 

:240 Gr·. C2 Ut-ea. 
=¡\) Ml. de Solución TBE 10 X. 

AFr.:w:;:\1- a. s·-:1 ) l ... !L .• , filt.i-a~- par membt~an~· 
colo1· .an1ü21· a Temp. Amb. 

pH 

76 

6.(1 

- Crir.n.ales pa1"..3. rcontar- ge~ de secuenC1a Scienti-Fic 
Mod. SE-15(;t). 

8011.tcion de pe1-:5ul-fato de amonio al ·10 'l. 
.1 G1··. 
Uttli=~1· el ;ois~o día. 

- ~~1i~~j on Cii' SOS al 10 :-:. i 
Peine pat·a gel de secuencia, sepa1,..ado1··es· d~·.gr~di·~~t.e~· 

PP.OTOCOl..O. 

?.- r:r·~pzw~r las cr1:3t.·.:.les con el slgt.üe11te.pr-ocedimientt71. 
Lava1· lo.a c1 ... 1stales con emtran. 

- Enjw.:;.ga1· con .::agua filtt·acta tipc> Mili-:.Ro. 
[11: jaJ. SECó.t". 

- Lim1Jit.1.r" ci:Jn etanr:Jl .. 



- L!mpia1 ... con Clcwofonno. 
- Aµl ica1· una capa de solución de 803 al 10 ~;. 

D•2.jat· :.e:c¿:,1~. 

- Pul i1· las ct·1stales t:n c..;i",·.n.5na Ce e:¡tr·accién <t::st.ll~ ~ ¡:>:.sos ~.::.11~ 
2E 1·eal i:!c.J", en la c,.J;1·a ael c1·ist.i:.!.l o·~Je se pc:i-,d~·a e-n c:orit¿,cr.ei cor·, :,~ 
1;,¡el). 

i-'=4t"ffl<;\t" les cr ist,;ile.s con sep.3.r-acicwes de 1..)r"¿,,Clir::!nLt:: .:-.:olc::,.:lnt1..:J l::i ne;. 
de empaque ~i1··ed2rJ01'". (la p:::.1'"te Q.:;lg.5da del :::ep¿-¡1·3ck:ir debE::i c:e ~-:=:1.Jt 
na.eta a..-:·i!J,;) • 

.:.:.. - N:;~cl a1· en un vaso da pr,ecipi tüClO 55 J-11. de actdl lamida al 7 ¡; 8 M 1.we·::i. 
con 3:):) ul 013' pa1-sli.l-Fato OE aff.onio al 10 'l. y 3(1 LJ! r.e TE!•IE.ú. 

3.- C.·jlac.~r- 1.:t. .~cr·t tannda con u.¡·,21 je1··1r.ga de 5(J !·H. ent1·e Jo~:; c1·1st.:iJes. 
sosr.:.e:·11enc:o estt:a en un angulw apt·o:dmado oe 120 e cr.>n t·e-.spr-3cr.o a la 111F2s.~. 
c:..•ar;co se tet--r''ll ',ª de ca1oca1· la ac1·i !ami da 1··eco~tat· lo:; Cl'"iS.t~) e~ 

l er.t.~rr.entG:·. 
4.- C:>lDc.;;r· el pcir~e. En c=iso lje utili;:at'" peine con 1jiente3 de tib:...irnr.. 

cc•io;_.:at· 121 pe:ne -7arrn-:a1::f de po::o en este p¿¡no. 
5.- Pt-t.?::!.:::;.;¡· la~:; c1··ist:.1l2s can pin::a~ cc1t~e. clip clos i:~n c:a.d.:i. Lttta de tos 

e:-:tremos, incJuv~ncb e-1 lcidO c:!onrJe se cole•=.:.: e1l peine. Irnc1ar· de .:;b.;ijo 
11 ... ;ci 3. 6t· •. · i h~. 

6.- L~jar· qelif'ic~w .~1p~-o~<in~ad~.n1ente 2D folln. (¿:s posible dej.3~- el 9el. ton-l !.;; 
noche, cub1·11· con una pel iculii e'.~ l· .. ieen_-P,;1C~'. p.=i.1·,.J. ev1 r:;;.1· e"·-=1001·.:;c1on>. 

7.-R EnJt.:dg.;.u· el o.:n·~e ·;;LlfJ~~-101'" 1jf::l gEl c1Jn a.q~ta Tilt::rad.a p¿wa 1·eir·ove1 ... el 
e-:.:ceso de ac1·¡ i.:amida 1·eti1·a1· el peine y poste1·1or·m'2ntt= er\ju::;,9¿,r c:o:s 
• ..;.91...~a. 

:~.- f· 1ai~.t.:-it· el gel ~n c-..ám:3.t"a. de secuencia, en casa de utiliza1'" ei pei1E c."Jn 
dii.;nt.c:::~s rJe co;:::od1~i10, 2'Ste dat.'e se1~ colocdd6 anteS dE: mant.:1~_ el_ g~r et1 ·1.:-
c.:i:·,:r·u~.3.. 

11. - PRDTCCGLO DS: CORRIDA D¡:: GEL DE SECUEl\CIA. 

1.-
2.-

4.-

5.-
6.·· 

Soluc10:-.es 'I rflatswiales r·equc1·idos: 
- Sc!uc1ó11 TGE lX. 
·- Cáni.:.1·a d8 t::!lecLn:lF01~esis pa:-·a secliencta Mat"ca' H.JeFer·-Sienti·Fic Mod. CE--
1::,:,.:1. 
- rw~jnte de po~,- ma1--ca Hoe-fer-Sienti·Fic Mwd~ , P8-2"500. -

C..:=:l oe secuencii!. 
Rt2acc;.u11 d~ secLtenc!a. 

- F'unt.·32 pa1-.:;. pipet.as vo!umét1·1cas con extJ.-e.nlo, (Jlan1."J. 

p¡:;Drnca_o. 
l"lo11t¿)t" el 9:1 ~n la ccimar¿¡ de secuencia .c:on Solucicin TSE lX. 
P1·ei:a,·1·e1· el oel du..-ante '10 f1in. a llO.l<latts,rr.anter,e1·· flJD el pode,-. 
Pn2calentar l~a muest1«as dur·ante· 2 Min. a 7ci. 0c. 
Pone·· la5 muest1··a.s en hielo de agua, apl 1c.:i1 ... 2 o 3 Ltl d.:. L-:i mueF;t.va lo m.:-¡,s 
pr·c,.it:.o pt.,sible en el gel ~p1'"evi.alT'.ente ·t;"ii'1be1· 1.-Jvad""J .cad:; una da· los ptJ'.·!DS 

con la misma ~lucion de::: cor1·iC,3 pa.~·a. 1··etü~a.1.- la Lwea. 11acG1·la can f1h.JC"f1C1 
c:uldddO par·a no n)mper-· el p1:;zo, o aep.;,t-.Jt·· lcis dientes c:e tib1Jr·ón del g•;l l. 
Per·mitír que penett·en las f•lL1esb··as d._u-ant.e 5 Min. a 10 t.J:atts. 
Co,·r·e;r· el gel a L30 ~Jatts ícn.-:<nt:ener -Fi jc1 el pod21·). 



t'.2.- PROTO:D-D Pf4"!1'.\ LA TITLILACIO!'J DE USADOS DEL :=-1-ir:.O LAMBDA. 

Solt.ú::"ior:es , l"'ea.ctivos y 01dteri.ales. 
- Lis.:-1aeo de ·fago a ser· tituiado. 

Tub~z de .crist3L ~·;\t~5 c1..tltivo con capc:;ciq.~d de~ .~tf~_,~st;~1·ile;;; .. 
Células LE-392 G Y-1091) < V. p1·otocolci 13Í •. 
;"1g.~r· blando al 1:

1 .5 % en medio LB-·!~Jg. . .. · :"··~.- ... 
A l(it) f-11. d9 Madi o LB-l"lg üCJ1·=~1.:\1'" • 5 Gr oe agar ; __ .. ~s-~e.r·i) i z¿¡r. 

Caj.J~:; ¡:et.i---í CGn ~~9a1· al 2 t. Ce lüü mm. 
0

de:d;~·ri1~~1.~o.7."-, - -

PFiOT08'J'-.0. 

7 jj 

l.. di i:.•c:ior.:¿.::; rJdacu.:i.das c1el l isadc)if:, que . p6i·mft.an t.1:;n¡,a.t· i..1n ·.ol.t.11nt::~ ... 
riE 100 ul. <pa1··a la ~it.'~1.3.ci.'on .de . e~:ti·ac:t.o~ ~2 i 9t._;¿, 1 o mene)~· 

e:mpa~L.let:.amiento 
¡¡ ilJ • 1 /1(7 'f 

y l/ll}). 

sa hace una di lución i / 1000; par-a lisacios··p~·im:,1·ico l /~·:<" .... 
c.1.1ar"1do :.e 1·.:=:=uspencie Ui13 piaé::a se i1acen di lüc1ones rie t.· 11.-• .:. 

A.L)t'eg.:o· ::?(n) ul de célul.:15 L.E-7:92 o Y-1090 *~ en Lln l:.ubu i:c: cul i:..ivo y e: 
Vol. v2171u21·idü ¡..1.=i1·a la dilución que se desee. 
El msja1· cr.1nt.GO S:e 1··eal iza pi.Ssqt.reanr.10 l.-:1s siguient.:?s di l:.u:ior.es: 

- i/H'.J, lil(r.) 1 J/l(.(l1) p.~1·a e_.i-;,t1·dctos ce 

~i;~·:!ar•.ie t:1:11.1;:nr:~. f. ;: . • • 

11-.1.0 , l/ ... u • ;.1 ... i.I ;:.:J.t"~ l tsac:!os prtrna1·1cs. 
- 1 u1., 1/1(1.:1, 1/10, cu.~nda se t-E·suspr-:-nije un?i- pL::lca. 

3.- Ina.tbo1~ sin aa1t.aciór. a ?;.7 Ce ru.r·ante 20 Min. 
4.- ~.~~g.~1· 3 Ml. di2 ?iga1-- .5 ~~ t=n medio LS-·i·ig la cual teng3 LH16 _r.,empe~~atµ¡.-·.; de:: 

..J,)_ L •• 

5.- ·-,.Piaque¿¡1·· en caJas peb-·i p1·ecalt:~ntadan a 37 ºc. 
6.-
7.-

Deja1·_ q, .. H? 9eli-fiqt1e, ap1'°0~1madarr.ente 15 Min. 
Reti1--.J.1· el voprn· c1-=:i agua que se t,¿iy.e:\ -fo1··m~d:i en la .~ taf.la ':b: .· .. la c:a i~• 

··,:.:'' 2Y.poniendo la t.;:pa a un rnecl1et'"o .. 
Incuba1· a 37 'b por· 12 H1"s. 

:t:Cu311da so t·enuia~-e transFt::t·i1" un 
p) dquea nLi.e·vamEnte teniendo en c.onsi det ·ación 
d::ben gu~wda1· a 4 ~ l.::.s di lucio1-ies. 

>Y'i.L.a cepa Y1090 pt-·esent.a 

:;;'";;~"'~\:;;~~~),¡;;~~'.';i; o :: 
- ~,:.. ;'··::2-.~.,~; ·_:¿~):~. "",'g,:_ ---·,· 

·-- :- ,• "',.; ... :; ~! : /:-~> '~{~~ : :·]~2~-' _·,:. " --1 

mejo1· ~s~l:l·~fjri~~~ef~l:f'~ >placa:; 11'5s 

'::,~~··'/, ~tif~t) .:.''.:E·:-'S:.~; >:,-·. ·~~· ·· 
.':",~:i ;.?{·:)\' [l~;~-~~~:~. ~~:~}/.:·:~((' . ':' <· 

1.3.- .Ef.OTQ;;QL.O PARA l.A OBTEJ\C[Oi\J DE Cl.JLTIVO [)f::·CELLLAS'•PARA'.iPl2AQUEAR',·. 

nit.ídas. 

--r··-

...:. Medio de cuitivc LB-Mg. 
- Células LE-:.92, Y-l(l91) y Jl"l-101. 

Tubo ce ct'istal pa,-a c:ult1vo e5tédl· con.cápach:!.;Ú:J C:e:5 Ml. 
Cajas petd con aga1· al 2 'l. en medio. LB;'-mg::. 
Macr-.~z E1··len-Meye,- con capacidad de 2::~) ·Mi>" 

- 14.al te,;;; al 20 i' •• 
CaJ¿".:. pe1:1·i c:;n aga1· al 1.5 ~;en medio.N'J <V. pvotocolo l'P 9!. 
Cajas pet.-i con aga1· al 2 ~; en medio LB-Mg <IJ. ·apéndice). 



!.-

ESTA USlS 
SALIR DE LA 

~w ~~;:,: 

B\BUffíl:Cfi 
A p¿wt:j 1· ae u11 tubo donde se teng3 gua1·daaa ia cep~ se 't.Oif1:t 

se jnccuLan 3 ml de mc:KHa LB-mg an un tL1tlO ae D.Lltivü dt? 

cap~ci dad de 5 Ml. 

una as;ids y 
c1·ista.l lXll' 

~·.- Incub:i1· r.aüa ia. nocne a .7:7 De C•::a' :.ú(; :·p.11. 
3.-

5 .. -

6.-

7.-
8.-

Est:"iD-1- una caJa con el 
caJa con medio ~IN: par·a 
rned 1 o L8-1'1g. 

cul t:.i•.10 p.··evto, p,;wa la cepa J1··1--!úl uti l i za1· i a 
laon cep.;s V-1(1\70 y LE-39~ ut1l i::ui'"'~- .la~~ c&J.4\:1 •=1..-:i1"1 

rncuc31· fJCJ1·· 1:2 H¡·s. pa1·~ las cc:pas LE-~.9:: y Y-1090 y ch.Jr·ante-·2tr.H1"~5. •Jdí3 
la cepa JM-11:1j a 37 °c. 
loma.1· una c\:llania de la cepa que se Cesee. e iri:Jculat: en_ et ina'tY.a.:-Et-·112n­
Meye1 · qu2 cc1itenga 50 Ml. de medio LB-Mg, incubar- di.Jt·ante- t¿:da ::·1·a ·Íloc.1te· a. 
37 Ce Lnn ::el'.:. 1·pm. 
i'~ pc:wtü- dtJ t::::.;r.1:3 cultiva se tcrnon 30 ul y se r-ei~cu1·an 30 _-;~n»:~-d~ '~~-cÚo Lfa·-
Mo en un ;"i·1at1·a:! E1·len r·1eye1· con capacidad ~Je 250:f"lf·~ _._- .·. -;. · 
l~cut,¿11· a ~.7 1: nH·ante 5 H··s • .::on 2(;.c) Ypm. .· .. · '.." .· ... -,-· ... -;'._ : ___ : .·'.: .... ,~-_-:: 
CcH1sa:·va1· 3 4 ~e . P1lúiacenadas ? 1::sta .. tempet.-.. ~b.n_'.~.·::-e_L:1:i-der~:-~t~-·fi·~-~~:~5,3: en el 
t:·a.nscut·so rje 2 :sem3n;;s. 

14. -· f'RGTOCOLO f'AF:A U\ f!JR rF r CAC !ON DE 8~ .. 

Soluciones Y- t·eac:tl\,_'Os: 

~ Te j i::ia _a p.:.i!··t~1~ del cual· 
Acoci1). 
- s~.1ui.:ión E.IS • 

• 1 l'1 da EC•TA. 
• (J5 M Tr·1S • 

'' da SOS. 
AjusL5t" el µH a 7. 8. 
So~uci ón Tl\i 

1 M T;·is 
pan> 25 Ml. 

3.0275 Gr:." 
• 5 1·1 NaCi .?305. Gt· . 

Ois•:Jl Vl?r· en !1tJUa tadesti la.d{:l~ 
poi· fi1ernbr·ana de • :22 uM. 

.llevár:. apHc.8.0, .3-Fol·a;: a·25 Ml. 
,.," 

- t=-'1·r::pa~-01· Uí\lC-renol .. 
Dü;alv21- en b;iñi.-:> m-31-ia 

_. - ~ --~.· >-_-; :-,:·.'-'·--"',: 

apr'ox\madamerite iO<:i Mi.. :do ,=enC.1, ·.;,.9,,.ecj.;, .. 25 
.5 M de NaCL a pH B;C>), manter .. é· en agÚacio!1 da Sol. Tl·J ( l M i:.Yis \' 

l'.2 H1 .. .;;. a 4 ce. 
Soiu 1-:i1~11 clc.·afdt·mica 24; 1 

Clo1·ofonr.c -24 Ml. 
?'Ucohol isoeJmi l ice l Ml. 

- Solución TE pH 7.B. 

Bolsa ¡:..¿-¡,r·a 

1 () 11-u'1. 
1 rn!'1, 

dialisis. 
- Soluc: Óll TSE L< (V. apéndice). 

Soluc 011 ~ M UaCl <V. apéndice>. 
Soluc on 3 ¡·¡ acata to de sodio (\j. 

PnJte nasa r·: ('./, aot..,ndtce). 
RNr!~sa l (¡ mg/ml (V, apendice}. 

pat·a 1oo:M1. 
. . ~'!!> l'!t~ 

'I l41. 

apéndice). 

Ml. 
po;· 



El s1guie11r_e p;·otocolo se encuent1·.J. c::;.t.2i.;id3r·iz.:¡da par·a !\'1~) ii"11) ce 
r.ej LOO por· lo qu.e se deben h.::i.ce1" las co1·1"t;CCitJr.es pe1,.t·inentes ¡xw . .:i al 
pesw a¿¡.l tejido a p1··ocesa1·. 

Fn esr:t:il caso O:lt·t:u.::1.1la1· 1.-3 tr.ma r:lE~l teJ1c1o se Yeal t·.zii ·en '3.1·:1i11.::iles- q11e 
p~r·r11r:-i:¡ecist·u1¡ en .3vuno poi· un lapso ap1·o~:icnad0 de ¿ H1·s.-, el tl;±_iit1.:J 

1.1i:il1~.:-;,J(J ·Fue el 1i.l.iSC::t.llo del telson de Ac:oc'il, el cu€tl f'ue conge1ud.:J 211 

f'oi-·;¡1.3 ir1rr~.?.diat7.l t1ast:a su uso. 

PROICCOLO. 
l. - !00 .11r1 de teJ ido se .i1e1:,~;·an en ni t1'"0rJer10 1 i'.qtJ.ido. 
2.- !::l tajid.:J r;~.il'.121·1=:.:'ld.::: se coloc¿, en 2 1·11. Ce Sal. ETS, .J.l que s:.e le ag1·ea:o' 

3.-

5.-
.:::..-
7.-

8.-

9.-
1(!. -

1 J.-

12.-
13.-

14.-

15.-

;·=-r1:Jteínr.i.sd r;-· ¿., 1;113. concentt-ac:icin ·Final de 5(() UCJ/f·1J.. y de ::so ui].'111 pa,·.:i 

Incuba1· a 55 ºe ti::ida. la noche .ai:wo:o.madamente 16 Ht·s con 5(i 1"¡jffl. 

Agreg~,- !_111 \ 101. de Ul'•JC:-~Fer.\Jl. ff:ezcl ar S·...i~vernente pot· i nven:s.:.dn d..J1·ar1te 2(\ 

i·'lin d Te1110. f-:rnb. 
Ag1·e~1¿u· un 1Jul. de sc,1. cloi-·o.fónliiCa. 
f .. '.t,:i,~cla.v· o::w inve1 ... ::;;iun SLtavemente ctwante 2(1 í"lin • 
Cent1·1-fui;.a1· a. :2.70~.) 1·prr. poi· 15 M~n. ton1ar la Tase acuos.::" t1··23l1:-:w 
nue ... ,..;rn,.....:n•.r.J t:;·:t.1-acci()r1 con l~l".lC"íei-ol ·y sol. c.la1··c1Tót-mica. ¡:~,:¡1·a el caso ck:l 
!:ejidtJ de ac,::¡ci1 ·fue-! :··equet-id-:i ot.i·a e~t1 .. acción pa1·a q1..lita1'" loma~ po,.;í!J!e:· 
el calwv·.;J.nt:t-1 !51 f3oLa se t·e.:311;::~ e:.;1:1·acctón con -fe1i\Jl s13 r·c::tí.ra d2 un.1 
mejo1· n • .:.r.et·o el pi9mentü~. 
r-·a..::1 l izsr una e;.. tt·_:tc;c:i án d l.5 fase acuo:;F.t sólo con clor·ofL1r·ox:.> oaJc> ·1¿,s 
t1~1sm.;:as cc1ndicions-s ci2 m2::.clado v r:E·n":.1'"iTug,3c:ión. 
Dial i 2a1· la -fci.se .acuosa contr-a 2 Lt. de SrJl. TE D-u-ante 16 1-ivs. a 4 ºe . 
Pr-eciiJitav el AO."J al ar .. ~di1· 11:.:'5 de f~3C"i 5 !"i o 1/10 ae acetato Ce sodio '3 
r-1, y un :./o~. d2 etdr"'.::il f=:·io , ma::cl..:.;" y:~n'c.i !mente. 
Al To1T.-3n=:c: l¿, tn311.;. se t·etira el e~·.annl 001· decantaciOn , y se lava la 
mal la cci-1 etanol ,3 l 70 ~~-
Secz.1· el AON en un G-?.secada1· de íi'lLtEsti .. as (api·a: .. imadamente 15 Mfn.) 
Resuspende1' el hDr·! en :.:oo ul de TE pH 7.5, si la e·Fic:ien.-;i¿¡ es b1.1ena Ja 
cc-r.centrac1on ap1·0:.:imada deb8 oe se!"· de • 3 a .5 ug/Ltl. 
1J,J.lL~1··a1· ~a cal: d..3.cj 'i c.:i.nticb(J r1el :-~1JN pcn- c:apect.t-·of-""Jtometr·L.a., r·eu.l i ;:.anr~·:: 
lectL•r".55 a :'6ú rir·J v :E;O n1~1. si el cocie:-t"'·-e entr·e ambas 112ctur·.5s n:sul t.a 
mavt:n a 1.8, 1.-:i ;Jur·cz.a del AON es ar.:eptat.le, s1 ~·esulr.a. de al1··so.z.r'.rar ~ 
1.5~ •21 A[!N p1..•erJe co 1:tener· !iast=i. ._n :50 ~~ de ¡::1·:.t=.:.n:.., pc1· lo q.;2 .t.e:- C-Eltic 
de reali::a1· ,_1:: .. ~ l'";l..IP..V6 cxl1··acc!.Oll con ur...:c-Fe•11.:.1l/ Sol. ~lcw..:riwr·r11¡-c:a. p,31·a· 
cuanT_i·f1c:a1·· el ¡.'..1Dl\I sr? tiene en cons1oe1··ac1on que una lectLwa de f~º .:1 un,.i 
longit.ud de andes dt'? .::óL1 nM una U. de O.O. equivale a 50 ug/Ml. aa AO~J. 
Ci1ecat· la cdntld.~1rj da ADN poi· densit.oni8t.t·ía de un¿ Totog1·.::¡fía da L1n qel 
de aoa1·o::ia al l ~~ en TBE. colocando una CLll"'-'ü de crn-.c2ntrac1 ón c:cin ?~~J·J 
cont1":"·01. En este n:isn'.O paso se v..:i.101·..:. la pr·esencia de t\t;~!. c.k::· e:.:tsti1· E·•Jte 
=:e e;.:p.=ne el i=IDi"J a RNAsa. 

ESTA TES'¡S 
SALIR DE U 

:¡ 
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15. - PPOTCCO.J"1 DE TRANSFERi:l\CIA !E PLACAS. 

SolLn."';lones y , ... eactivos: 
- So;ución 2<) X SSC C\,'. apendice). 

8olr..v::1ó11 Tr1s : l·l pl-1 7.5 <V. a1.1endice). 
- Soll;ciün 10 U ~J .. .:.Ot-f (V. apenoico). 

::oluci.cln dt~sr"l.:J.tLwal izante · par-a 100 Ml • 
• 1 N oe h!aOH Ml. N.50Y 10 t.::. 

l. 5 i'\ c1c2 1'.J,¡,Cl 8. 76 G1·. N,;Cl. 
A-For·a.1· a l(l>) ¡v¡¡. n.:. E5 necesa:-·io 
- Snlu1::ón amor·ttguad"')ra 

Tillt~a1- la soluciar.. 
11·~,·a 100 Ml • 

W Ml, t.-is 2 M pH • .2 M Tt·1s pr-l 7.5 
'"1 X SSG io rn. 20:< ssc. 

"7 ~ 
1 • ...J. 

Afor·c.1· a J({i Ml. n:i es necesario f"ilt1·ar· la solución. 
Solución salin.3 pai·a !CK) MI, 

- >'. S5C !O MI. ;))X SSC •. 
f¡·fc;r·e.r· •J. !Cuj Ml. no es necesario fi 1 ti··a1· la solución. 
- C;-,_~as t"ie Pet1·i con placas a t.-·..;,nsfewir < PLlt?dcn set· de ··1ü(i mt-1 o 150 rr~·l 
de cl.-J11~et1··G). 

- F1lt¡·as lJ¿: r.itt~oc.alulcsa con pa1··0 Ce .45 uM, da di.?.11it~tr·lj a.dE?CLtáCü p-31·;. 
13.s C:?.JüS <8:.'5 m''1. p;ir·a la.s caj5s de '101): nlf! Y.- d~ l~:'..' 0~1 pa1_··?_ las _ca.ja:;·i;tt:.~ 
15(1 n11"I. ) • 

::·.1r•:! l ae cn:l:n.=it:GQ• .. a-f í a 3--r·t'l chr. 
A9·_<.J.::.; t1iporJarmii: ... -1 con ca-libr·e nurnet·o- :?L 

·-· •3:. .. :-.ntr.s des~chablea. 

p¡;'OTDCOt..O: 
i. Coloca,· las cajas a ser· tr·ansf"el'idas ~poi· ~10 menoa 1 H1·. a 4 Ce. 
2. - f•\r.1·cai· co11 bol íg1··afo los -Fi 1 ti·os de ni t1·ocelc1lasa cor, f"ect,a y ·1'1Umer"O da 

ici::-nr.1 t·1cac1L1n pdYa la caja , así c:Cmo tambisn marcar su dupii'cado { 
ut1 l i~a1· guar1tes pat·a t01i.a1· -e! -fil t.-o). 

3. - Uti 11 ::and.:J pat~.:i la. t1--ans1-en;ncia el l.:ld.."J que r·o fue mar·cad..1, colac .. :u~ 
sua•.•e:r;ent.e el -filti·o sobt"e l..:is placas a t1'ans-Fe1··ü·, dt""?ja1·· que ia 
nitr·ccelulos¿¡ se :;,d•itera por s1 sol .. 3. a la aga1.-osa 1 mantener el -Filti··a pct'" 

1.¡.. - Rc:t 11'" ar· el -F i l tn:J ccn pi n-¿as y per·m i ti r q~Je se sequi:? sobr·~ papel' r.M~ 

cvomatog, .. a-r::a 3 ru1 Cht'" du1'"a11te 10 Min. con la ca~-,3 que tiene L.;s- plaCas 
t1-ana.¡:er·icas hac:i.a arr·iba. <r-epeti1'" este paso pai-·a el •:!upli1::t3,CD>. 

5.- HJmed~cei-- en C~stinlos 1·2f"r·act¿i1 .. io5 3 pedazos de papel puy·a c1·omatogt·a·ficJ, 
con c~Hja un.:;, c:e las solucior"'IES de tr·ans+21·encia (solu::1óri 
de5r,atu1·al 1 :-ante, solución a:i101·;:iguadat·a ~· solución sal in.:d. 

6.- Hum.?decl~r· los 1-i 1 t1·cs en 1~1 papel de cr·or1i-3tt::;?l)r"a.f:..?t ca_q ___ l_a __ ~ª1:1:"~- ~_qy_e""' 

7.-· 
8.-· 

9.-

p1·es-ehta 1a-- tr·.;-1ns-FE-~~·encia nacia arTib2 .• dtn ... an"t.e 2 1·11n., h3=e1· lo can cz.e1;, 
L1na ce l.;is aolucior,e5 Ce ti·ansf'en::ncia en el siguier1te ordei"I: 

i - Soh..tr..:ión ciesn:Jtt..wal i:::,nt.e. 
:. - Sc.~ucion am.::.~·ti•;iu..s,0.:wa. 

3 - S.:.iluci ón s.:,) ina. 
&~car o .. 11-ant1? lG Min. igual que er1 r:d p.;sr) 4 . 
Hc·t·ne:w los Ti!tt··os d.Jt~a11te 12ü Min~ a 80 Oc, c.'.:lda ""filtt~a de 
nit.1-o~elu!o:=;a cebe da estar· sepan3do po:·.p.3.pel: Ó2'cr-o.na~g1.:-~~i:a~ 
i-l t tr· i 1J¿i,· los .fil t.r lJS. 



li'···· Pfi'OTOC0'-.0 Di:: f-HBRHJ,O;CJON EN PLAr..A CON LOS QIGO'JJCi..EOTIDOS HDF"'-:::. 

3ulLlC:.On:?S y r-eact:i•.•cs: 
- 8w1sds de l1ib,.·idacidn. 
·· S¿;.l !¿¡do1- de bal:.::as. 

I3.:.r.os de incu!:.ra.·=icn. 
CiJn t..:J do1-- G~ : geu-- • 
Ol l gonuc:leoti do m~1·cado • 
.S::).hJc ion /\ET =ox 

·' l'I N;;Cl 
:1) mf•I EOT,.~ 

• 3 M T1·is 
Dt;~cJi ve1· en 6(:;) l'-il., l leva.1·· a 
fj 1 t¡··.a.r- pov n1emt~r·.:=u1a de O. :2 uM. 

pat·a l Lt. 
175. 05 G1·. N.;Cl. 

7. tj•l G1··. EDTA. ::2 
36.34 G1· ti··i.s. 

¡::H 7.5 con f-'.Cl t: 

Na.2 l·l¡O. • 

N .. , -afcw::1~· a 

;:'.cit-:!n 1-11=2~0~1r·:btJflL1Cléic1.""> t°"!t? s.:il,.11cin sonicad9 TO: ffig/i~li~ <AO'-Js;s)·. 
- 8Gl .... ::c1ón de SOS ;.;l 10 :·;. 
- Solu1:i1~n Denh..;.t·.:-=t SO X. 

'• de Ficol. 
i: Ce Al tum i na. se1 ... i c.3 bovina ( f~;_ . .:ai:;<;J QJ"J 
:{ ce Folivinilpil'"1·01 icbna. 

- 801lucicn 20 :< SSC. 

FROTOCOL.0: 

1 !.t. 

L.- Prep.-:;1··a,- ~~DlL1CitJ11 de ¡::in:~h.i1:t··i.d~1ción. P.-ú·a l(, -filtt-o5 t1e .nJ.U-aceiul1~so 1;01 
1'+2 m'1, de diao·.et1·0 se uti 11 ::;.wan n1tína.-i.ame11te 50 1"11. 

b l ;·.ET 15 Ml. de sol. 20 :.; NE:T. 
lC X Demha1-dt 1(1 111. de sal. S(1 X Denha1·dt. 
Llev.·lt" a un \..-olt.:.::En mwv ce1 .. cünc a. 50 r·n con agu~ oide:--Jt:i lac.kJ, mE~cla¡.· 

añadit· .5 111. ce una sal. de SOS al 10 '/. y 375 ul. dt? AD!\!ss. p1·eviarnente 
l1e,.··· .. ·icla d .. wante 10 Mir.., a-f-a•·a1· a 50 Ml. 

2.-· Colocar los Ti lt1·os en un&. boisa de l1ib1·idación 1o su-ficientemente g1·.3nde 
que pe .. ·mi ta t.tH1f.:"'1· poi- sep21~·ado los ·fil t1·-t')S en dos p.J.qt .. iet.es lj.3 5 Fi 1 tr·o::;. 
ag.-·eg::w la solucion de pt·e!iibt·idación, sel ~ai- la bolsa. 

3.- Pt·e11iD1'"ida1d ..=.. 65 ª.:: con ii91~:wa agitación 40 y·pm dur·ante 3 Hr·s. 
li.- P1·E=pa.1"a1 ... sol. ae hib1··idacion, Esta sohJClün debe , ... 2al1za1·Ee en el ~nii?no1· 

VoI. p.:;sitlle que p-2011:.ta cont.~1·· (~on :.ir~:i. concentr·acíon da 5 a 10 míllnr-.es 
Ce cprri poi- 111. de sal. ce hibt·idacion Pa1·a ios 10 Tiltr·os oe 
n1 l:t·oceiu.iosa de 142 íl'.-11 de d1ámet~·o ·se uti 1 i~a1 ... on 10 Ml. 
6 X NET .;;. /'11. d2 Sol • :'O X NET. 

10 X L·~r.h::t1""d-.: Ml. oe Soi. 5(1 X Oenha1··c1t 
.1 :: DE·sos ,,, .1 MJ; de Sol. l•) '.',sos. 
01 iqor.ucleotiao ci.nac!o \'Olur1~en \·a1 .. i.!lble. 

H .,o aft:W:lr· a lr.J MI • 
. \: Tt-::1-.el" .. l.s mi.stn-:l p:··ecaución CJL1e se tuvo en e! paso l p.3.r·a. t:l GDS. 

5.- 7enni1-1ado el tierr.pc de p1··eJ-.ib1·J.dación sa me~clo la sol. de un exti·E1Th:I .a 
.-:.t1··0 ce la bcl::a~ oujet.3.ndo 1.1n cy··upo de los ·Filt'xos en una r.Je 10~; 

.,3:.tr·e!:K:.5, es'to se h:;.ce var1as vec:e=: hasta contat· con todos los ·-filt1·os E:,,r, 
un S\Jlo p.~qu.2te. 

6. ·· Sac..li· tuda la solL1cion de pr-eh;bridacit."ln posible, haciendo pt·esión satYe 
la L.CJlS5 car; tina pipeta. 

,. .- 1:-1q1·e:::.J5r· L5 suli .. 1c:11:.n ij¿. h.ibt·1d..;u:ión y sella!'· la bí.:ilsa. Al selli3.r" ld bolsa 
sE: c~L~· de t.e·-1121· cuidado .je 1·ed.1ci1 .. l~~ lo más poSib~e, sin deJ¿H.- Lit.wbuj.3s 
de a.:n:~ en la Süi. de- hib1··ia~ci.ón. 

8.- Jr.cubai· .; la tEmper·atu1·a de hi~1,.ic!¿,cióí! ss~-~~,c_i.~,ti~d~-. _ ~::-~nt~_-12 a -.l{L Hi·5. 



9. 

!C>.-

1:.-

1::.-
13.-

con ~4;:1 1·pro, (el 1·ast:1 .. eo l"'uiin::wio 
1·e.a1 i .Zó -a 40 ºe). 
La·v·a:· las Fi 1 ti·os con Sal. 6 X SSC qua Í-;cirit".2nga .5 Gr· ~8 f'a5F.t.ta 
monwc.ásico poi· Lt. de S':Jl., bajo los Sigwient:es tiempos·: 

15 Min. ü Tarnµ. P1mb. cGn 50 qJm. 
C~r;1bia•· li; solución. 
15 !·:in .. _1. Tt~1·1'.p. r\;ib. con 50 ¡·pm. 

r.·ea: i:::i.1· 2 t1~-:·.1pc~~; más de lavaC.c; de J.5 Mrn.- a una Teni·p·. 5 °;:: 111..:-,::; .;lta de 
l.~ s::il. de i11b1·1daci an, con sol. 6X SSC -fos.fat.o p1--ecalentada. 
V~lc1·.3r ccn un Cie!.ger'" la señal em1 tid·.5. pc;1· el 1-i 1 i:i·o, · det.e 2r1t:c11t.t·c.wso 
i:irnxa • ! y . ~ iJiR poi~ l-11·. en escala C-a _l X, en ~aso de qua n.:i sea asi l¿;v.~w 

a. ur.-3. t.t?mp. mas alt~ ( en el c¿;,i;;;c d.: que se Ef5ti? f'1acier.d"1 un s:Egu:-100 
1·a2t1·eo de una r:lan3 positiva. , pc.r· el alto n1...lf11e.--o da clonas positi'/as, r-:.! 
\·2110,· p..;2.:.ie 11E-t}at t1ast.::i.. .4 mR prJr Hr·.). 
p.3,·;rii t.11'• S2C.CW el -fi 1 t1·a. 

E:q:,¡or.e~· 2lpt-0Him¿1damen1:e 24 Ht'"S .. :;i se t·e.Jliza L1n_Soutt·1er·n o enrxe 2 a 6 
!-!1·s. ::u~ndo se- 1·eal iza en place .. 

Salt.1,::ión ce Ol"'OO'A..H"Q de etldio. 
Soluc1ón de ),ª'""~ª TEr,J. 

• 01 r1f'1 da T1·is. 
.l ffd1 de EDT.·:;. 
.l r·I wt..;. i\la.Cl. 

- Swlución de elLI:::idn. 
rl de f.JaCl. 

-· Fei-+ol s~tu1·¿1d=.1. 

- Snlucicn r:iotTJ-fóvm1ca 24/l. 
\Je:1:in9a.5 oe 1 Ml. 
Et.anal fr·i·:1. 

- Salu~ión TE. 
Tubos de cr:nb·· i fug~1 de L 5 M 1 • 

- Aga1·osa ul t1·apu1·a g1·ado Aür·J. 
Solucion TSE i x. 
Papel· Ce c1··onE1.to91--a-Fía DE-81. 

F;;QíQ...."iJLü: 
1. - Pi-epat'".31"' un CJel Ce cig-E.o··asa en T8E 1 X a la conce11tt-~ai:.1dn q1,,e pen1n ta un.:-i 

mejor· 1·esolucion ae la banda a pu1·i1'=ic.at·, <paP-a el povta gel de la cam'3.1·a 
de 8f;.'!._ 1·1º l(18~::; 1"!cd. H3, se agi-eCJa 65 r·n. de üga1·osa en TBE !X, 1.1tilizanc!D 
el pei 1-.e de 1 íT.:1. CE- ancho can 1!4 c:ientes, coloca1·· 1..in3 cinta ~dl1es! v-::s 
sobn:;: S díe11tG"3 p31·a fonTrcw el c6.n"ll p1 ... ep,3.-·otiva. 

2.- Calocat~ e:-. oos po:?os .?i.leC-3.ños ai p1·epa1-at1 vo, pa.1--te dE: la muest.1 ... a y L1n 
ina1·r:ar.:!at- de pr-::.-j1J (11Clecula.1~, e1' un \/el. ni::J mayo~· de 10 ul. i.nc:l1_1vendlJ 
c:olo1·¿.nte. E:l lJeil. de cai·ga p31·a ei <;_1el p1·eparati vo no debe de canta.Y con 
m.as d~ 1(:·(! ul. 1 nclu•1er.ck) :20 ul de color-ant.E. 

3.- Co1·r·e1· el aa1 a 7 mAmp. manteniendo constante la corYiente du1··.ante 
ap1 ·o~ .. imaciame11f..e 12 - 14 Hr·s. 

4. - Co1"t . .=i.1· cc1n un. .. .:t 11tP1aja el -f1'"agme11to da g12l qt.1e i 1:-icluya loS ·dos cat~t::l ies 
~lec3?r::;-:-: al p1·e1:¡.a1··.3ti.,:r:J mencicnadcs en el p.-:isa ::, t.Er._i1--· 1:1Eite_. ·(r~<;g,·fl~.:n.t:o 
con b1·or11unJ de et.1dio, ubíc;a1~ la banda dí? ?10."J a pu1··i_fif.:at··pq1,.:iT1ed10 c::a 



5.-

6.-

7.-

e.-

9 .. -
10.-
11.-

12.-

13.-

l4.-

15.-

l6.-

17.-
18.-
19.-
2(1 .. -

lu= ú.! ti·avioleta, hace,- una pequeña inuesca de l" a 2 mi'I. al ·frente¡_ de·¡.¡¡ 
ban•:Ja, 1·eg1··esar el ·fragmento de gel a sú. luga1·~ , 

.. Hacm: un .. ca1•te al gel can navaja sab,..e la t1·ayecto1;i_a·-·del -·-pazo 
pt"epa1··at i vo, tcinanda como ref'e~·encia la m1...u~sca r-eal izada. 
Coloca•· en la henoidu•·a con unas pinz.;¡s una tira de papel DE-81 di? 
ap1·o~imadament~ .5 cf-1. da alto. 
Reiniciar· la co1•1·i da a 100 \/al ts ap1·o><imadamente 35 rnAmp., para permi ti1· 

_que el AON se i'ije en el papel Cap,.oximaoo.11;,nt,. 30 f'linl. 
Toma1· con pin:a.5 el popel y cola=aYlo en una. camisa de jet··1nga de l Ml., 
l le·,•¿¡r· al TonCJ de la Jer-ing.::i el papel :::on ei embolo ce la ro\s11'kl, r·etiYat· 
el emt:olo, caiocar· la c~misa e:n un t.L1l:x:i de cent.t··ífuga de 15 1"11. 
f\1J,·ega1· .2<X1 ul. ae. Sol. de la·,ao:i. 
Cent1·if'uga1·· a. ::700 1·pm dui·ante l f"lin., 1·Eí.Jetir· '.2 veces el lavado. 
Coloc:aY un tubo Eppendot·-F !:1! que p1-evi,.:¡rr.e11t.2 se le covto l.; t.;1.pa en el 
f'onCo del tubo de 15 i·H., agt·egar· 200 u;. d~ sal. dG elucicin, centt--i.fug.51· 
a 27•).) t'"pm 1 !•lin. , r·epetit- la elución :2 '.··t~ces. 

Sac5r' el b .• bo Epp2ndo1-·f y ag1·2gar 5(1;) ul. Ce ·fenal, agita• .. 2 Min.; a.F1adi 1· 
'tü1) ul de Sol. clot·oTól"'nnc:o, agi ta1 .. :: /"lin., centi·if'ugar- a. máK ima ·1elocida.:J 
poi· : Min a Temp. A;n:::t. en rr.1cr-of'ur;_¡a. 
Toma1· la ·F.·::se ¿\cuosa, tani2ndo cuidada de no lleva1-se 
de Vql. ap1--ox im3d::ir.Ent~ io ul J, n::P.eti 1· et-:t1-acci dn 
clat·aror·m1c .. :i, ,!;i.';,IJ ti\r- .:: l''lln., centt·1-fugar .!;O Seg. 
mict·ofuga a Temp. 1'=1n1b. ! toma1 .. 50:) ul de ia -fase .3cuos3. 

-fenc:i 1 < ck--; j.;i.r· un tJoco 
con 5t)ü ul de S.~l. 

a !11la~<. 1/el. en 

P1'e.:ipitar- El ;:ffJN ag1,.~gando i Ml. r ... := etanol -t:r-16, coloca"· en hielo seo:) 
etanol, dejar· 1 Hi-. poi .. lo menos. 
Centt-ifüga1-· dU1'"3.nte !O Min. a 4 ºe a Ma:·:. Vel. en micr·ofuga, desechar el 
et.an:.:l poi~ dacantaci ón. 
Lav;ir el ADN cor. 400 ul de etd1<0l al '10 'l. Fdó, cent1·if~•.ga,-· pot' 5 Mln. á 
Ma><. Vel. a 4 ce, desca1-ta1· el et3nol. 
Seca,. el ADN. 
Resuspender· el AON en un Vol. pequer.o, apl'"O}<imadamente 20 ul. de TE. 
Cu~nti-fica1· el AD¡\l par- elect1·0-Fol'·esis en Gel y' dE:nsitomet1--ía.­
Ajus1:.r:.;i-· la car.cantt·acicin n~:quer-ida. 

18.- PROTOCD-0 DE TR"°''JSFE¡:;·¡:::NCIA ;:.;: ADN A PA"TIR CE GELES DE {\GO\ROSA. 

Soluciones y 1Aeactívos: 

- Gal con ADN a t1"ans-Fa1·i1'". 
Sol. 8t'"CmUYi.J de etidio. 

- F'..:\pel pa¡.·a c1Acmsr.091«3-Fia 3 1'11 Cl11·. 
Nitl'·ccelulcs~' con por-o de .45 uM. 
Sol. Cesn:itut·::i~ i=ant2 p¿.t·a 500 Ml . 

. S M ~JaOH 25 Ml. de NaOH 10 N. 
1.5 M NaCl 3.8 Gr. de NaCl. 

A·Fo1-ar· a SOO Ml., na es necesario -Fil tra1- la solución. 
- Sol . ~Jnot·t1guaco1--a pa.t"a. 500 Ml • 

• 5 M Tr·is 125 Ml. c1e T¡.·is 2 f"I pH 7.5. 
3 M NaCl 87. 7 G1· de NaCl. 

A-fo1··at" a 500 Ml., no es necesat' io -fi 1 tra1·· la soluCión. 
- Solución 20 X SSC. 

Pf'iOTOCCLO: 
1.- Ter.u· el ge.l can orarr.u1·0 de etidio. 
2.- Toma•· una f01:ag1·a+ia del qel, exponer el menor; tiempo pasible a la luz 

. i ¡ 



3.-
4.-

5.-

6.-

7.-

e.-

9.-
10.­
l l.-

ultr·avioleta , utiliza.· de preferencia longitud de onda larga. 
Enjuagar el gel con agua ciesionizada. 
Dejar el gel con Sol. desnatural izante l Ht'. a Temp. A'11b. con 50 rpm. 

-cambiar la Sol., deja1· otra Hr. 
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Enjuaga1· el gel con agua dasti !.:ida, ag1·ega1· Sol. amon:iguado1·a, dejat' un;i 
Hr. e;, Tertip. Amb. a 50 :··pti1. camb1a.r la S:;l. , cJejar· unu hrn·a mas. 
Co1-t.a1· oc.s peoazos oe napel pa1·a c1·om¿¡,tag1·a-Fía 3' MM Ch1· del tamaño del gel 
J3. b··ans-fey·i.1··, Llti li;!ar· un,J co.'110 molde p._l.rta co1"'t?t" un ·fr·~gmento Ce 
nitrocelulosa. 
Humedecer· la nitr·oc~lulosa en a.gt.ia desion:.~ad.~ y postr:::;1·ionnente tnojcwla 
con Swl. '2.ü X SSC • l1t.1,'i12dece1" ur1 pedaz:a de panel ... !'-1''1 ch1·, coloca;· sc..twe 
ur1 crist.;,l a mar-,¿.~~·a de PL•ente eri un 1·s·F1·.:ictar·io. 
Colc:.c;;i;r· el gel soo1~e el puente de papel < vei· fJgLwaf, sacat· toda~ la=> 
bi.wb<JJas q.Je SG encuent:1··an cebajc del i]'~l con 1 ii]er·a n1··esión sob;·e c:st.:e 
con pipet¿-,, coloca~· sobre 21 gel en el s1g1 . .dente c:.t·den la nit1·oceluloa,1. 1 

papel et:? cr·cm..:::.tc\wafla, taal l::i~!i ao:==:ot·br-:ntr~s , ct·1st:.a1 y un pe•"SO que 
p~·o¡::oi·cioriG ur-1a f.u131-za apr·o"'1m;;da Ce 500 G1·. Es neces~1··io que se coloql1e 
-~l1·8ded:.:w del gF.l un.3 pelicr.lla plasttc.a que evite qui= la solucicn 20 X SS~ 
1·.o pase poi· ·FL•e1·a del gEl r..1 las to¿il las abso1·!J2ntGs. ( es impot·tante 
dest.ac.at· que rjebe de maneJavsR la nit1··oce!ulosa con pinzas) .. 
Oeja.1· ap1 .. axim:\darnente 14 1-h·s. a Temo. Afnb. 
Ho1-r1ea.1· el -fi 1 tt.-a de ni tY-ocelulosa O .. u-a.nte 2 Hr·s. a 8(! ~. 
Hibtºic!.:u·. 

Si al -filtro no es 
papel de ce·omatog1·a-Fía 
Llt:i 1 i=a.-lo. 

utilizado de inmedi.::-:.to ~ se puede 
en una bolsa de hibridación 

g._1¿wdar entre 
sellada .. hasta 

19.- PROTOCOLO DE PURTFICP.CiON CE FLAS!•JIOO A GRP.N ESCALA. 

Este p1··otoco:o fue empleado pa1'a purifica~ el ADN doble cade1;a del fago M-
13, pel>-a el pt·oct~dimie:mto de subclonacidn. 

Soluciones y i--eact1vos: 
Medio de cuitivo LB-Mg. 

- Solución .5 M de EDTA-pH e.o, pH,7.8 <V. a'péndice). 
Solucion JO 'l. ce Triton X 100. 

- Swic1ci011 EDTA pH e.O • 
Soiur:i ón Tr·is 1 M. pH 8. O, pH7 .8 <'·l. ar,éndico). 

- Solucion NaCl 5 M. 
·- Soiuc:idn TrD3 

Tt·1s 50 mM 
EDIA 1 mi"I 

pH B.O 
pH B.O 

para 100 MI. 
5 Ml. de Tl'is l M pH 8.0. 

.2 Ml. de EDTA .5 M pH e.o. 
Sacai-·osa 25 i~ 25 Gr·. de Saca1'"osa. 

A·FD1·a,- ,3 100 Ml. y ·Filtra,- por memb,·an¿¡ de ;22 uM. 
- Solución iític¿¡::; X tdton . 

. _. ~JI. de Sol. de tri !:on al 10 X. 
75 Ml. da .:.::s M EOTA pH B.O. 
15 f·ll. de l M Tr'"iS pH 8 .. 0. 

7 Ml. d2 agua. 
- l_lsc:ima. 



l.-

2.-

3.-
'1,-

5.-
6.-
7.-

s.-
9.-

10.·· 

11.-

12.-
13.-

15.-

16.-
17. -
18.-
19.-
20.-

- RNAsa:1omg/Ml. . 
loa.u-o de p1·opicilo: · 2 ·.mg/Ml. 

- Solución Tl\E · ¡)a..-a ioo Ml. 
20 mM de T..-is pH 7.8 .; 

1 M de NaCl_ .· . 
2 Ml. de T..-.is 1 M pH 7.8. 

20 ML.:: def NaCl 5 M; . 
1 rrJ-1 de EDTA pH 7.8: 

- Solución TE pH 7;5, 
Fenal satu..-ado. · 

• 2 ML,,de .EDTA .5 M pH 7.8. 

- Clo1·0-fo1·mo. 
- Solución 30 Y. de PEG;' 

Clot·w·o de 'cesiÓ. · . . .. 
Tubos p.:wa ultt·acent..-í-fuga 

PROTOCOLO: 
Inocular 500 ml de ~-.edio LB-Mg, con una 
céluias pa..-a plaquea..- en un mat..-az Fembak, 
cu1"ante 10 a 12 Ht"s. 

pla¿a·de lisis mas 500 ul. dé 
incuba..- a 37 ºe con 200 1·'pm. 

Cent..-i-fuga1· a 6000 ..-pm sn un t"Otor ,TA-10, 
sobt·enadante po1r decantación, t··eth-at· el 
abso,.bente. 

du.-antl:! 6 Min. , desca..-tai" el· 
e>:ceso de medio con una toalla 

Resuspende.- gi;nti lment.e l¿¡s células e11 45 Ml. de Sol. TES. 
Añadlt' 6.75 Ml. da una Sol. .5 M de EDTA pH B.•) ,40 mg. de lisozim~, '.4 
Ml. di:: Rl\JAsa , Me:.'cla,- e incub.:ir· dur·ante 15 Min. a Temp. Amb. 
Añadir 13.5 Ml. de mezcla lí'tica 3 X t~iton incuba1·· 15 Min. a Temp. Atrib. 
Ce11tl"i.;:ug¿.r· a 18000 1·pm durante L!O Min. a 4 ÜC e11 un 1'otol'" JA-20. 
Tomat· el sub1·enadante con puntas azules a las cuales se halla co1-tado SU 
punta (puntas co1·tadas), añadi1· un Vol. de H¡CJ, divi.di1· el Vol. to.tal <'.!11 
-fracciones de 15 Ml. en tubos Falcan de. 5<) Ml. · 
Ar.aoi1· un Vol. de -fenal satw·ado, me:clar gentilmente du..-ante 5 Min. 
Añ:1ai1· un Vol. ce clon~·Fo.-mo, Me:cla.- genti ln-ente dcwante 5 Min. mas. 
Centt·i-fucJ¿w a ::'.St)O r·pm cuvante 15 Min. a Temp. Amb. en centvi-fuga de 
rnesa. 
Tcn·,31· scbrenadant.e con PL111tas azules cortadas, realizar dos e:<tvaccic:ll1es 
mas con ;:enol/clo•·o-fo,..mo (pasos 8,9,10). 
Realizay una e:-ctr-accíón con solo clot·of'.oymo. 
Añ¿¡dfr • '.2 l/ol. de 5 M NaC! y .33 Vol. de ¡PEG 30 'l., mezcla!' y dejar-· 
O C\:; toda la noche, 2 H.-s. si se deja a -10 ªe , :o bien congela!' a - 70 ll:: 
y descorn;1eia1··. 
Cer.t1·if"ur.Jar a 9000 rpm du1"ante 20 Min. a ti Oc, en un r-oto..- ,JA-20~ -, 
desc¿wta.1· el swtJt'"en3dante por decantación. ! I 
Resuspender" en 5 1-11. ee Sol. TNE por tubo f p1'ecipitar el Aé1\1·can2·CVol~--
de etan:il -fr·io. 
Cent1·i.fugar a 70<:1:) 1·prn a 4 Ce rurante 5 Min. 
Desca1·ta1· el etanol, lavar el ADI~ con etanol al 70 Y.. 
Resuspsnder· el ACN en Sel. TE 1 Ml. PDI" tubo. 
CuantiTic31· ADN poi'" elect1'0.fo1 .. esis en gel. 
Cc-.ioc3r gradiente de clorur·o de cesio, a 2.1 Ml. de Sol. de ADN< con 1-0 
m;.s de 500 ug> ag1·eg:;w 2.15 Grs. da CsCl por· tubo d8 u.ltt'"acentr-i-fuga t·otaY 
<SW 50.1), mezclar· poi'"' ínvei ... sicin cub1·iendo la tapa con un papel paYafilm, 
cuando se llailo disuelta toda el ce:;io añadi1'" 150 u.l da una sol. de 
lüdLWo de pr·opidio con una cor.cnntYación de 2 mg/Ml., mezclat· pot· 
inven:;ión en ooscUt"iaad par-c!.al, cubrir· con 2 a 3 ml de aceite mi1-ie1·a1. 
centt·i.fuc~at· a 38(lt)() r·pm dul'·ante 20 H...-s. 



21.-

22.-
23.-

24> 
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Al tenroino ·ae la cot-i-ida visualiza1· la 
luz LJJ. de longitud de onc:!a layga, 

banda de ADN ·oajo iluminacicin co11 
r·ec:uper·.3r· el ADN can los sii;Juientes 

pasos . 
PediJYaY =n una aguja la base del tubo, teniendo cubie,·ta la boca 
del tubo con un decb C Utili=ar· Guantes). 
Permi ti1· que salga la Sol. del g.-adiente lentamente a tt"<lves del 
01~i-ficío, p1~ac:ura~ no t1ace1~ movimientos b1·uscos o.:wa evi tr.w 
1·ompe.-lo. 
Recolectar el ADN en un tubo Eppendm·-f cuando la banda salga por- el 
or"i-ficio. 
Hace1· e}:tr·acción con Vol. de alcohol isobuti l ica, para ~-etil".;)Y el 
íod:....wo de ¡:n·apidiot 1'"epetii-· las ext1'"ac.:ciones i1a.sta que se pie~·da el 
colol"" 1 .. csado del iod.wo o pasal'· pat· una colunind da Oo~·:ex :J) L•JO-Y,8p 

Dializr.H· conb·a dos Lt~ de Sol. TE a 4 Oc d.11'ante 12 hn;;. 
Al teYmino de la diálisis, ta·n~..­ un;i allcuota pa1·a cuanti-ficaY la calidad 
V cantid~d de ACN. 
Pt"ecipi ta1· el ADl'J con l /10 ee acetato de sodio 3 
etanol, l'es1_1spende1" en Sól. TE a una concent1·aci ón 
t~niendo en cusnt.3. el valoY del paso 23. 

M Ph 5.2 y 2 V1~l. d~ 
flnal de ;5 Üg/Jlc, 

:?ü. - PRDTOC0'-0 OE PUR!F!CACION DE OOBLE CADS·JA PARA 
ESCALA). 

Solur::ianes y t-·eactivos: 
- Solución STET 

8 % Saca1·os,:; 
• 5 :~ Tl'iton X-100 
:SO n~1 EDTA 
10 mM T1·is.HCl pH B.O 

R~-:Asa 10 mg/Ml. 
Lisozima 10 mg/Ml. 
Medio LB-Mg l X. 

- Células Jl"'r101. 
- SolLición TE. 

Fenol satu1-ado. 
Clm·ofon"!lo. 
Et:.anCJl ·fr·io. 
Etanol ft"ío al 70 'l..· 
Acetato d2 sodio 3 M pH 

PROTOCQ.0: 

_ .. ;· 

··1 

paya lOC1 Ml · · 1 
8 GY. de SacaYosa. 

• 5 Ml. de ti-i ton X 100 , . 
10 Ml. de EDTA .5 M pH•B.O; 

1 Ml. de TYis 1 11 pH s'.o; 
' 1 

1 

1.- Inocula•- 5 Ml. de medio LB-Mg con 125 ul. de células .TI"l·-101 mas una pli>Cil 
de lisis del -fago seleccionado, o 1/10 del Vol. donde se halla 
,-e,;uspendidci, <utilizar- un tubo -falcan de :SO Ml>. 

2.- Incubar· a 37 CC con ::oo r·pm duY-ante 4 o 5 H~·s. < en caso de utilizat· una 
pl3ca> o 5 a 6 Hrs. ( par-a un ci<?cirno de suspensión de una placa). 

·3.- Cent.·i-f"·ugar- 15 i'iin. a 2800 1·pm a Temp. Amb. 
4.- Tcma1' el sob1'en;idante con pipeta pasteur <guarda1·10 pa>·a la pw·i-ficacicin 

de cadena senci 11.J), t..:nL~~- cuidado de rro dejar"; niedio, r·etit·at· l¿J,S gat.an 
da ia pa1·ed con isopo de algodón. 

5.- Resu:..;penc:et· an 35\) ul Ca STET. 
6.- Añadi1· 5 ul de FJ\IAsa y 25 ul da lisozima solución -fresca que contenga 10 

7.-
mg/Ml. en Tr::J, .;gi ta1· 3 Seg. 
Coloc:a1· el L...1::..:: en agua hivviendo dcwante 40 Seg., centr i ·Fuga1· 



s.-

9.-

JO.-

11.-
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im.ediatame11te, dur-a11te 10 Mi11. ,a, ·hax. Ve! •.. _aj Temp. 'Amb. en ·micr-ofúga, 
r·emove1-· el detl'"ito celular- con un palillo." ··J · · 
Agr·egar un Vol. de fenol, mezc!a1· por- 2 Min •. agrega1· 1 Vol. de cJo,-ofonno, 
Mezcia,· dur-ante 2 Min., centr-i-fugar- 1 Miri. a Max~ Ve!. a Temp. Amb. 
Tomat· lc Tase acuosa, ag1·ega1- 300 ul de cloYD-Fot-mo , me:::clat· dLwante 2 
Min., centi-ifugar 3•.) Seg. a Max. l/el. a Temp. Ainb. 
Toma1'° 300 ul de la -Fase acuosa, pt-·ecipitat· el ACN con 30 ul de acetato de 
sodio 3 f'I v :.s0 ul de alcohol isop1·api l ico, me:::cl¿u·, congelar- en un bañn 
de hielo sEco etar.ol dur-ar1te 15 Min. · 
Canti-i-fuga,. dur·antE' 10 Min. a M<1x. Vel. en mici-o-fuga a Temp. Amb., lava!' 
el AD'.'J con etanol '711 70 ~., seca1' y n:suspehdar- en 40 ul de TE, el 
t·endimiento de ADN ·Fluctúa entt·e 5 a 10 ug. 

21.- PROTCCOLO PARA PURIFICAR ADN CADENA 8~NCILLA DEL FP,GO Ml3. 

l.-
2.-

4.-

5.-

7.-

e.-

9.-

11).-

11.-

Soluciones y t'"'eactivos: 
Solución PN. 

20 X de polietilenglicol. 
2.5 M de NaCl. 

Solución TE pH 8.0. 
Fenol satu1·ado. 
Clo.-o-foi-mo. 

- Acetato de sodio 3 M pH 5.2. 
Etario! absoluto -frío. 

- Etanol al 70 ~: ·frío. 

PROTOCOLO. 
Toma,· el sob,·enadante obter1ido del ¡J>·otocolo Nº 20 en el pa5o 4. 
Agl'"Ggar· .25 \/ol. Ce la solución PN, me=claY": pot·· inversión, vorteHear­
gent.i \ir.ante, deja1· el tubo a Temp·. l'lmb. dLwante 15 Min. 
Centd T'u•}3t' a 10000 ¡-·pm en r-otot· JA-20 a 4 'e dura11te 5 Mi n. 
Desc¿i,1·ta1-· el sob1'"enadante poi· decantación , t~etit·a1·· el e:-:ceso de. medio con 
isopo de algodón. 
Resusp~nder la pastilla En 200 ul de Sol. TE CpH 8.0), vrn·texeat· a f'la1<. 
Vel., pasa1· el \/ol. a un tubo Eppendoi-·-f. 
Añadir' 100 ul de -ferio!, a9i t.ar- our-ante 30 Seg., deja1· l,;i mues ti-a a Temp. 
Amb. dut~ante 1 Min., agíta1'" nuevamente por· ott·os'30 Seg. 
Centi-·if'ugar- la ll'.1.iest1'"c a f-"a}c \lel. en micr-o-fugu' a Temp. Amb. pot-· 1 Min. , 
torr1at· la -fase acuosa , colocar- la en otr-o tubo Eppendot--·-F y añadi1·· 1 Vol. 
de 1:lor·w1-0r-f1lD, 11:e:::clar· dur-ante 2 f"lin., cenb-ii7ug.EH'" a Ma~{. Vol. a. Temp. 
Amb. d1_wante ::;o Seg. , tomat· la Tase acuosa . O¡_u-ante las extt·acciones no 
intentar· ll~var-se teda la -fase acuosa, el mejor- templo.da para secuencia se 
obtiene cuando se deja un poco de Sol. acuosa en la inte1·-fase 
apr·o:: imada.mente 10 ul. 
Agrag¿;,- 600 ul de u11¿; me;,cla de :-s: l de etario! absoluto:3 M acr:tato de 
sodio CpH 5.2>, Mezcla!' y guardar· toda la nocl1e a - 20 ºc. 
Cent1·i-fuqar· a Ma;:. Vel. a 4 ºe du!'"'ant.8 10 f"lin., Yetit"'a1~ soot·enadante por· 
decantación, 1'"'ecentt·iiüga1· el tubo poY att·os 15 Seg .. y t'""etir·a1" cualquier· 
,-emanente ele Sol. con pipeta volumét1·icil. 
Añadi1· et.anal al 70 'l. , vo1,..texear b1,..evemente y cent1··i-Fuga1 ... nuevamente en 
las condiciones il.ntet·io1.-es, t"'e~~vet'" el et~;;.nc.l de la mism?J. ma.ne1 .... a.. 
Secar· el ADN y t·asu5pende.- en 20 ul de Sol. TE. 



APENO ICE. 

Medio para cultivo LB-Mg 
Bactot.-iptona 
NaCl 
E><tt·acto de levadura 

X 
. 1 

l . 
. 5 
10 

)1, 

'l. 
'l. 

mM 

para prepar.3,· -1 Lt. 
10 G1· • 
10 G1·. 
5 Gt·. 

10 MI. de Sol. 1 M MgC!, .• 

89 

MgCl z 
Disolve1·· 
l 000 mi 

en 800 ml., ajustar: .1 pH 7.5 con Sol. i N de NaOH, afc:i-a1· .~ 
y esteri 1 i za1·. 

- Aga.- al . 7 :.: o agat·osa blanda al .5 'l. para preparar ·101) Ml. 
Ag1·ega1· .5 G1·. de agarosa de bajo pur1to de gelií'icacion en 100 ml. de 

rnedio LB-1'-lg, 1-2;.;ter-ilizal"', al t.e1~minar- esteriliz,3ción r.ie2claY gentilmE?nte 
hasta disolve1· totalmente la agarosa. Utiliza1·· aga1· al 7 'l. en los 
p1•otocolos de ti tul ación, per·o en los de tr.lnsí'erencia de placas siemp1·e 
uti 1120.r- aga1.-osa. 

- Cajas petn ;;l 2 'l, de aga1· paca prepa1·a.-a. '10 ·cajas. 
Agnaga1·- 20 Gr ... oe aga1,.. a 1 Lt. de m~dia LB-Mg , ester-iliza1·, al tat·mirlO 

de la esteril l2ació11, agitar gentilmente hasta disolve1· el agew (evitar 
Ja í'o1·macio11 de bLwbujasl, espe1·a1· a que se enft"ié Jo suí'iciente pa1·a 
paC:e1- v.;:rt1t· el medici en las c:aja.3. 

So!ucion acetato de sodio 3 °M. 
Pa1·a p1·eparar. 100 Ml. pesa..-

pH 5.2 con ácida acetico grado 
memb»ana de .22 ul1 y alicuotar. 

Solución TBE lOX. 
• 89 M de Ti-is-base 
• 89 i'I de cido bórico 
.o: f'I de EOTA.2 H 20.'2 Na 

24.6t)9 Gr-., disolve1· en 60 Ml., ! levar a 
Buf-Fe1·, afora1~ a 100 MI, -Filti•at· por 

pat·a p..-eparar l Lt • 
108 G1·. 
55 G1·· . 

9.3 Gr. 
r-ljusta. solo apro:-:imada.mente pH e.o. 

Solución TBE lX. pa1·a p1•epa1··a 1 Lt. 
A 101) Ml. de solución TBE lOX agregar· 901) MI. de agua desionizada. 

- Solución 5 M NaCl pa..-a p..-epa1·a..-a 100 Ml. 
Disolve•· '29.:::c Gr-. de NaCl en agLta desionizada destilada, a-fot'ar a 100 

ml. -filtt·a>· y este1'iliza1·. 

Solución de NaOH ti) ~J para p.-epat"ar 100 Ml. 
Disolve1· 40 s..-. de NaOH en 50 Ml, a-Fo1·ar a 100 Ml, este1·flizar. · 

- Solución de NaOH 1 N pa1'a preparar 100 Ml. 
Disolvet" t¡ G1·. de ~JaOH en 70 Ml, a-Fara..- a 100 Ml., estel'iliiar. 

Solución SSC 20X p¿wa p1·epa"ª'" l Lt. 
J\J¿¡CJ 3 11 175.3 Gt-. r·JaCl. 

Citt·ato de ,sodio ··- M 88.2 G..-. cit..-ato de sodio. 
Oisolve1· en agua desionizada, í'ilt..-ar po..- memb1·ana de .22 uM, gua1·c1a1· 

hasta su uso a Temp. Amb. 



- Solución 10 Y. sos para ¡:i..-epat·a 100 Ml. 
Disolve..- 10 G..-. de SOS ·en . 80 Mi'.;' a-Fo..-a,.- a 100 ·MI, fl 1 tt·ar- poi· memb.-<1na 

de .• 22 w.f"I, 9.stet· i l i ::at·. 

- Solución 1 N HCl pa..-a pr-eparat· 100 .!'L. 
A 91.38 ml. de ·agua añadlt" 8.62 mi. de.HCl concentt·ada, guan:lat· en 

-frasco color ambar: 

- Solución de bromw·o de etidio 10 mg/ml. para pt·eparaY. 20 Ml. 
Disolve1- .2 G..-. de; b..-omu..-o de etidio en 20 Ml. 

Solución de ac1·i la.ni da al 40 Y. (38/2) pat·a p.-ep<wa..- 400 MI. 
Disolve.- 152 G1·. de acrilamida y 8 G.- de Bis-act"ilamida, a-Fo1·a1· a 'f00 

Ml. f'i 1 tr .. ar pot· membt·ana de . 45 uf1~ guar·do!'· en -Fr·ascos colo1"" amba1 ... hasta. 
usarse a Lf 't. 

Solución de a.ci-ilamida al 20 l. 8 M un=a para pYepar-at· 100 mi. 
Añadit' 48 G1·. de U1·ea y 10 mi. de Sol. TBE lOX a ~,o ml de Sol. 

ac>·i lamida al 40 l., a-Fara. por· si solo a LOO ml., Ti l tt .. ar· por­
. 45 Ltl1, gua1·da.1· a tempe~·atu1--a ambiente en -f~·asco colot"' amba1 ... 

Solucióro l M MgCl¡. 
En vista do3 la g,·an l11cJvoscopic1dad del MgC1 2, siempo·e se prepáni'"• a· 

pat·tfr de una batel Ja de 500 G1·. una Sol. 4 M al l leval" su contenida .. a 
apn:i>nmadamente 610 Ml. 

- SolLLCÍOll de EDTf~ .5 M a pH B.O y 7.8. 
Disolv21·· 18.61 Gr. de EDTA y 

esten l e:i ap1··0;.: imadamente 6(1 ml., 
NaOH, afovar a 100 ml , fl 1 ti"'aY" poi"' 

2.3 G1•. de NaOH en agua bidestilada 
l levav a pH adecuadc con Sol. 10. N de 
membvana de ;.22 uM y este1·ilizar. 

1 

- Solución de EDTA al .25 M a pH B.O y 7.8 pa1•a pt·epa1··¿h· 100 ml. 
Disolve1·· 9.3 G..-. de EDTl'I y 1 G1·. de NaOH en 60 MI. de agua bidestilada 

ester·i 1, ajusta1· el pH al t·equerido con Sol. 10 N NaOH, afor·ar- a 100 
-filtt"al' po.- memb1·ana de .22 uM, ester-iliz.~w. 

- Solución de T1·is 1 M pH 7.4, 7.5, 7.8, 8.0 pa1·a prepa1·ar 100 Ml. 
Oisolve1· 12. l Gr-. en 60 MI. ajusta..- al pH 1·equeY"ido 

concent.-ado, a1'01·a1· a 100 ml., fi 1 tra1·· poi• membvana de • 22 
ester· i l i 2ar. 

- Solución de Tt'is 2 M pH 7 .5 pava pvepara..- 500 MJ. 
Disolve.- 121.1 Gv. de Tris en 300 111 de agua bidestilada 

ajusta•· a pH 7 .5, con ácido clorhídvico concentt·ada, -fil tt·at· poi· 
da . 22 uM y este1· i 1 i zat~. 

SolLtCión TE pH 7.5 pa1·a pt·epavav 100 ml. 
Ti-is 10 mM 1 ml. de. Sol. T1·is l M pH 7.5. 
EDTA 1 ml1 ·_::2-m1. de Sol. EDTA .5 M pH 8.0. 

Solución TE pH 7.8. pa•·a prepavar 100 ml. 
Tt·is 1(1 rrM l'ml. de s.:i1. Tris 1 M pH 7.8. 
EDTA l mM .2 'ml de Sol. EDTA .5 M pH 8.0. 

estedl, 
m8.-nbrana 



) 

Solucion Ti•! 

T1··is 20 mM 
MgCl 2 10 mM 

para p.-epa1-a¡;i 1 Lt. 
20 ml. de Sol. T.-is l M pH 7.4. 

• .10 mi. de Sol. MgCl2· 1 ")· 

Solución ATP .1 M parn pr-eparar· 1 ml. 

91 

Pesa.- 60n-.g, d!solve1·· en 800 ul de agua bidestilada estédl, lleva1· a 
pH 7.5 con .1 M Na.OH, ajusta1- el volLimen a 1 ml., coloca» la Sol. en 
pequeí".as al !cuotas <100 ull, congelar y almaé:ena1~ a -70 ºc. 

l 

1 
1 
i 
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