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  1. GENERALIDADES      
 
     1.1 MITOCONDRIA 
 
 
 
 
1.1.1 Origen  
 
 
 
     La mitocondria, cuyo nombre proviene del griego mito (hilo) y chondros 

(cartílago) es un organelo citoplasmático con un origen ciertamente peculiar 

(Tornero y Jordán. 2004). Derivados de la endosimbiosis de un organismo del 

grupo de las α-proteobacterias con un ancestro de las células eucarióticas que 

contenía un núcleo (Montoya y col., 2005). 

 

     Todas sus características estructurales y funcionales evidencian que una 

bacteria fue fagocitada por un macroorganismo con el fin de aprovecharse de la 

energía en forma de ATP que esta fabricaba mientras que la célula anfitriona 

dotaba a su huésped de materia prima y protección, la simbiosis perfecta entre 

dos organismos primitivos supone uno de los pasos más importantes de la 

evolución, en la figura 1 se puede ver el esquema de la endosimbiosis (Tornero y 

Jordán. 2004; Montoya y col., 2005).  
                                                     

 
Figura. 1 Esquema donde se muestran los distintos procesos que se llevaron a cabo en la teoría 

de le simbiosis entra la bacteria y la mitocondria (Domínguez y Huesca. 2007). 
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     Estudios en genética molecular han confirmado el origen bacteriano de las 

mitocondrias eucariotas, que son los remanentes de protobacterias que 

colonizaron células anaeróbicas nucleadas hace millones de años, el huésped 

eucariota proporcionaba alimento y protección, y la bacteria detoxificaba a la 

célula del dañino oxigeno (Andreu y  col., 2004). 

 

1.1.2 Estructura y función de las mitocondrias. 

 

     La mitocondria presenta una estructura con dos compartimentos bien definidos 

matriz y espacio intramembranal, (Fig. 2) delimitados por dos membranas interna 

y externa con características morfológicas bien definidas y funciones diferentes 

(Domínguez y Huesca. 2007) 

 

     La membrana interna, caracterizada morfológicamente por presentar unas 

invaginaciones denominadas crestas, presenta multitud de complejos enzimáticos 

(los componentes de la cadena transportadora de electrones (CTE), la ATP 

sintetasa). Es impermeable a la mayoría  de moléculas e iones pequeños incluido 

el protón H+. La matriz esta rodeada por esta membrana y es una disolución 

acuosa altamente concentrada en enzimas e intermediarios químicos que 

participan en el metabolismo energético. En esta se localizan varias copias del 

genoma circular (herencia de su pasado procariota), (Tornero y Jordán. 2004). 

 

     La membrana externa, separa a la misma mitocondria del citoplasma de la 

célula rodea por completo a todo el organelo y no forma pliegues. Cuenta con la 

proteína porina conocida en la actualidad como canal aniónico dependiente de 

voltaje (VDAC), es permeable en condiciones fisiológicas, al paso de iones y de 

metabolitos con pesos moleculares inferiores a 6000 Daltons (Tornero y Jordán. 

2004). 

     El espacio intermembranal  se encuentra situado entre le membrana externa 

y la interna, tiene un menor contenido proteico, en ella se localizan las enzimas 

que median el transito de sustancias entre la matriz mitocondrial y el citosol 

(Tornero y Jordán. 2004).  
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Figura 2  Estructura de la mitocondria, en el esquema se muestran los componentes que tienen la 

mitocondria como organelos, así como toda su estructura y composición. 

 

1.1.3   Metabolismo mitocondrial. 

 

La mitocondria es la principal fuente de energía para todos los tejidos humanos y 

contiene muchas vías metabólicas, incluyendo el complejo piruvato 

deshidrogenasa (PDHC), el ciclo de la carnitina, el sistema de la β-oxidación, el 

metabolismo de aminoácidos y el ciclo de Krebs (Andreu y Sanz. 2004). La 

cadena respiratoria mitocondrial (CRM), esta compuesta por el sistema OXPHOS  

(Sistema de Fosforilación Oxidativa), el cual a su  vez esta compuesto por cinco 

complejos enzimáticos intramitocondriales (complejos I a V, tabla 1) responsables 

de la producción de ATP necesario para las células (Domínguez y Huesca. 2007),  

y dos moléculas que actúan a modo de nexo, de unión o lanzadera, la coenzima 

Q y el citocromo C (Eiris y col.,  2008). 
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Tabla 1 Complejos de la cadena respiratoria, estos complejos realizan reacciones de 

oxidorreducción, que conllevan a un consumo de oxígeno y por otra parte la fosforilación  del ADP 

para producir ATP (Eiris y col., 2008). 

COMPLEJO NOMBRE SUBINIDADES 

PROTEICAS 

I NADH ubiquinona oxidorreductasa 46 

II Succinato ubiquinona oxidorreductasa 4 

III Ubiquinol (QH2) citocromo c oxidorreductasa 11 

IV Citocromo c oxidasa 13 

V F0-F1 ATP sintetasa 16 
. 

     Todas las proteínas que codifica el DNAmt forman parte del sistema OXPHOS, 

el cual a su vez esta compuesto por la cadena respiratoria acoplada a la 

fosforilación oxidativa. El sistema OXPHOS representa un caso único ya que 

requiere la contribución de dos genomas celulares nuclear y mitocondrial para su 

función, el genoma mitocondrial codifica solamente un pequeño numero de 

polipéptidos componentes del sistema OXPHOS y los RNAs necesarios para la 

síntesis de los mismos (Montoya y col., 2005).  

 

1.1.4   Cadena transportadora de electrones. 

 

      También se conoce como cadena respiratoria, es el grupo de enzimas 

mitocondriales acoplada, que actúan en estrecho contacto físico para catalizar 

este transporte electrónico. El nombre de cadena transportadora de electrones se 

refiere a la definición de oxidación y reducción como pérdida o ganancia de 

electrones, el término de cadena respiratoria  apunta a que las reacciones 

acopladas implican un consumo de O2, es decir, respiración representa el objetivo 

final del metabolismo debido a que es la principal fuente da ATP celular, la 

reducción de equivalentes producida en el ciclo de Krebs y en la  β-oxidación son 

transferidos a lo largo de una serie de complejos localizados en la membrana 

mitocondrial interna, esta cadena consiste en cuatro complejos enzimáticos 

multiméricos (I al IV), mas dos pequeños transportadores de oxígeno la coenzima 

Q (ubiquinona) y el citocromo C (Andreu y col., 2004). 
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      Complejo mitocondrial I Esta representado por la NADH, ubiquinona 

oxidorreductasa, este complejo cataliza la transferencia de electrones entre el 

NADH y  la coenzima Q (CoQ), consta de 25 polipéptidos diferentes, además de 

flavina mononucleotido (FMN), complejos hierro-azufre, ubiquinona o CoQ y 

fosfolípidos. El complejo al cual se acopla la síntesis de ATP en el sitio de 

acoplamiento 1 posee cuatro centros hierro-azufre (Fe-S) de naturaleza no 

hémica y  fosfolípidos. El complejo I puede separarse en tres fracciones: una 

hidrofobica, una hidrofílica y una fracción flavo proteica hidrofílica (Ortiz y Souto, 

2006; Domínguez y Huesca. 2007) 

 

      El complejo mitocondrial II. (Succinato ubiquinona oxidorreductasa) cataliza 

la reducción de la CoQ por los electrones removibles del succinato, este complejo 

contiene FAD, esta compuesto por cuatro polipéptido. Los dos péptidos mas 

grandes contienen el sitio catalítico para la oxidación del succinato; la subunidad 

más pequeña de estos dos péptidos contiene un centro Fe4S4. Los otros dos 

péptidos de menor tamaño poseen un centro de Fe2S2 y un citocromo tipo b cuya 

función no se conoce (Domínguez y Huesca. 2007). 

 

      El complejo mitocondrial III Ubiquinona citocromo c oxidorreductasa, 

también conocido como complejo bc, Este complejo cataliza el ultimo paso del 

transporte electrónico, la reducción del oxígeno a agua, este complejo contiene 

hasta 13 cadenas polipeptídicas, 3 de las cuales se sabe están codificadas en el 

genoma mitocondrial y se sintetizan en el interior de la misma. El resto están 

codificadas por los genes nucleares. El complejo contiene dos citocromos tipo b, 

b560 y b562; un citocromo C, C1 y un centro hierro-azufre. Posee también un sitio 

de fosforilación 2 y produce ATP conforme los electrones fluyen a través del 

complejo (Domínguez y Huesca. 2007). 

 

      El complejo mitocondrial IV (citocromo c oxidasa). Este complejo de 13 

subunidades, esta formado en gran medida por hélices transmembrana. Los dos 

hemos a y a3 se encuentran cercanos en el interior de la membrana, asociadas 

con cobre (CuA y CuB), los dos cobre y los hierros del hemo experimenten una 

oxidación y una reducción cíclica durante el paso de lo electrones desde el 

citocromo c al oxígeno, la actividad fundamental de este complejo es el 
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mecanismo mediante el cual se bombean desde la matriz al espacio 

intermembranal cuatro protones por molécula de oxígeno reducida. En la figura 3 

se esquematizan todos los complejos mitocondriales así como su función y 

composición (Ortiz y Souto. 2006; Domínguez y Huesca. 2007). 

 

 

    Figura 3 Esquema de los complejos de la cadena respiratoria y la fosforilación. Modificado de 

DiMauro S. (Medina y col., 2004). 

 

1.1.5  Fosforilación oxidativa. 

      Complejo mitocondrial V; La ATP-sintasa transportadora de H+, la enzima 

consta de dos partes, una integrada a la membrana como canal protónico (F0) y 

una unidad catalítica (F1) que sobresale a la matriz. La parte F0 esta compuesta 

por doce péptidos  c que tensan la membrana atravesándola y una subunidad a. 

La cabeza de la parte F1 esta formada por tres subunidades α y tres subunidades 

β, entre las cuales se localizan tres centros catalíticos activos. La base de la 

estructura entre F0 Y F1, esta compuesta por las subunidades Ύ y ε. Otros dos 

polipéptidos, b y б forman una especie de estator, fijando la subunidades α y β en 

forma relativa en la porción F0 (Segura y Blair. 2003; Domínguez y Huesca. 2007) 
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     En resumen: Los electrones se dirigen a la cadena respiratoria en la oxidación 

del NADH  + H+ por el complejo I, son donados a la ubiquinona, a través del FNM 

y los centros Fe/S, los electrones procedentes de la oxidación del succinato y de 

otros sustratos cedidos por medio de la succinato deshidrogenasa, oxida al 

NADH,  el cual proviene del ciclo de krebs, y transfiere los electrones al complejo 

III, a través  de la ubiquinona, el complejo III recupera  los electrones del complejo 

I y II, y los cede al citocromo c, el complejo IV (citocromo c oxidasa), oxida al 

citocromo reducido y asegura el consumo de oxigeno molecular. La energía 

liberada por este proceso es útil para transportar protones a través de la 

membrana interna hacia el exterior gracias a los complejos I, III Y IV, produciendo 

un gradiente electroquímico aprovechado por el complejo V, para sintetizar ATP.  

 

1.1.6  mitocondrias y estrés oxidativo. 

 

      La fosforilación oxidativa se produce en la membrana mitocondrial interna, 

donde los complejos generan especies reactivas de oxígeno (ROS), engloban 

aniones súperoxido y peroxido de hidrogeno, la producción mas importante de 

especies reactivas se da en el complejo I, en una relación 2 a 1, con el complejo 

III, en el que se generan ROS hacia la matriz mitocondrial, mientras que el 

complejo III los produce hacia la cara citoplasmática. Cuando estos radicales se 

encuentran aumentados atacan las estructuras celulares y pueden producir 

diferentes enfermedades, del mismo modo esta situación favorece al 

envejecimiento celular incrementando la posibilidad de padecer mutaciones en el 

DNAmt (Andresen y col., 2006; Cordero y col., 2007).  

  

     La célula cuenta con un mecanismo de defensa para contrarrestar la 

oxidación, la mayor parte de los ROS son neutralizados, tanto por antioxidantes 

endógenos, como por una situación de deficiencia en la fosforilación oxidativa, 

aunque produzca una menor cantidad de energía en forma de ATP. De esta 

manera, se logra una disminución del daño oxidativo y el envejecimiento celular. 

Además de los antioxidantes sintetizados por el organismo, se pueden aportar 

factores antioxidantes exógenos, que ayudan en la neutralización de los ROS 

(Cordero y col., 2007).  
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     1.2   Sistema genético mitocondrial 

      

      En 1949, trabajando con levaduras se sugirió la existencia de DNA 

extracromosómico al observar una serie de fenotipos metabólicos. Los indicios 

mas tempranos apuntaban hacia la existencia de un DNAmt, el término de DNAmt 

se propuso en 1963, y  así se conoce a las moléculas que contienen material 

genético de forma circular, cerradas y superenrrolladas presentes en la matriz 

mitocondrial que codifica para una pequeña fracción de las proteínas 

mitocondriales, las proteínas restantes del DNAmt son codificadas por el DNA 

nuclear (Montoya y col., 2005). En el curso de la evolución el DNAmt ha perdido 

muchos de sus genes originales, los cuales han migrado hacia el núcleo, así que 

el sistema ahora es semiautónomo y depende fuertemente del genoma nuclear 

para la producción de factores necesarios para la transcripción, la traducción y 

replicación del DNAmt (Andreu y col., 2004). 

 

1.2.1  Estructura y organización   del genoma mitocondrial.  

 

     Cada mitocondria contiene varias moléculas de DNAmt y este no se encuentra 

como moléculas aisladas sino en asociación con proteínas formando unos 

complejos conocidos como nucleoides, que contiene entre 2 y 10 moléculas de 

DNA. El factor de trascripción mitocondrial A (mtTFA o TFAM), la proteína de 

unión  al DNA  de hebra única (mtSSB), la helicasa Twinkle y la DNA polimerasa 

gamma (POLG), además de otras proteínas todavía no identificadas, son parte de 

estos nucleoides (Montoya y col., 2005). 

 

      Las características moleculares básicas del DNAmt humano se descifraron al 

inicio de los años 80 (Ruiz y col., 2006). Tiene una longitud de 16,569  pares 

bases que involucran a 5,523 codones, que representa la secuencia de 

Cambridge (primera secuenciación realizada a la mitocondria), (Domínguez y 

Huesca. 2007). Es de doble cadena y codifica para 37 genes; 2 RNA ribosómicos 

(rRNAs), 22 RNA de transferencia (tRNAs) y 13 polipéptidos integrantes de la los 

complejos multienzimáticos del sistema OXPHOS (tabla 2); siete (ND1, ND2, 

ND3, ND4L, ND4, ND5 y ND6) de los 46 polipéptidos del complejo I o NADH 

ubiquinona oxidorreductasa, un apocitocromo b (cytb), de los 11 polipéptidos del 
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complejo III o ubiquinol-citocromo c oxidasa; tres COI, COII, COIII de los 13 del 

complejo IV o citocromo c oxidasa y dos (ATP6 y ATP8) de los 16 de la ATP 

sintasa o complejo V (Ricoy y Cabello. 2003; Andreu y col., 2004; Ruiz y col., 

2006).  

 
Tabla 2 Origen genético de las subunidades proteicas (Tornero y col., 2002).  

 

      Los dos RNAr, de los 14 RNAt y 12 de los polipéptidos están codificados en la 

cadena pesada (OH), mientras que los otro 8 RNAt  y el polipéptido restante se 

localizan en la cadena ligera (OL). Una zona no codificante de aproximadamente 

11000 pb, (también conocida como región hipervariable) contiene el origen de la 

replicación de la cadena pesada (OH), los promotores de la trascripción y los 

elementos reguladores de la expresión del DNA. En la figura 4 se localiza el mapa 

mitocondrial donde se puede ver su estructura y la posición de los genes  (Ruiz y 

col., 2006). 

 

      La característica estructural mas sorprendente del DNAmt es la organización 

sin nucleótidos intermediarios ni intrones; tampoco se encuentra asociado con 

histonas, por lo cual recuerda al DNA bacteriano (Pérez.2002). 

 

Complejo Nombre Constituyentes Acción 

I NADH: ubiquinona 

oxidorreductasa. 

25 polipéptidos  Oxidación NADH. 

II Succinato: ubiquinona 

oxidorreductasa.  

5 polipéptidos. Oxidación de sustratos 

FADH dependientes. 

III Ubiquinol: citocromo C 

oxidorreductasa. 

11 subunidades. Oxidación de sustratos 

NADH FADH2. 

IV Citocromo C oxidasa. 13 subunidades. Transfiere equivalentes 

redentores del citocromo C 

al oxigeno molecular  

V ATP sintetasa. 2 subunidades 

12-14 polipéptidos. 

Convierte  gradiente 

transmembrana en energía 

ADP pasa ATP. 
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Figura 4 Mapa de la mitocondria, donde se muestran los sitios de los distintos complejos 

mitocondriales y los sitios de replicación (Medina y col., 2004).  

 

1.2.2   Replicación del DNA mitocondrial. 

 

      El DNA mitocondrial no se replica en la forma ordenada y regulada como el 

DNA nuclear. El DNAmt se sintetiza durante todo el ciclo celular y no esta 

coordinado con la síntesis del DNA nuclear. Las moléculas de DNAmt que se 

replican en un momento dado parecen ser determinadas al azar; dentro de la 

misma mitocondria algunas de las moléculas se replican dos o tres veces, 

mientras que otras no lo hacen ni una sola vez (Benjamín. 2006). 

 

      El origen de replicación de la cadena pesada (OH) se encuentra dentro de la 

zona conocida como D-Loop. Para comenzar la replicación de la cadena OH, se 

requiere la síntesis de un cebador de RNA. Se pensaba que este cebador era 
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sintetizado por una RNA polimerasa mitocondrial, pero en estudios recientes se 

ha encontrado actividad transcriptasa reversa,  la DNA polimerasa gamma, que es 

la DNA polimerasa mitocondrial. La cual consta de dos subunidades, una 

catalítica con actividad de polimerización 5’-3’ y exonucleolítica 3’-5’, y una 

segunda, la subunidad accesoria pequeña (b), que se une al DNA de doble hebra, 

incrementando la afinidad de la enzima por el  DNA confiriéndole procesividad a la 

subunidad catalítica y además se encuentra implicada en el reconocimiento del 

cebador (López. 2007) 

 

      La transición de RNA a DNA tiene lugar en el origen de replicación de la hebra 

H (OH), donde el cebador precursor se escinde por una endonucleasa 

procesadora del RNA mitocondrial, la elongación del DNA mitocondrial se lleva a 

cabo por la DNA polimerasa gamma. La mayoría de eventos  de inicio de la hebra 

H terminan prematuramente después de aproximadamente 700 nucleótidos y tras 

una secuencia conocida como secuencia asociada a la terminación, la 

terminación prematura de la replicación provoca la aparición de una estructura 

conocida como bucle de desplazamiento (D-Loop) (Montoya y col., 2005). 

  

      Cuando la hebra H es capaz de pasar por la región de terminación prematura 

su elongación continua de forma unidireccional  hasta que recorre tres tercios de 

la molécula, desplaza una secuencia de la hebra H, estableciendo una estructura 

lazo-tallo que constituye el origen de replicación de la hebra L (OL) sirve como 

región de reconocimiento de una DNA primasa especifica para mitocondrias, que 

sintetizará un cebador  corto de RNA y después la DNA polimerasa gamma 

alongará la cadena de forma unidireccional y en sentido contrario al de la hebra H 

naciente. En este modelo de replicación asimétrica, la síntesis de DNA es 

continua en las dos hebras y carece de fragmentos de Okazaki. En el diagrama 5 

se localizan la posición de las cadenas y las regiones no codificantes (Montoya y 

col., 2005; López.. 2007) 
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Figura 5 Diagrama del genoma mitocondrial humano en el que se puede ver la región codificante, 

donde se encuentran  los genes, la región no  codificarte o D-Loop. Y las cadenas tanto la pesada 

(OH) como la ligera (OL) (López, 2007) 

 

     Modelo de replicación bidireccional y simétrica. Una prueba importante es 

que, recientemente, se ha puesto en duda el modelo de replicación de 

desplazamiento la hebra y ahora basándose en una técnica que utiliza geles 

bidireccionales, se ha propuesto que el DNAmt se replica de un modo 

bidireccional y simétrico desde un único origen de replicación a semejanza con el 

DNA bacteriano. Este modelo promovido no explica, la mayoría de los datos que 

hasta ahora se tenían con el modelo anterior (Montoya y col., 2005; López.2007) 

 

1.2.3 trascripción del DNA mitocondrial. 

 

     La trascripción del DNAmt se inicia a partir  de tres promotores diferentes, uno 

para la cadena ligera (L) y dos para la cadena pesada (H1 Y  H2) que darán lugar 

a tres cadenas policistrónicas largas que se procesaran por cortes 

endonucleolíticos precisos delante y detrás de los RNAt, que actúan como 

señales de reconocimiento para las enzimas de procesamiento, al adquirir la 
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configuración de hoja de trébol en cadenas nacientes  de RNA, dan lugar a los 

RNAr, RNAt Y RNAm (López. 2007).  

 

      La cadena ligera se transcribe mediante una única unidad  de trascripción que 

empieza en el lugar L, cerca del extremo 5’ del RNA 7S, dando lugar a 8 RNAt y 

al único RNAm codificado en esta cadena. La cadena pesada se transcribe 

mediante dos unidades de trascripción solapadas en la región de los RNAr, la 

primera que se transcribe muy frecuentemente, comienza en el lugar de iniciación 

H1, situado por delante del gen RNAtPhe, termina en extremo 3’ del gen para el 

RNAr 16S y es responsable de la síntesis de los RNAr 12S y  16S, del RNAtPhe, y 

del RNAVal. El segundo proceso de trascripción, mucho menos frecuente que el 

anterior, comienza en el punto de iniciación H2, cerca del extremo 5’ del gen RNAr 

12S, se extiende mas allá del extremo 3’ del gen RNAr 16S y produce un RNA 

policistrónico que corresponde a casi toda la totalidad de la cadena pesada. Los 

RNAm de los 12 de los polipéptidos y 14 RNAt, codificados en esta cadena, se 

originan por procesamiento de este RNA policistrónico (Montoya y col., 2005). 

 

     Los 13 polipéptidos codificados en el DNAmt tienen un tamaño que varia entre 

70 y 610 aminoácidos. Los RNAm que los codifican contienen exclusivamente la 

secuencia del patrón de traducción y una cola de unos 55 nucleótidos en el 

extremo 3’. Los RNAm mitocondriales humanos comienzan directamente con el 

codón AUG, AUA o AUU o tienen muy pocos nucleótidos delante de los mismos, 

carecen de uno de los típicos RNAm de otros sistemas, como es la presencia de 

un tramo no codificante en el extremo 5’. Tampoco contienen la capucha en el 

extremo 5’. Asimismo el extremo 3’ de la mayor parte de los RNAm carecen de 

una región no codificante y finalizan U o UA generándose el codón de terminación 

completo (UAA) por la poliadenilación postranscripcional (Delgado. 2004).    

 

 1.2.4  Traducción del DNA mitocondrial. 

 

     Los RNA mitocondriales se traducen en el interior de las mitocondrias. Estos 

organelos contienen ribosomas específicos con los componentes proteicos (78 

proteínas ribosómicas) codificados en  el DNAn y los RNA en el DNAmt (Montoya 

y col., 2005; López. 2007).  
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     Los polipéptidos sintetizados en la mitocondria interaccionan con los 

componentes del sistema OXPHOS codificados en el DNAn, sintetizados en 

ribosomas del citosol e importados a la mitocondria para producir el sistema 

OXPHOS. Así la biogénesis de este sistema depende de la expresión coordinada 

de los genomas nuclear y mitocondrial (Montoya y col., 2005; López. 2007).  
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      1.3   Genética mitocondrial.  

 

      El sistema genético mitocondrial contiene características genéticas muy 

particulares que lo hacen diferente del DNA nuclear, y en general se diferencia 

por  aspectos fundamentales: 

 

1.3.1  Poliplasmia. Se designa así al elevado  numero de copias de DNAmt que 

existen en cada célula, esto provoca que en la célula se encuentren cientos o 

miles de copias de moléculas de DNAmt, dependiendo del tejido, pasando por 

unos cientos en los espermatozoides y hasta unas cien mil en los oocitos 

(Montoya y col. 2005). Cada mitocondria contiene entre dos y diez moléculas, que 

proporcionan caracteres genéticos que los difieren del DNA nuclear (Domínguez y 

Huesca. 2007). 

 

1.3.2  Heteroplasmía y Homoplasmía. El concepto de heteroplasmía se refiere a 

la presencia de tipos diferentes de DNAmt, en la misma mitocondria, es decir que 

pueden convivir en un individuo estirpe celular con mitocondrias normales y 

mutadas, e incluso ambas en una misma célula cuyas proporciones pueden variar 

a lo largo del tiempo. El grado de heteroplasmía de un paciente determina si va a 

expresar la enfermedad y el grado de severidad que esta va a tener.(Domínguez y 

Huesca.2007). Se llama Homoplasmía a la presencia de DNAmt de un único tipo, 

esto se da cuando en la división celular, las moléculas de DNAmt se distribuyen 

de forma aleatoria entre las nuevas células en tejidos sanos todas las copias de 

DNAmt son idénticas (Andreu y col., 2004; Carvajal y col., 2006). 

 

     Así una mutación en un DNAmt creara una población mezclada de moléculas 

de tipo mutante y de tipo salvaje (heteroplasmía), el porcentaje de DNAmt 

mutante puede variar entre 0% (homoplásmico tipo salvaje) a 100% 

homoplásmico mutante), el reparto de mitocondrias a las células hijas en la 

división al azar y esto puede provocar variaciones en los porcentajes de mutación 

a lo largó de las líneas celulares (segregación replicativa), lo que representa las 

bases de la multisistemia (la proporción de genoma en cantidades diferentes en 

los distintos tejidos dependiendo de la demanda energética) característica de las 

enfermedades mitocondriales (Montoya y col., 2005)   



                                                                                                  Generalidades  

Jonathan Israel Jasso Cardenas  16 

1.3.3  Efecto umbral. El fenotipo clínico de una mutación puntual particular en el 

DNAmt viene principalmente determinado por la proporción relativa de genomas 

sano y mutados en los diferentes tejidos dependiendo de la demanda energética 

de una célula en particular, cuando el numero de moléculas mutadas es pequeño 

la función de estas será complementada por las moléculas de DNAmt normal y no 

se manifestara el efecto genético. Sin embargo si el número de copias del DNAmt 

mutado es el suficiente como para producir una expresión fenotipica de la 

mutación, aparecerá la disfunción mitocondrial y los signos clínicos. En la figura 6 

se representa el fenómeno de segregación replicativa y del lado derecho se 

puede ver el efecto umbral cuando alcanza un nivel en el fenotipo provocando la 

enfermedad  (Pérez. 2003; Andreu y col., 2004).    

     Este umbral es diferente en tejidos distinto, cuando el umbral es sobrepasado , 

la producción de ATP es menor a la demanda de energía, los tejidos dependen en 

diverso grado de la energía producida por la mitocondria; por lo tanto, 

comúnmente se ven afectados, en orden decreciente : el sistema nervioso central, 

músculo esquelético, renal y endocrino (Pérez. 2003). 

 

 

  Figura 6 Segregación replicativa y transformación fenotipica al rebasar el nivel umbral (Medina y 

col., 2004). 
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1.3.4 Segregación mitótica. Durante la división celular, las mitocondrias se 

dividen al azar entre las células hijas  de esta forma el fenotipo de una estirpe 

celular puede variar originando tres posibles genotipos figura 7: homoplásmico 

(toda la población igual) para el DNAmt normal, heteroplásmico (una normal y otra 

mutada) y homoplásmico para el DNAmt mutado (Pérez. 2003; Andreu y col.,  

2004; Rubio y Verdecía. 2004). 

 

 

Figura. 7 Herencia materna de mutaciones mitocondriales y el fenómeno de segregación 

replicativa (Medina y col., 2004). 

 

       El fenómeno de segregación mitótica, explica como ciertos pacientes con 

desordenes relacionados con el DNAmt varían de un fenotipo clínico a otro 

conforme van aumentando de edad. Durante la mitosis experimental se ha 

demostrado que si existen diferentes tipos de  DNAmt en las células de los 

padres, la proporción de estas poblaciones puede variar mucho durante 

subsecuentes generaciones de células mitoticamente activas (Andreu y col., 

2004; Domínguez y Huesca. 2007). 



                                                                                                  Generalidades  

Jonathan Israel Jasso Cardenas  18 

1.3.5  Alta velocidad de mutación. La tasa de mutación espontánea del DNAmt 

es 10 veces superior a la del DNA nuclear (Rubio y verdecía. 2004). En 

consecuencia hay una gran cantidad de variaciones entre individuos escogidos al 

azar, además de estas diferencias a lo largo de la vida se esta produciendo 

constantemente heterogeneidad en el DNAmt debido a las mutaciones originadas 

en las células somáticas (Pérez.2003).     

     Este proceso puede estar causado por que en la mitocondria se producen 

continuamente radicales de oxígeno como consecuencia de la oxidación final de 

los compuestos carbonados, que pueden dañar a un DNA que no este protegido 

por proteínas. Debido a este hecho, la variación de secuencias entre individuos de 

la misma especie  es muy grande hasta unos 70 nucleótidos (Solano y col., 2001) 

se ha propuesto que las mutaciones se acumulaban sobre todo en los tejidos 

senescentes, por que en ellos y en las propias mutaciones, disminuyen la 

capacidad respiratoria, lo que afecta la fosforilación oxidativa. Este mecanismo se 

propone como responsable al menos en parte, de enfermedades degenerativas 

como las de Alzheimer y Parkinson, además del envejecimiento (Domínguez y 

Huesca. 2007).    

       

1.3.6  Tipo de herencia. Es de herencia estrictamente materna con patrón 

vertical no mendeliano, la madre trasmite su DNA a todos sus hijos pero solo sus 

hijas lo trasmitirán a todos los miembros de la siguiente generación y así 

sucesivamente (Domínguez y Huesca. 2007).   

     En la fertilización todas las mitocondrias del zigoto, y por lo tanto, todo el 

DNAmt deriva del oocito. Esto se debe al elevado número de moléculas de 

DNAmt que existen en los óvulos (entre 100.000 y 2000.000 copias) en 

comparación con unos cientos que hay en los espermatozoides, las mitocondrias 

de este, que se encuentran en el cuello son desechadas y eliminadas en el núcleo 

del óvulo. (Domínguez y Huesca. 2007; Andreu y col., 2004). Este proceso es 

radicalmente diferente de la herencia mendeliana. Una madre que tiene un 

mutación puntual en su DNAmt, lo transmitirá a todos sus hijos (varones y 

mujeres) pero solo las hijas lo transmitirán a su progenie. Un desorden que se 

manifiesta en ambos sexos pero sin evidencia de transmisión paterna, es 

indicativo de una mutación puntual mitocondrial (Andreu y col., 2004: Domínguez 

y Huesca. 2007).   
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Figura  8. Árbol genealógico, esquematiza la herencia materna, donde la madre es portadora de la 

mutación y la transmite a su descendencia y solo las hijas la transmitirán. 

 

     Este modo de herencia, Figura 8 impide la recombinación de los genomas 

mitocondriales paternos (Montoya y col., 2005). Sin embargo recientemente se ha 

revelado la posibilidad de transmisión del DNAmt por vía paterna, mas 

concretamente por ambas vías, materna en los linfocitos y paterna en el músculo 

esquelético (Ricoy y cabello. 2003).  

 

1.3.7  Teoría Cuello de botella. Cada célula puede tener un cierto número de 

mitocondrias y cada una de ellas puede sufrir una modificación en su información 

genética. Si esta alteración no compromete su integridad, al dividirse la célula 

ocurre que una de las descendientes portara parte de las mitocondrias y la otra el 

resto, una de ellas portara la mitocondria mutada y podrá trasmitirla a su 

descendencia, además de nuevas posibles mutaciones mitocondriales. La 

compresión de este proceso se facilita con la denominad teoría del cuello de 
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botella (Cordero y col., 2007). En la figura 9 se representa esquemáticamente la 

teoría del cuello de botella. Durante el desarrollo de la línea germinal femenina 

favorece la rápida desviación al estado homoplásmico además,  este criterio no es 

aplicable a mutaciones homoplasmicas, la variante debe afectar a nucleótidos 

muy conservados evolutivamente y también a dominios funcionales muy 

importantes (Ruiz y col., 2006).  

 

 

 
 

 
Figura 9. Explicación grafica de la teoría del cuello de botella mediante el empleo de oocitos, las 

mitocondrias que contienen DNAmt mutado se muestran en color rojo mientras que las que 

contienen DNAmt normal en verde (Taylor y col., 2005). 
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     1.4  Enfermedades de origen mitocondrial 

 

      Las enfermedades mitocondriales (conocidas con el nombre de 

encefalomiopatias mitocondriales) constituyen un amplio grupo de desordenes 

clínicos que se identificaron a principios de los años 1960 (Andreu y col., 2004). 

Fue en 1962  cuando se encontraron mitocondrias anormales en una biopsia de 

músculo de una mujer con síndrome  hipermetabolico, lo que pronto se denomino 

con el nombre de síndrome de Luft. Mas tarde Shy y Gonatas, introdujeron los 

conceptos miopatía megaconial y miopatía  pleoconial, para referirse a las 

miopatías mitocondriales con mitocondrias grandes o proliferadas y mitocondrias 

estructuralmente anormales (Ricoy y Cabello. 2003).  

 

     El termino patología mitocondrial  o mitocondriopatia abarca un amplio 

espectro de trastornos, pero tradicionalmente se ha utilizado para significar 

aquellas enfermedades causadas por defectos en el sistema OXPHOS. Desde 

este punto de vista se puede fechar el origen de esta disciplina en 1988, con el 

descubrimiento de mutaciones en el DNAmt, descritas desde entonces ha crecido 

enormemente y también se han descrito mutaciones en el DNAn para 

componentes OXPHOS. La característica mas común de estas enfermedades es 

la de ser multisistemicas, pues afectan a casi cualquier órgano o tejido, pero 

principalmente a los que dependen de la energía mitocondrial, como el sistema 

nervioso, músculo cardiaco y estriado (Ruiz y col., 2006). 

 

      Las enfermedades producidas por defectos en el DNAmt se pueden dividir en 

dos grandes grupos: 

 

     1) Alteraciones primarias del DNAmt, implican mutaciones que afectan algunos 

componentes de la cadena respiratoria o de los RNA de transferencia; esto altera 

la producción de energía de algunos órganos, como el corazón, cerebro y los 

músculos (Domínguez y Huesca. 2007). 

 

     2) Enfermedades atribuibles a reorganizaciones del DNAmt por inserciones o 

deleciones (Rubio y Verdecía. 2004; Domínguez y Huesca. 2007).  
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1.4.1  Enfermedades debidas a alteraciones primarias del DNAmt. Este grupo 

de síndromes clínicos incluye los reordenamientos simples y complejos del 

DNAmt (deleciones simples y duplicaciones) y las mutaciones puntuales (Andreu 

y col., 2004). 

    Mutaciones puntuales desde la primera mutación puntual descrita en 1988, se 

han descrito hasta la fecha más de 150 mutaciones puntuales patogénicas, mas 

de 100 deleciones y cerca de 50 mutaciones puntuales (Domínguez y Huesca. 

2007). Muchas de las cuales son de herencia materna y multisistemicas, entre las 

encefalomiopatias de herencia materna, existen cuatro síndromes que destacan, 

por su prevalencía (Andreu y col., 2004). 

 

 Síndrome de MELAS (Encefalomiapatía Mitocondrial, Acidosis Láctica y 

Episodios parecidos a un accidente vascular encefálico); Además de la 

triada que le da nombre puede haber migraña, vomito, demencia, 

epilepsia, ataxia y retinosis pigmentaria. (Rubio y Verdecía. 2004). Su 

inicio ocurre a cualquier edad, se asocia con la mutación A-G en el RNAt 

en la posición 3243 en el 80% de los casos descritos, aunque se han 

notificado otras mutaciones (Rubio y Verdecía. 2004).   

 

 Síndrome de MERRF (Epilepsia Mioclónica con Fibras Rojas 

Rasgadas). Se manifiesta por epilepsia mioclónica, debilitamiento 

muscular, ataxia, convulsiones generalizadas y miopatía mitocondrial 

con presencia de fibras rojas rasgadas. Puede aparecer tanto en la 

infancia como en la edad adulta y su curso es progresivo (Pérez. 2002). 

La mutación típica del síndrome de MERRF es la A8344G en el gen 

RNAtLys, aunque otras mutaciones puntuales en el mismo gen se han 

asociado con este síndrome (Andreu y col., 2004). 

 

 

 El tercer síndrome se presenta de dos maneras: a) NARP (Neuropatía, 

Ataxia y Retinitis Pigmentosa). Que normalmente afecta a personas 

jóvenes y causa retinitis pigmentosa, demencia, ataques, debilidad 

proximal y neuropatía sensorial (Andreu y col., 2004).  No se encuentra 

presencia de fibras rojas rasgadas, en la biopsia de músculo, se asocia 
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a una mutación del DNAmt en la posición  T8993G (Rubio y Verdecía. 

2004); b) Síndrome de Leigh es una enfermedad multisistemica muy  

grave que suele aparecer en los primeros años de vida (Ruiz y col., 

2006). Ambos síndromes son debidos a mutaciones en el gen ATP6  

(Andreu y col., 2004). 

 

 El cuarto síndrome, LHON (Neuropatía Óptica Hereditaria de Leber). 

Suele aparecer en la segunda o tercera década de vida y afecta mas ha 

hombres que ha mujeres. Se han descrito ocho mutaciones patológicas 

en la subunidad ND6 del complejo I. De hecho las tres mutaciones mas 

comúnmente asociadas a esta enfermedad, en las posiciones G3460A, 

G11778A y T14484C, explican el  95% de los casos. Por tanto, 15 

mutaciones distintas en seis genes estructurales del complejo I, hacen 

pensar que la disfunción de este complejo seria el factor unificador, que 

finalmente se traduciría en LHON  (Ruiz y col., 2006; Domínguez y 

Huesca. 2007).   

 

1.4.2  Reordenamientos del DNAmt (deleciones y duplicaciones). Las 

deleciones se presentan de forma esporádica y han sido asociadas con tres 

fenotipos clínicos: 

 

 Síndrome de Pearson. Comienza mas temprana y gravemente en la 

infancia con anemia, leucopenia, trombositopenia y disfunción 

pancreática exocrina; puede estar asociada con manifestaciones 

multisistemicas. Los niños que sobreviven ha esta enfermedad 

evolucionan hacia el síndrome de Kearns-Sayre. (Rubio y Verdecía. 

2004). Estos pacientes presentan deleciones grandes y únicas en el 

DNAmt, que generalmente son esporádicas, aunque se ha descrito 

alguna caso de herencia materna (Pérez. 2003).    

 

 Síndrome de Kearns-Sayre. Comienza antes de los 20 años, con 

oftalmoplejia externa, retinosis pigmentaria, alteraciones cardiacas 

(cardiopatías o defectos de la conducción), diabetes, sordera, ataxia 

cerebelosa y proteínas en el liquido cefalorraquídeo  por encima de 1 
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g/L (Rubio y Verdecía. 2004). No existe una clara relación entre el 

fenotipo y el taño o porcentaje del DNAmt suprimido, pues la misma 

perdida origina fenotipos diferentes (Domínguez y Huesca. 2007). 

 

 CPEO esporádica (Oftalmoplijia Crónica Progresiva Externa). Puede 

presentarse con o sin la debilidad de la musculatura proximal (Andreu y 

col., 2004), intolerancia al ejercicio. Su forma dominante esta asociada 

con mutaciones del DNAn y múltiples deleciones del DNAmt en el 

músculo o con mutaciones en el RNAt (Rubio y Verdecía. 2004). En el 

músculo se encuentran fibras rojas rasgadas y COX negativas (Pérez. 

2003). Las deleciones pueden variar de tamaño y localización, pero 

existe una llamada delación común del DNAmt que comprende 4900 pb 

y se observa en frecuentemente en pacientes e individuos de edad 

avanzada, debido a la naturaleza genética de estas alteraciones, las 

deleciones y duplicaciones pueden coexistir  (Andreu y col., 2004), 

 

1.4.3  Enfermedades debidas a alteraciones del DNAn. Todas ellas son 

trasmitidas por herencia mendeliana e incluyen tres grupos principales. 

 

 Mutaciones en genes que codifican proteínas de la cadena respiratoria 

(estructurales y de ensamblaje). Como ya se ha mencionado 

anteriormente el DNAmt codifica sólo para 13 subunidades de la cadena 

respiratoria (sistema OXPHOS), la mayoría de los componentes  están 

en el DNAn, así como todos los factores implicados en su importación a 

la mitocondria, procesamiento, modificación y ensamblaje en los 

complejos (Ruiz y col., 2006). Mientras que el DNAn codifica para todas 

las subunidades del complejo II, la mayoría de los otros cuatro 

complejos, así como para la coenzima Q10 y para el citocromo c. 

Recientemente los síndromes debidos a la falta de coenzima Q10, han 

sido clasificados en tres grupos: a) síndrome predominante miopático, 

con mioglobinuría recurrente, b) un síndrome predomínate 

encefalopatico con ataxia y atrofia cerebelar, c) una forma generalizada 

(Andreu y col., 2004).     
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 deficiencia en la importación de proteínas mitocondriales. Estas 

proteínas son necesarias para el funcionamiento del sistema OXPHOS,  

las proteínas se sintetizan en el citoplasma y se transportan a la 

mitocondria (Castro y col., 2000). Estas proteínas son necesarias para 

el correcto ensamblaje de los diferentes complejos de la cadena 

respiratoria las mutaciones en las proteínas de ensamblaje para 

citocromo c oxidasa, son las primeras que se han identificado. 

Mutaciones en SURF1, SCO2, COX10 Y COX15, se ha asociado con el 

síndrome de Leigh (Andreu y col., 2004). 

 

 Defectos en la señalización intergenómica, como se ha mencionado el 

DNAmt es altamente dependiente para su correcto funcionamiento y 

replicación de numerosos factores codificados por genes nucleares. 

Mutaciones en estos genes son la causa de enfermedades 

mitocondriales caracterizadas por alteraciones cuantitativas o 

cualitativas del DNAmt (Andreu y col., 2004). Existen dos grupos de 

enfermedades producidas por alteraciones en la comunicación entre los 

genomas y son trasmitidas por herencia mendeliana, a) Deleciones 

múltiples del DNAmt, es de tipo cualitativo, existen dos trastornos en los 

que las deleciones múltiples del DNAmt, desempeñan un papel 

fundamental en su patogenia CPEO. Con intolerancia al ejercicio, de 

herencia autosòmica dominante. Existe acidosis láctica y fibras rojas 

rasgadas y deficiencia y combinada de varios complejos de la cadena 

respiratoria. CPEO con cardiomiopatia y herencia autosómica recesiva 

(Castro y col., 2000); b) Depleciones del DNAmt, es de tipo cuantitativo, 

normalmente caracterizadas clínicamente por formas congénitas 

(Andreu y col., 2004).  
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     1.5  Haplogrupos mitocondriales humanos 

 

     Un haplogrupo mitocondrial es un racimo filogenético de genotipos 

mitocondriales relacionados (haplotipos), estos haplogrupos son definidos por 

mutaciones antiguas, probablemente la mayor parte no tenia un efecto fenotipico  

y eran neutrales (Dahmany y col., 2006)  Se han encontrado variaciones no 

patogénicas del DNAmt, conocidas como mutaciones polimorficas o polimorfismos 

que se agrupan para definir los haplogrupos mitocondriales diferentes en las 

distintas etnias, que parecen predisponer a una mayor resistencia o 

susceptibilidad según los casos, a determinadas enfermedades (Marcuello y col., 

2003). Por ejemplo se ha encontrado que el haplogrupo J aumenta el riesgo de 

desarrollar ceguera, la cual esta asociada con el síndrome de LHON, el 

haplogrupo T aumente riesgo para la depresión, sin embargo otros grupos son 

protectores contra la enfermedad de Alzheimer y Parkinson (Ruiz y col., 2007).    

 

     El DNAmt es tan pequeño que en el ocurren solamente una mutación cada 

3000 años, estas mutaciones nos permiten rastrear las migraciones humanas, por 

todo el mundo desde que surgió el ser humano en África hace unos 150,000 

(Martínez. 2002); A lo largo de miles de años los polimorfismos del DNAmt 

humano, se fueron acumulando dando como resultado combinaciones especificas 

de cada continente lo que dio lugar a los haplogrupos mitocondriales (Marcuello y 

col., 2003).  

 

     La mutación que todos los DNAmt tienen en común se conoce como el 

marcador del haplogrupo, todos los DNAmt que pertenecen a un haplogrupo 

tienen que tener el marcador de dicho haplogrupo (Martínez. 2002). La mayor 

parte del escaso DNAmt (7%) el cual no codifica, se encuentra en la zona 

denominada D-loop, con aproximadamente 1100 pb, lo que muestra un alto grado 

de polimorfismo en su secuencia (Henríquez y col., 2004). En la región D-Loop se 

encuentra dos segmentos muy variables denominados HVI (región hipervariable I) 

y HVII (región hipervariable II). Debido a que tienen regiones no codificantes y no 

tiene el sistema de reparación como el DNA nuclear, acumulan rápidamente 

mutaciones en pocas generaciones. Por esta razón HVI y HVII, están siendo 
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usadas para tener un análisis mas refinado sobre los polimorfismos del DNAmt 

(Estrada y col., 2005) 

 

     Existen diferentes Haplogrupos en los distintos continentes, por ejemplo se 

han reportado que los individuos euroasiáticos occidentales descritos son: H, V, J, 

T, U, W, I, X. y sus secuencias eran muy similares en todo alrededor de Europa 

(Dahmany y col., 2006). Varias líneas independientes de evidencia sugieren que 

los seres humanos entraron en América en más de un tiempo distinto (Torroni y 

col., 1993). En el continente Americano  se ha reportado el haplogrupo nativo 

americano, en el cual se podrían rastrear a cuatro haplogrupos importantes de 

origen asiático compartido por poblaciones centrales y suramericanas estos son 

A, B, C y D, nombrados anteriormente de esta manera en la actualidad los llaman 

A2, B2, C1 y D1, posteriormente apareció un quinto haplogrupo  conocido como 

X2a, fue descrito en nativos americanos, mas tarde se descubrieron dos 

haplogrupos mas D2a y D3 (en esquimales), recientemente se han incorporado 

dos mas D4h3 y C4c, dando como un total de nueve haplogrupos nativo 

americano (Achilli y col., 2008). 

 

     La mayoría de los DNAmt indígenas tienen sus orígenes en Asia hace unos 

25,000 o  30,000 años (figura 10 se puede ver las distintas migraciones del 

hombre moderno desde África hacia el resto del mundo); (Martínez. 2002); un 

grupo de siberianos cruzo al estrecho de Bering, entrando el ser humano así al 

nuevo mundo, llevándose así la colonización de América (Torroni y col., 1993). 

Las primeras mujeres que entraron tenían los haplogrupos A, C y D. Es posible 

que por una ruta alterna mas afín al mar simultáneamente entrara a América el 

haplogrupo B, que si bien es también Asiático no se encuentra en Siberia hoy en 

día como los haplogrupos A, C y D, y por ultimo el haplogrupo X que no se 

encuentra hoy en día en Asia sino en Europa y podría representar una migración 

independiente, desde Europa vía Groenlandia, ya que este haplogrupo se 

encuentra únicamente en América del norte (Martínez. 2002). La interpretación de 

los datos del DNAmt ha sido algo polémicos con los panoramas que postulaban 

los acontecimientos migratorios múltiples de Bering, la localización de un 

calendario exacto para la llegada de los fundadores del nativo Americano seria 

esencial solucionar dicha discusión, ya que solo se cuentan con un total de 3000 
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secuencias completas de DNAmt y el estudio del DNAmt del nativo Americano 

solo se remonta a 15 años por lo cual América sigue siendo el continente del cual 

se tiene la menor información sobre la variación de las secuencias, pero 

actualmente se están realizando muchos estudios que a la postre brindaran 

mucho mayor información acerca de las migraciones ocurridas (Achilli y col., 

2008) 

 
Figura  10  mapa de las diferentes migraciones del hombre moderno desde África hacia el resto 

del mundo y las distintas distribuciones de los haplogrupos (Mitomap) 

 

     Los haplogrupos nativo americano y sus marcadores (polimorfismos) que 

caracterizan dichos haplogrupos son: El haplogrupo A definido por la ganancia de 

un sitio para la enzima Hae III en la posición 663, El haplotipo B por la deleción de 

un fragmento de 9 pb en la región intergenomica COII/RNAt, el C por la perdida 

de un sitio para la enzima Hinc II en la posición 13259, el haplogrupo D por la 

perdida de un sitio para la enzima Alu I en la posición 5176 y para el haplogrupo X 

la enzima Acc I en la posición 14465. El marcador del haplogrupo B es el único 

que no consiste en un cambio de restricción si no en una deleción de 9 pb 

comenzando en la posición 8272 en una región del DNAmt conocida como la 

región V (Martínez. 2002). 
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     1.6 Síndrome de Kearns Sayre (SKS) 
 
 
1.6.1  Enfermedad y origen. 
 
     
     El síndrome de Kearns Sayre. También se denomina oftalmoplejia plus, 

degeneración pigmentaria de la retina o síndrome oculocraniosomatico 

(Domínguez y Huesca. 2007). Es una citopatía mitocondrial descrita inicialmente 

en 1958 por Thomas P. Kearns y el patólogo George P. Sayre (Santolaria y col., 

2002). La edad usual para su inicio es antes de los 20 años y los sujetos 

afectados frecuentemente presentan datos clínicos asociados, como sordera y 

una alta concentración de proteínas en liquido cefalorraquídeo (Ramírez y col., 

2008).  

 

     La citopatia mitocondrial SKS (por sus siglas en ingles), se caracteriza 

clínicamente por la presencia de tres criterios mayores: 1) Inicio de los síntomas 

antes de los 20 años. 2) Oftalmoplejia progresiva. 3) Retinopatía pigmentaria. Y al 

menos uno de los siguientes criterios menores: presencia de bloqueo cardiaco, 

síndrome cerebeloso e hiperproteínorraquia en liquido cefalorraquídeo (LCR), 

habitualmente superior a 100 mg/dl (Carod y col., 2006). Las características 

clínicas adicionales incluyen estatura corta, sordera nuerosensorial, infarto 

cerebral, arritmia cardiaca, cardiomiopatia dilatada y retraso mental (Pistilli y col., 

2003). 

 

     Otras manifestaciones clínicas no neurológicas ocasionalmente descritas son 

la anemia sideroblàstica, diabetes mellitus, hipoparatiroidismo, deficiencia de 

hormona de crecimiento, disfunción pancreática exocrina, prolapso de la válvula 

mitra y amenorrea primaria (Carod y col., 2006).  

 

     La retinopatía pigmentaria es el mayor criterio diagnóstico del síndrome de 

Kearns Sayre, y se presenta como retinopatía en sal y pimienta, es mas 

prominente con la edad. Histopatológicamente se observa degeneración del 

epitelio pigmentario de retina, anormalidades en cono y bastones, la perdida de 

visión ocurre entre el 50% de los casos y es moderada (Gonzáles y Lozano. 2005)     



                                                                                                  Generalidades  

Jonathan Israel Jasso Cardenas  30 

      El desarrollo de complicaciones cardiacas en el síndrome de Kearns Sayre es 

frecuente, las manifestaciones clínicas cardiacas ocurren en el 57% de los 

pacientes con SKS. Entre las principales manifestaciones cardiacas se encuentra 

el sincope en 45% de los casos, la muerte súbita en el 23% de los casos y la 

miócardiopatia en el 20% de los casos (Barrera y col., 2005).  

 

      Se consideran SKS incompletos aquellos que presentan CPEO, pero faltan 

algunos de los criterios clínicos o se completa la sintomatología muchos años 

después de su inicio y muestran las deleciones típicas de la enfermedad 

(Santolaria y col., 2002). 

 

     Las deleciones del DNAmt  asociadas al síndrome de Kearns Sayre, son 

variables y fluctúan desde 1.3 hasta 8 kilobases (Kb), con distintas cantidades de 

DNAmt delecionado presente en varios tejidos, lo que correlaciona con la 

naturaleza multisistémica del síndrome. El rearreglo mas frecuente observado en 

el DNAmt de pacientes con síndrome de Kearns Sayre es la delación común de 

4977 pb, localizada entre los nucleótidos 8482 y 13640 del DNAmt, la cual se 

encuentra en el 50% de los casos (Ramírez y col., 2008)  Casi todos los pacientes 

afectados con SKS presentan grandes deleciones únicas en el DNAmt, el curso 

de esta enfermedad es progresivo, y la mortalidad esta estrechamente 

relacionada con las alteraciones en la conducción cardiaca (Santolaria y col., 

2001).  

 

     No coexiste una clara relación entre el fenotipo y el tamaño o porcentaje del 

DNAmt suprimido, pues la misma perdida origina fenotipos diferentes, la mayor 

parte de las perdidas se flanquean por repeticiones directas de longitud variada 

(Domínguez y Huesca. 2007); Se piensa que estas mutaciones se originan 

durante el proceso de replicación del DNAmt en los oocitos o en las células 

somáticas durante el desarrollo embrionario precoz, habitualmente no se trasmite 

a la descendencia y aparece de forma esporádica (Carod y col., 2006); la 

variabilidad del fenotipo se relaciona con el grado de heteroplasmía, en diversos 

tejidos, según la penetración de la deleción  en diversas estirpes celulares 

(Francesco y col., 2005). 
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Tabla  3   Sinapsis clínica del síndrome de Kearns Sayre. (Domínguez y Huesca. 2007). 
 Datos clínicos  
Crecimiento Estatura pequeña 
Ojos Oftalmoplejia progresiva externa crónica, iniciada a los 15 

años de edad (es el primer síntoma que se manifiesta). 
Retinopatía pigmentaria, pérdida visual. 

Cardiología Cardiomiopatia con bloqueo de tipo variable 
Neurología Síndrome cerebeloso, degeneración cerebral espongiosa, 

ataxia y demencia. 
Músculos Talla baja, debilidad de los músculos faciales, faringeos, 

tronco y extremidades. 
Laboratorio Incremento de las proteínas del fluido cerebroespinal (mayor 

a 100 mg/dL). Acidosis láctica, fibras rojo rasgadas. 
Audición  Hipoacusia neurosensorial 
Genética Perdida de 5 Kb en el DNAmt, incluidas las secuencias para 

cuatro subunidades del complejo I y para dos del complejo 
IV Y V. El umbral de acción de las moléculas de DNAmt es 
de 75%. 

 

 

1.6.2  Diagnóstico y tratamiento. 

 

 

      El diagnóstico del síndrome de Kearns Sayre, se basa la estrategia que se 

utiliza para el diagnóstico de las enfermedades mitocondriales (Pérez. 2003).   

Primeramente debe reconocerse la presencia clínica: tres patrones fundamentales 

la describen: 1) Oftalmoplejia progresiva, 2) Intolerancia al ejercicio con o sin 

reposo, 3) síntomas de alteración del sistema nervioso central (SNC), con 

miopatía asociada. Los estudios complementarios que pueden ayudar en el 

diagnostico son:1) Biopsia de músculo, 2) Niveles de CPK, pueden ser normales o 

pueden estar un poco elevados, 3) Medición de acido láctico sérico, con una 

relación lactato/piruvato mayor de 20. 4) Análisis molecular para la búsqueda de 

deleciones en el DNAmt (Rubio y Verdecía. 2004). 

 

     La biopsia muscular es el tejido de elección cuando se sospecha de una 

enfermedad de tipo mitocondrial,  tanto para estudios morfológicos como para 

análisis molecular. El marcador morfológico más característico de las miopatìas 

mitocondriales son las fibras rojas rasgadas (FRR), estas deben su nombre al 

aspecto que tienen con la tinción de Gomori en cortes por congelación, las fibras 
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dañadas se tiñen de color rojo; tienen bordes irregulares y deshilachados. Estas 

fibras se tiñen intensamente con las enzimas oxidativas y en el microscopio se 

encuentran cúmulos de mitocondrias de tamaños diversos, multiformes y en 

ocasiones con inclusiones cristalinas, la tinción roja con el Gomori se debe a uno 

de los componentes del colorante que reacciona con los fosfolípidos que son un 

componente abundante de la membrana mitocondrial. Las FRR se encuentran en 

el síndrome de Kearns Sayre, MERFF y MELAS, junto con COX permiten orientar 

el diagnóstico hacia un tipo de mitocondriopatia (Ridaura. 2005). 

 

     La oftalmoplejia extrínseca progresiva, el síndrome de Kearns Sayre y las 

diversas variantes fenotipicas incluidas en el  síndrome de oftalmoplejia Plus, 

comparten signos clínicos que en ocasiones hacen difícil su diagnóstico 

diferencial. En general los pacientes con síndrome de Kearns Sayre, presentan un 

fenotipo mas grave, un inicio precoz en la infancia. Habitualmente el análisis del 

DNAmt mediante la técnica de PCR y la hibridación Southern (para localizar y 

evidenciar las deleciones del DNAmt), son los estudios para diagnosticar y 

diferencia al síndrome de Kearns Sayre de las demás oftalmoplejias, el tejido de 

preferencia para el estudio del DNAmt es aislado de músculo (Carod y col., 2006).   

 

     Aun no se dispone de una terapéutica que cure estas afecciones. La conducta 

médica debe estar dirigida a mejorar la calidad de vida de los pacientes, mejorar 

su estado nutricional, corregir la ptosis y si se requiere implantar un marcapasos 

(Rubio y Verdecía. 2004). Debido a la ausencia de una clara comprensión de los 

mecanismos patogénicos, los tratamientos han sido paliativos, o han comprendido 

la administración de vitaminas, cofactores y aceptores finales de electrones con la 

finalidad de mitigar, postergar o eludir el daño a la cadena respiratoria (Andreu y 

col., 2004).  

 

 

 

 

 

 



                                                                                                  Generalidades  

Jonathan Israel Jasso Cardenas  33 

    1.7 Estrategias moleculares para el estudio de las enfermedades                                         

mitocondriales 

 

1.7.1 Polimorfismos de longitud de fragmentos de restricción (RFLP)  

 

    Los polimorfismos del DNAmt mitocondrial son utilizados usualmente para el 

estudio de la diversidad del genoma humano. Esto permite la comparación entre 

individuos de diferentes poblaciones incluso entre individuos de diferente época 

(Estrada y col., 2005). El estudio del DNAmt se ha basado fundamentalmente en 

el empleo de dos estrategias, metodológicas diferentes, la primera y mas 

ampliamente utilizada consiste en el estudio de los polimorfismos del DNAmt 

(RFLP) mediante el uso de enzimas de restricción, permitiendo la localización de 

sitios polimórficos, propios de determinada raza o grupos étnicos, la segunda 

corresponde a la secuenciación directa de las regiones hipervariables I y II del D-

Loop y su posterior análisis (Henríquez y col., 2004). 

 

     El RFLP es un SNP (Polimorfismo de un Solo Nucleótido) que coincide con el 

sitio de reconocimiento de una enzima de restricción, su presencia o ausencia 

determina que la enzima corte o no el segmento de DNA. Solo una pequeña 

porción de SNP será detectado por la técnica de RFLP. A partir de la combinación 

de los sitios polimórficos  en cada individuo se confeccionan haplotipos que 

definirán tipos y subtipos de DNAmt (Estrada y col., 2005). Una endonucleasa de 

restricción es una enzima que digiere selectivamente el DNA en una secuencia 

específica, por ejemplo Alu I corta al DNA únicamente en los puntos donde el 

DNA tiene secuencia AGCT. Si hubiera una molécula donde la secuencia 

estuviera presente en algún punto, esa molécula seria cortada en dos fragmentos 

por la endonucleasa Alu I (Martínez. 2002).  
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1.7.2 Reacción en cadena de la polimerasa.  

 

     Conocida como PCR por sus siglas en ingles.  Esta técnica es considerada 

como la más revolucionaria del ultimo siglo y fue en 1983, cuando Kary Mullis la 

desarrollo, con esta se consigue copiar millones de veces, en un par de horas una 

secuencia predeterminada de DNA (Rodríguez y Barrera. 2004). Inicialmente se 

empleaba una polimerasa de Escherichia coli, pero esta enzima se inactivaba a 

causa de la elevada temperatura necesaria para la desnaturalización del DNA, por 

lo que se debía añadir polimerasa fresca manualmente al final de cada ciclo. La 

técnica se simplifico cuando se introdujo la enzima Taq. Polimerasa, aislada de 

Thermus aquaticus bacteria termofilica que vive en temperaturas de entre 70 y 80 

°C (Rodríguez y Medina. 2001).  

 

     El método se basa en las características de la estructura del DNA y su 

replicación semiconservativa. Es decir, de acuerdo con el modelo de Watson y 

Crick (Torres y Baca. 1995). La reacción consta, por lo regular de una treintena de 

ciclos repetitivos conformando cada uno de los tres pasos (fig. 11): El primer 

consiste en la ruptura de los puentes de hidrogeno del DNA, para desnaturalizarlo 

por lo que se incuba a una temperatura de 95˚C, por un minuto. En el segundo 

ocurre la hibridación de las cadenas desnaturalizadas del DNA blanco, con los 

denominados cebadores (DNA sintético de hebra sencilla), a una temperatura que 

facilita el apareamiento de las bases nitrogenadas complementarias de ambas 

clases de DNA, Esta temperatura depende de temperatura de fusión (Tm), la cual 

generalmente oscila entre 50 y 60˚C. El tercer paso se efectúa a 72˚C, 

temperatura a la cual la polimerasa extiende la longitud de los cebadores, 

añadiendo los diferentes nucleótidos libres, en el orden que le va dictando la 

secuencia de nucleótidos de la cadena que actúa como molde. (Rodríguez y 

Medina. 2001; Rodríguez y Barrera. 2004). 

 

     Los componentes de la PCR: Son 1) solución amortiguadora, se emplea 

concentrada por lo general, diez veces y contiene Tris-HCl. 2) Magnesio este 

tiene una función critica en la reacción, su concentración oscila por lo general 

entre 0.5 y 2.5 Mm. 3) Los cuatro dNTPs (las bases nitrogenadas) son los ladrillos 

con los que construye las nuevas cadenas de DNA, estos dNTPs captan los iones 
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de magnesio, por lo que las concentraciones de ambos componentes deben 

guardar siempre la misma relación, aconsejándose que la concentración de Mg+2 

sea 0.5 a 1.0 mM, superior a la de los dNTPs. 4) Cebadores o iniciadores, estos 

son el componente mas sensible que determina el éxito de un ensayo de PCR su 

longitud suele estar entre 18 y 30 nucleótidos y su contenido en G-C es entre 40 y 

70 %, la concentración en la que se suele emplear es en un intervalo de 0.1-0.5 

μM. 5) Enzimas solo se utilizan polimerasas que son capaces de actuar a altas 

temperaturas, las de uso mas extendido son, la Taq polimerasa y la Vent, su 

temperatura optima oscila entre los 70˚C, temperatura a la que incorporan 

aproximadamente 100 nucleótidos por segundo. 6) DNA la cantidad puede ser de 

tan solo 1 ng y este se utiliza como molde para replicarlo. 7) Agua esta se utiliza 

como solvente de los demás ingredientes por lo general se utiliza agua libre de 

endonucleasa.   

 
Figura 11 Esquema de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), donde se muestran las 

etapas de la reacción, la desnaturalización, alineamiento y la extensión del DNA (Rodríguez y 

Barrera. 2004). 
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1.7.3 Southern blot 

 

      El empleo de sondas de hibridación de ácidos nucleicos fue desarrollado por 

Edward M. Southern en 1975 para la detección de DNA (Southern blot) y 

posteriormente se aplico a la detección de RNA (Northern blot); ambas técnicas 

emplean secuencias especificas (sondas) complementarias a la molécula de 

ácido nucleico a identificar. Es decir, utilizan la hibridación de ácidos nucleicos 

para la detección de las moléculas buscadas (Hernández y col., 2007). La técnica 

se basa en tratar al DNA con enzimas de restricción y separar los fragmentos con 

electroforesis en un gel de agarosa, esto consiste en la transferencia del DNA 

desde un gel de agarosa a un soporte sólido (membrana o filtro de nitrocelulosa o 

nylon) el DNA en la membrana podría ser hibridado con una sonda marcada 

mediante métodos radioactivos o enzimáticos (Lleonart y col., 1997). 

 

     Las principales aplicaciones del Southern blot son: 

 

1. Construcción de mapas de restricción. 

2. Detección de polimorfismos 

*fragmentos de restricción de longitud polimorfica (RFLP) 

*Numero variable de repeticiones en tandem minisatélites (VNTR) 

             3. Detección de mutaciones (Aranega y col., 2002). 

 

     Para la realización de un Southern se requiere una serie de pasos. 

 

I.- Preparación de la muestra  

II.- Electroforesis en gel de agarosa 

III.- Tratamiento del gel  

IV Transferencia a blotting  

V.- Fijación del DNA a la membrana 

               

      Existen diferentes formas de realizar un Southern blot, transferencia capilar, 

electroblotting, transferencia por vació y transferencia por presión positiva,  de 

todas la más utilizada es la transferencia capilar (Aranega y col., 2002). El 

procedimiento para la hibridación Southern es el siguiente: 
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Preparación y marcaje no-radioactivo con digoxigenina de sondas de DNA 

mitocondrial humano.  

 

     La sonda mitocondrial corresponde  a un fragmento de la región rRNA 16S-

ND1 (3130-4407; fragmento de 1277 pb). Para realizar estas sondas se amplifica  

por PCR los fragmentos seleccionados como sondas con un DNA de un donante 

sano empleando los oligos: 

Oligo Posición   Secuencia TM 

MS2L 3130-3149 AGGACAAGAGAAATAAGGCC 58˚C 

LBH 4388-4407 CTTACTTTAGGATGGGGTGT 58˚C 

 

     Una vez comprobada la amplificación de las sondas, se purifican los 

amplificados mediante el uso de un kit de purificación de fragmentos de PCR, kit 

de SIGMA “GenElute PCR Clean-up Kit”, siguiendo las instrucciones de la casa 

comercial. A continuación se mide la concentración de las sondas mediante la 

medida de la absorbancia.  

    Para marcar los amplificados anteriores con digoxigenina se utiliza el kit de 

Roche “DIG-High Prime”, este kit se basa en la técnica de marcaje al azar e 

incorporación de digoxigenina-dUTP. Para ello se añade 1 μg del fragmento de 

amplificación ya purificado se ajusto 16 μl con agua estéril. Esta mezcla se 

desnaturaliza hirviendo 10 minutos y se enfría en hielo durante 2 minutos. A 

continuación se añaden 4 μl de DIG-High Prime (enzima klenow, dATP 1 mM, 

dCTP 1Mm, dGTP 1 mM , y dUTP 0.65 mM, este ultimo unido covalentemente a 

digoxigenina) Se incuba a 37˚C por un mínimo de 20 horas. Transcurrida la 

incubación, la reacción de marcaje se paro con 2 μl de EDTA 0.2 M y para 

eliminar el dUTP-Digoxigenina no incorporado al DNA se precipito con 2.5 μl de 

LiCl 4 M y 75 μl de etanol absoluto 1 hora a 70˚C. Para colectar el DNA marcado 

se centrifugo a 13000 rpm, y el sedimento se lavo con etanol al 70%. Los restos 

de etanol se eliminaron y finalmente el DNA se resuspendió en 50 μl de TE 10:1 

estéril.  

     Para determinar el rendimiento del marcaje de la sonda, se llevaron a cabo 

diluciones seriadas de la sonda y del DNA control (suministrado con el kit) A 

continuación, 1 μl de cada dilución se llevo a un volumen de 200 μl y se cargaron 
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en un aparato de Slot-Blot, para transferir, mediante vació, las diluciones a una 

membrana de nylon. El DNA se fijo con UV (1200 mJ/cm2). 

  

Detección de híbridos de DNA mediante inmunoensayo. 

Una vez realizado el proceso anterior, se procedió a la detección inmunológica, 

los híbridos de DNA mitocondrial los cuales se detectaron mediante 

enzimunoensayo  mediante al utilización de anticuerpos antidigoxigenina 

(Boehriger-Manhein). El proceso de detección se describe en el siguiente cuadro. 

Durante todo el tiempo se requiere que la membrana se encuentre sumergida en 

las soluciones y en agitación (con ayuda de un balancín, a temperatura ambiente): 

 
Tabla 4 Detección de híbridos de DNA mediante inmunoensayo. 

Paso  No Solución requerida Tiempo  

1.Primer lavado Solución T1, Ácido maleico.1 M, NaCl 3M, 

Tween 20 al 3% pH= 8 (ajustado con NaOH)  

5 min. 

2.Bloqueo Solución T2. Ácido maleico 10 mM, NaCl .3M 

Tween 20 al 3% agente bloqueante al 5% pH=8. 

1 hora 

3.Incubación 

con anticuerpo 

Solución T3. Anticuerpo Anti-Dig-AP (Roche) en 

T2, dilución 1:15 000 

30 min. 

4.Segundo 

lavado 

50 ml de solución T1 4 x 10 min. 

5.Pre-detección Solución T4 Tris HCl 0.1 M, NaCl 0.1 M, MgCl2 

50 mM, pH=8 

15 min. 

6.Detección  10 ml de solución de sustrato 

quimioluminiscente CSPD-Star (Roche) 0.25 

Mm, en T4 (dilución 1.100) 

5 min. 

     

Digestión de DNA total con Pvu II. Linearización del DNA mitocondrial. 

     Con el fin de linearizar el DNA mitocondrial para el análisis de deleciones, se 

digirieron 5 μg de DNA total con la enzima Pvu II, que lineariza el DNA 

mitocondrial ya que esta enzima tiene un solo sitio de corte en el mismo (posición 

2652). La mezcla de reacción (50 μl de volumen final) incluye además 2 μl de 

RNAsa  libre de DNAsa (Boehriger-Manhein), 2 μl de espermidina 50 mM, 5 μl  del 

Buffer 10X correspondiente a la enzima y 2 μl de la enzima Pvu II (10U/μl). La 
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digestión requiere un mínimo de 4 horas bajo incubación a 37˚C. Una vez 

transcurrida la reacción, el DNA se precipito con etanol en presencia de NaCl 0.2 

M para limpiarlo de sales y obtener mejores bandas en el Southern. El DNA 

digerido con Pvu II se sometió a electroforesis en geles de agarosa al 0.7% a 100 

V, en paralelo se cargo un marcador de peso molecular (DNA del fajo λ digerido 

con Hind III y marcado con digoxigenina), para identificar la banda de DNAmt de 

16.5 Kb y de las posibles moléculas delecionadas. 

 

Transferencia y fijación de DNA a membrana de nylon 

 

     La transferencia de DNA a membranas de nylon se realizo siguiendo la técnica 

de Southern, utilizando un aparato de transferencia al vació (Vacuum Blotting de 

Pharmacia) lo cual representa un gran ahorro de tiempo con respecto al método 

capilar tradicional.  

     Antes de realizar la transferencia se procedió a la preparación del aparato. 

Para ello se  humedeció en agua destilada el soporte poroso y la membrana de 

nylon. A continuación se coloco la membrana de nylon entre el soporte del 

aparato y la mascara en la ventana preparada para ello, después se coloca el gel 

sobre la ventana encima de la membrana y se conecto la bomba de vació, en 

cuanto alcanzo una presión de 50 milibares, se añadió en el siguiente orden: 

solución de despurinización (HCl 0.25 M), solución de desnaturalización (NaOH 

0.5 M), solución de neutralización (Tris-HCl 1 M, NaCl 1.5 M, pH=7.4), solución de 

transferencia SSC 20X (NaCl 3 M, Citrato Trisodico 0.3 M, pH=7.5). Cada una de 

las soluciones se mantuvo en contacto con el gel por un periodo de 7 minutos, a 

excepción de la solución de transferencia que se mantuvo durante 20 minutos, el 

gel se debe de cubrir con todas las soluciones y por supuesto eliminar por 

completo cada una de las soluciones antes de añadir la siguiente (esto se hace 

fácilmente inclinando el aparato o bien con ayuda de una pipeta). El paso del DNA 

del gel  hacia la membrana se verifico mediante observación del mismo bajo la luz 

UV, una vez finalizada la transferencia. La membrana de nylon se lavo con SSC 

20X por cinco minutos sometiéndola a radiación UV en un aparato UVCrosslinker 

con una energía de (120 mJ/cm2). 
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Hibridación del DNA con sondas no radioactivas  

     Las membranas de nylon que contenían los fragmentos de DNA fijados 

(procedimiento anterior), se colocaron en tubos de hibridación (Hybaid HB-OV-

BS) con una solución de prehibridación cuya composición era 0.25 M Na2HPO4 

(pH=7.2), 1 mM EDTA, 20% SDS y 0.5% de agente de bloqueo, debe de 

adicionarse 2 ml por centímetro cuadrado de membrana, precalentados a 68˚C. 

La prehibridación se llevo a cabo a 68˚C por un lapso de 2 horas en horno con 

rueda giratoria.  

     Ana vez prehibridada la membrana, se retiro la solución de prehibridación y se 

reemplazo por solución de hibridación, constituida por solución de prehibridación 

mas sonda cargada con digoxigenina a una concentración de 2.5 μg de DNA 

marcado por cada ml de solución (durante la hibridación se requieren 0.1 ml de 

solución por cada cm2 de membrana). La sonda se desnaturalizo previamente a 

95°C por 10 minutos.  

     Al finalizar la incubación, se decanto la solución de hibridación y se sustituyo 

por 50 ml de solución de lavado (20 mM Na2HPO4, 1 mM EDTA  y SDS 1%) 

precalentada a 68°C. Se realizaron tres lavados con esta solución  incubando la 

membrana por 20 minutos en el mismo horno de la hibridación. La solución con 

sonda puede reciclarse y reutilizarse posteriormente pero debe congelarse hasta 

un nuevo uso. Una vez lavadas las membranas se colocaron en bandejas donde 

se llevo a cabo la detección de los híbridos por inmunoensayo (procedimiento 

anteriormente descrito).  

Estudio de deleciones mediante hibridación Southern.  

     Para realizar el estudio de deleciones por el método descrito anteriormente se 

empleo la sonda mitocondrial, Dicha sonda, presente en una región que 

habitualmente no se encuentra delecionada (16S-rRNA), se unirá tanto al genoma 

normal como al genoma delecionado. De esta forma, si un paciente posee 

reorganizaciones del DNA mitocondrial, deleciones o duplicaciones, además del 

DNA normal  de un tamaño de aproximadamente 16500 pb, presentara bandas de 

distintos tamaños. El porcentaje de deleción presente en la muestra se realiza 

mediante densitometría de las bandas encontradas.   
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo general 
 

     Determinar la presencia de deleciones en el DNAmt por medio de 

estrategias genéticos moleculares para confirmar el diagnóstico del síndrome 

de Kearns-Sayre, en un paciente. 

 

Objetivos particulares. 

 

 Evaluar por PCR larga la presencia de  deleciones en el DNA 

mitocondrial. 

 Determinar la concentración del DNA extraído, mediante 

espectrofotometría para asegurarse que sea la cantidad adecuada 

para la reacción de PCR.  

 Por medio de distintas enzimas de restricción llevar a cabo 

digestiones del producto amplificado de la PCR larga para localizar la 

zona de la deleción.  

 Por hibridación Southern  determinar sí existen deleciones dentro del 

DNAmt  y calcular el porcentaje de heteroplasmÍa. 

 Realizar la amplificación con primers apropiados para precisar la 

ubicación de la deleción. 

 Identificar el haplogrupo mitocondrial mediante la localización de 

polimorfismos presentes en la región hipervariable II. 

 

 

Hipótesis 
 

El paciente que presenta el cuadro clínico característico del síndrome de 

Kearns-Sayre, es posible que presente como causas de ello alguna deleción en 

el DNAmt, el diagnóstico del síndrome se confirmará con técnicas de biología 

molecular. 
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3. METODOLOGIA DE INVESTIGACIÒN 
 
3. 1 Materiales y equipos. 
 
Historia clínica 

 

     Paciente femenino de 10 años 10 meses de edad, con el diagnóstico de 

citopatía mitocondrial, Síndrome de Kearns-Sayre. Hasta el momento no se ha 

valorado por el servicio de cardiología por lo que se envía para valoración, la 

paciente se encuentra con oftalmoplejia  externa progresiva, retinosis 

pigmentaria, ataxia, hiperproteinorraquia, no se ha  descartado alteraciones del 

ritmo cardiaco, en estudios realizados se aprecia disfunción de la vía visual. 

Actualmente la paciente se encuentra con manejo de oxcarbazepina a dosis de 

21 mg/k/d, la medre refiere que el día de ayer presento crisis parciales motoras 

del hemicuerpo del lado izquierdo. Dado estos hallazgos se deciden 

incrementar la dosis de oxcarbazepina a 30 mg/k/d. Se han realizado PEV pero 

no se cuentan con resultados hasta el momento. 

 

Se empleó una muestra de biopsia de tejido muscular de la paciente con 

fenotipo patológico de síndrome de Kearns-Sayre, la historia clínica que se 

presento es un resumen general elaborado y proporcionado por el jefe de 

Neurología Pediátrica del Hospital de Pediatría  Centro Medico Siglo XXI, 

IMSS, que atiende a la paciente. 

 

REACTIVOS 
 
 Kit de soluciones QIAGEN. DNeasy Blood & Tissue®, El cual contiene 

proteinasa K, Buffer AL, etanol absoluto, Buffer AW1, Buffer AW2 y 

Buffer EA.  

 Kit de soluciones QIAGEN. QIAquick® PCR Purification. El cual contiene 

Buffer PBI, Buffer PE, Buffer EB.   

 ExoSAP-IT® usb. El cual contiene una nucleasa recombinante Pandalus 

borealis, en Buffer de fosfatos alcalino.  
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 Solución de lisis: Tris-HCl2 50 Mm, EDTA 50 mM pH=8.0 y NaCl 250 

mM. 

 Proteinasa K (Fungal) a una concentración de 20 Unidades/mg. 

invitrogen® 

 Mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamílico 25:24:1, ultra puro 

invitrogen® (Buffer saturado Fenol 50% v/v, Cloroformo 48% v/v, alcohol 

isoamílico 2% v/v a un pH=8.05-8.35.  

 Etanol puro invitrogen® 

 Enzima Takara Shuzo co, casa comercial Takara® 

 Solución Master Mix de promega, PCR Master Mix®: Taq polimerasa 50 

U/ml, dNTPs 400 mM y MgCl2 3 Mm.   

 Enzimas de restricción  invitrogen a una concentración de 10 U/μl. 

- Ava I (Anabaena variabilis). Buffer Tris-HCl (pH=7.5), EDTA 0.1 

mM, 2-mercaptoethanol 10 mM, BSA 500 μg/ml, glycerol 50% v/v, 

Triton® 100X 0.1% m/v. 

- Apa I (Aceterobacter pasterianus) Buffer Tris-HCl (pH=7.5), EDTA 

0.1 mM, 2-mercaptoethanol 5 mM, BSA 500 μg/ml, glycerol 50% v/v, 

Triton® 100X 0.1% m/v. 

- Pvu II (Proteus vulgaris) Buffer Tris-HCl (pH=7.4), KCl 50 mM, 

EDTA 0.1 mM, 2-mercaptoethanol 10 mM, BSA 500 μg/ml, glycerol 

50%, Tween 20® 0.1% m/v.  

- Nsi I (Neisseria sicca) Buffer Tris-HCl (pH=7.5), NaCl 200 mM, 

EDAT 0.1 mM, DTT 1 mM, BSA 500 μg/ml, glycerol 50% v/v. 

- Xho I (Xanthomonas campestris) Buffer Tris-HCl (pH=7.4), KCl 200 

mM, EDTA 0.1 mM, 2-mercaptoethanol 5 mM, BSA 500 μg/ml, 

glycerol 50% v/v, Triton® 100X 0.1% m/v.  

 Agarosa ultrapura invitrogen. 

 Buffer  invitrogen TAE 10X (Tris acetato 400 Mm, EDTA 10 mM)  

 Bromuro de etidio CLP® 0.5 μg/ml. 

 Buffer de carga invitrogen azul/naranja 6X (azul de bromofenol 0.03%, 

xileno 0.03%, naranja G 0.4%, Ficoll® 15%, Tris-HCl 10 Mm (pH=8.0).  

 Marcador molecular Promega 1 kb 100 μg/ml (Tris-HCl (pH=7.5), EDTA 

1 mM). 
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 Marcador molecular Promega 23 kb 100 μg/ml (Lambda DNA/EcoRI + 

Hind III, Buffer Tris-HCl (pH=7.5), EDTA 1 Mm).  

 Bases nitrogenadas dNTP Mix 10 mM. Fermentas®  

 Oligos invitrogen Long-L, Long-H, 7336L, 16450H, 15977L y 16455H, a 

una concentración de 25 mM. 

 

MATERIALES  
 

 Tubos eppendorf 1, 1.5 y 2 ml. 

 Puntas para pipeta de distintos tamaños. 

 Papel parafilm. 

 Piceta. 

 Gradilla refrigerada. 

 Guantes.  

 

EQUIPOS 

 

 Termociclador Apollo ATC401 CLP. 

 Fotodocumentador Cleaver Scientific LTD. 

 Fuente de poder Power Pac 1000. 

 Cámara de electroforesis Apollo by CE para 10 pozos. 

 Termomixer compac eppendorf. 

 Microcentrifuga minispin plus eppendorf 1400rpm. 

 Vortex mixer S0100 Apollo CLP. 

 Centrifuga para pulsaciones Iviger CLP. 

 Nonodrop ND1000 A113 Abccesolab. 

   Bascula Cole Parmer PR410 Equipar 500 mg. 

 Pipetas eppendorf de 2, 10, 100, 200 y 1000 μl. 
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3.2 Métodos 

 

     Para realizar el diagnóstico  de las enfermedades mitocondriales se requiere  

del DNA mitocondrial extraído del músculo del paciente. Para la amplificación 

del genoma (en el caso del síndrome de Kearns-Sayre), por medio de  PCR 

larga, para después digerir el producto de dicha PCR por medio de enzimas de 

restricción con el fin de mapear  la deleción que se puso de manifiesto, una vez 

realizada la digestión se procedió a realizar una segunda PCR con el fin de 

flanquear la deleción y así poder determinar el fragmento de DNA que falta, 

esto se realizo por medio de secuenciación y se comparo con la secuencia de 

Cambridge: Para poder realizar la determinación del haplogrupo se utilizo una 

PCR para la región hipervariable II en la cual se buscaron los polimorfismos 

característicos de cada haplogrupo. 

 

3.2.1 DNA extraído de músculo por medio de kit. 
 

     En el caso de la biopsia muscular se homogeniza el tejido (previamente 

congelado con nitrógeno liquido o en un congelador convencional) en un 

mortero una vez macerado el tejido se pesan 25 mg de tejido y son colocados 

en un tubo eppendorf de 1.5 ml al cual se añaden 180 μl de Buffer ATL (todos 

los Buffer que se utilizan son suministrados en el kit), 20 μl de proteinasa K, se 

mezclan y se dejan incubando a 56˚C hasta que el tejido se haya lisado 

completamente (mezclar ocasionalmente con el vortex), una vez lisado el tejido 

añadir 200 μl de Buffer AL, 200 μl de etanol (96-100%) y mezclar bien, pasar la 

mezcla a una columna de mini spin (suministrada en el kit) la cual esta 

contenida en un tubo de 2 ml, posteriormente centrifugar a 8000 rpm por 1 

minuto, desechar el tubo con el filtrado y pasar la columna a otro tubo colector 

nuevo y adicionar 200 μl de Buffer AW1 centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto, 

desechar el tubo con el filtrado y pasar la columna a un tubo colector nuevo y 

adicionar 500 μl de Buffer AW2 centrifugar por 3 minutos a 14000 rpm esto es 

para lavar la membrana de la columna, desechar el filtrado y colocar la 

columna en un tubo nuevo de 1.5 ml añadiendo 200 μl de Buffer AE 

directamente en la membrana y se deja incubar a temperatura ambiente por 1 

minuto, volver a centrifugar a 8000 rpm por 1 minuto para eluir el DNA.       



                                                                                      Materiales y métodos  

Jasso Cardenas Jonathan Israel  46 

3.2.2 DNA extraído de músculo por medio de fenol 
 

     Para llevar a cabo la extracción del DNA es necesario tener el tejido 

congelado con nitrógeno líquido, colocar un trozo de dicho tejido en un mortero, 

homogeneizar y pesar 125 mg y colocarlos en un tubo eppendorf al cual se 

añaden 125 μl de solución de lisis agitando en vortex hasta que se visualicen 

pedazos mas pequeños posteriormente añadir 7 μl de enzima proteasa (20 

mg/ml) dejar el tubo incubando en el termomixer por un lapso de 2 horas a 

65˚C, para desactivar la enzima se deja 1 hora en el termomixer a una 

temperatura mayor a 65˚C. 

     Una vez desactivada la enzima añadir 250 μl de la mezcla fenol-cloroformo-

alcohol isoamílico y mezclar el tubo suavemente en vortex posteriormente 

centrifugar a 10000 rpm por 10 minutos, transcurrido el tiempo separar la fase 

que acuosa superior que contiene el DNA y trasladar la fase  recuperada a 2 

tubos nuevos eppendorf  a los cuales se añaden 1.5 ml de etanol frió a cada 

uno de los tubos mezclando suavemente (puede aparecer turbidez y luego 

desaparecer) posteriormente centrifugar a 10000 rpm durante 1 minuto, 

decantar el tubo y desechar el etanol incubar a 37˚C colocando los tubos en 

posición horizontal, el DNA debe visualizarse pegado al tubo como una mancha 

blanca ya eliminado el etanol añadir agua libre de nucleasas para resuspender 

el DNA agitando suavemente hasta su completa disolución.  

 

3.2.3 Cuantificación y pureza del DNA 

 

     Iniciar el programa en la computadora para la cuantificación de ácidos 

nucleicos, levantar el brazo del Nanodrop y colocar 2 μl de agua libre de 

nucleasas y RNAsas, bajar el brazo y pulsar enter para iniciar el programa, una 

vez tomada la lectura levantar el brazo y limpiar con papel absorbente la gota y 

colocar 2 μl de solución blanco y pulsar leer blanco, levantar el brazo y limpiar 

la gota con papel absorbente y colocar 2 μl de la muestra problema y presionar 

F1 (en cada lectura debe de observarse la burbuja formada por la tensión 

superficial entre el brazo del espectro y la base donde se coloca la muestra).  

 

 



                                                                                      Materiales y métodos  

Jasso Cardenas Jonathan Israel  47 

3.2.4 PCR larga  
     La PCR larga se realiza a un volumen final de 50 μl con: 6 μl dNTPs (2.5 μM 

cada uno), 5 μl 10X LA-Taq Buffer Takara (suministrado con la enzima), 2 μl 

long-L (25 μM), 2 μl long-H (25 μM), (Los primer fueron tomados de López 2007 

y la secuencia esta referida en los anexos) 0.5 μg de templete de DNA y agua 

para completar 50 μl, se prepara un tubo blanco (control negativo) en el cual se 

coloca agua en lugar de DNA. Los tubos preparados se agitan perfectamente 

para homogenizar la solución y son colocados en el termociclador previamente 

programado como se presenta en la  tabla 5. 
Tabla 5 Programa del termociclador para la PCR larga. 

Activación inicial (1er paso) 2 minutos 95˚C 
10 Ciclos   
Desnaturalización  30 segundos 92˚C 
Alineamiento y elongación  10 minutos 68˚C 
19 Ciclos   
Desnaturalización  40 segundos 92˚C 
Alineamiento 12 minutos 68˚ 
Extensión final  10 minutos 72˚C 

 
3.2.5 Amplificación de la región hipervariable II por PCR con un volumen 
de reacción  de 25 μl.  
     La PCR para realizar la amplificación de la región hipervariable se prepara a 

un volumen de final de 25 μl con: 12 μl de PCR master mix, 0.5 μl de primer 

15977L (25 μM), 0.5 μl de primer 16450H (25 μM), (Los primers fueron 

diseñados y comparados con la secuencia de referencia)1 μl de templete de 

DNA y  agua para completar 25 μl, mantener los tubos en hielo o en una 

gradilla refrigerada, se prepara un tubo blanco (control negativo) en el cual se 

coloca agua en lugar de DNA. Los tubos preparados se agitan perfectamente 

para homogenizar la solución y son colocados en el termociclador previamente 

programado como se presenta en la  tabla 6. 

Tabla 6 Programa de PCR para la región hipervariable II. 

Activación  2 minutos 95ºC 

35 Ciclos    

Desnaturalización 30 s 95ºC 

Alineamiento 30 s 60ºC 

Extensión final 1 minuto, 30 seg. 72ºC 
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 3.2.6 Electroforesis para el DNAmt 
      El producto de PCR se separa por medio de electroforesis en gel horizontal 

de agarosa al 0.7%, para comprobar las bandas amplificadas el gel se prepara 

pesando 350 mg de agarosa los cuales se colocan en un matraz erlenmeyer al 

cual se le adicionan 50 ml de TAE 1X, y se calientan en un horno de 

microondas a baja potencia hasta que se disuelva completamente, una vez que 

la muestra se enfría añadir 1 gota de bromuro de etidio (concentrado) y 

mezclar, una vez frio se vierte en el soporte del gel el cual fue sellado 

previamente y el peine colocado en su posición se deja en una superficie plana 

y libre de corriente de aire hasta que se solidifica.  

     Para la carga y corrida del gel, se retiran los sellos y el peine, se coloca el 

gel en la base  posteriormente se llana la cámara de electroforesis con TEA 1X 

hasta que el gel queda totalmente sumergido, en un papel parifilm se colocan 3 

μl de Buffer de carga (azul naranja 6X correspondiente al numero de muestras), 

3 μl de bromuro de etidio diluido (0.01 μg/ml) a un costado de la gota del 

colorante, añadir 5 μl de producto de PCR, blanco y marcador de peso 

molecular, mezclar por pipeteo y depositar la mezcla en el  pocillo 

correspondiente (realizar este procedimiento para el producto de PCR, blanco y 

el marcador de peso molecular) una vez colocadas las muestras cerrar la 

cámara de electroforesis y conectarla a la fuente de poder a ~50V por un lapso 

de 4 horas, para visualizar el DNA se toma una  fotografía utilizando el sistema 

de fotodocumentación Cleaver Scientific, que cuenta con el software Gene 

Tools para el análisis de geles.       

3.2.7 Digestión con enzimas de restricción  
     La digestión se realizo en un tubo de 200 μl  colocando 5 μl del amplificado 

de PCR larga, 2 μl de la enzima (Ava I, Apa I, Pvu II, Ns I y Xho I), 1 μl de 

Buffer (suministrado con el kit) y 2 μl de agua estéril, se coloca el tubo en el 

termomixer, dejar el tiempo y la temperatura que se indican en cada una de las 

enzimas, al termino del tiempo especificado se prepara un gel de agarosa al 

0.7% (de igual forma que el gel para visualizar el producto de PCR), se toma 

fotografía del gel para visualizar el corte de la enzima para posicionar la zona 

de la deleción, ya que se incorpora un control negativo para poder compararlo. 
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La fotografía se toma  utilizando el sistema de fotodocumentación Cleaver 

Scientific, que cuenta con el software Gene Tools para el análisis de geles. 

3.2.8 Purificación  del DNA mt 
 i) Con el kit QIAquick PCR purification de QIAgen. 

      Adicionar a un tubo eppendorf 5 volúmenes de Buffer PBI (suministrado en 

el kit), para un volumen de producto de PCR, una vez que el color de la mezcla 

es amarrillo colocarla en una columna (contenida en el kit) la cual contiene un 

tubo colector, centrifugar por 1 minuto a 8000 rpm, descartar el filtrado  y volver 

a colocar la columna en el tubo, añadir 0.75 ml de Buffer PE y colocar la 

columna en el mismo tubo centrifugar por 1 minuto, posteriormente pasar la 

columna a un tubo nuevo de 1.5 ml, añadir 500 μl de agua estéril y centrifugar 1 

minuto para eluir el DNA, para comprobar la purificación añadir 1 volumen de 

loading dye por 5 volúmenes del purificado y correrlo en un gel de agarosa al 

0.7%.   

 

ii) Con ExoSAP-IT  

      Mezclar 5 μl de producto de reacción de PCR con 2 μl de ExoSAP-IT para 

un volumen de total de 7 μl (el ExoSAP-IT debe de mantenerse siempre en 

hielo) se incuba a 37˚C por 15 minutos con el fin de degradar los remanentes 

de primers y nucleótidos, una vez transcurridos los 15 minutos elevar la 

temperatura a 80˚C por 15 minutos para inactivar el  ExoSAP-IT, pasado este 

tiempo el producto de PCR esta listo para usarse en la secuenciación.  
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4. RESULTADOS 

 El estudio característico molecular para diagnosticar el síndrome de Kearns 

Sayre se basa principalmente en la presencia de deleciones en el DNAmt y se 

demuestra de dos formas; una por medio de la hibridación Southern y la segunda 

por medio del estudio de amplificación por PCR larga, seguida de la ubicación de 

la zona de deleción por medio del uso de diferentes enzimas de restricción. 

 

Cuantificación del DNA total de la muestra del probable SKS, por medio de  

espectrofotometría, en la tabla 7 se muestran los resultados:  

 

Tabla 7 Cuantificación del DNA extraído por el método de fenol y por medio de un kit comercial. 

 Kit comercial biopsia muscular 347 ng/μl 1.80 

 Fenol biopsia muscular 60 ng/μl 1.82 

 

 Gel resultado de la amplificación del DNA mitocondrial por medio de PCR larga  

 

Figura 12  Gel de agarosa al 0.7%, En el carril 1: PM marcador de 23 kb, en el carril 2: B blanco, 

en el carril 3: C1 control positivo (DNAmt delecionado) y en el carril 4: C- control negativo,  carril 5 

y 6 M muestra con probable Síndrome de Kearns Sayre. 
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 En el carril donde se localiza la muestra del probable SKS (Fig. 12) se observa 

una banda de aproximadamente 9000 pb en comparación con el marcador, con lo 

que se pone de manifiesto una deleción de aproximadamente 7000 pb, por lo que 

se confirma el diagnóstico del  síndrome de Kearns Sayre.   

 

Fragmentos obtenidos tras la digestión del producto de PCR larga, con las 

enzimas Ava I, Apa I y Pvu II. 

     

.  

 

Figura 13 Gel de agarosa al 0.7% donde se observan los Fragmentos obtenidos tras la digestión 

con las enzimas AvaI, ApaI y PvuII, del producto de PCR larga. Carril 1 y 8 marcador PM de 23 

Kb; Carril 2, 4  y 6 control negativo (DNAmt sin deleción); Carril 3, 5 y 7 Fragmento obtenido por la 

PCR larga. 

 

Con la enzima Ava I no se obtienen fragmentos, con Apa I se pierde un fragmento 

de 7190 pb y otro de 1010 pb y con PvuII se pierde un fragmento de 13917 pb y 

se crea uno de 7000 pb. (Fig. 13). 
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Fragmentos obtenidos tras la digestión del producto de PCR larga, con las 

enzimas Ava I, Ns I y Xho I.  

 

 

Figura 14 Gel de agarosa al 0.7% donde se observan los fragmentos obtenidos tras la digestión 

con las enzimas de restricción Ava I, Ns I y Xho I, del producto de PCR. Carril 1 y 8 marcador de 

PM de 23 Kb; Carril 2, 4 y 6 control negativo (DNAmt sin deleción); Carril 3, 5 y 7 fragmentos 

obtenidos por la PCR larga. 

 

 Con Ava I se pierde un fragmento de 12815 pb y aparece uno de 8500 pb, con 

Ns I desaparece un fragmento de 9328 pb y se mantiene uno de 6000 pb, y se 

obtiene uno de 1500 pb, Xho I se pierde un fragmento de 14955 pb y se observan 

dos de 9500 pb y 3500 pb. (Fig. 14).  

 

 En la figura 15. Se representa los fragmentos obtenidos con un DNAmt sin 

deleción. Los números de arriba indican la posición de los cortes en el DNAmt, 

con la línea de color rojo de la parte inferior se muestra el fragmento que 

desaparece en el DNAmt de la paciente, con lo que se señala la región que esta 

delecionada.  
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Representación grafica de los cortes con las enzimas Ava I, Apa I,  Pvu II, Ns I y 

Xho I, a un DNAmt sin deleción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 Esquemas que muestran los sitios de restricción y los fragmentos esperados con las 

enzimas Ava I, Apa I, Pvu II Ns I y Xho. La línea en rojo muestra el fragmento de DNA 

delecionado. 

 

 

        Con lo anterior se observa que la zona de la deleción se localiza entre las 

posiciones 7000 y 16000 del DNAmt, por lo cual se procedió a localizar la posición  

exacta de la deleción con una amplificación utilizando los primers 7336L y 

16450H.    
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Gel de la amplificación para posicionar la deleción del DNAmt. 

 

Figura 16 Gel de agarosa al 2%. En el carril 1 PM marcador de 23 Kb, en el carril 2 B blanco, y  en 

el carril 3 M DNAmt delecionado amplificado con los oligos 7336L y 16450H.  . 

 

 En el carril tres (Fig. 16) se observa una banda de aproximadamente 1700 pb. La 

cual se purifica y se envía a secuenciar automáticamente de forma bidirecional 

con los mismos oligos de amplificación para obtener la posición exacta de la 

deleción. 

Al comparar la secuencia obtenida con el DNAmt de referencia se puede observar 

que la delecion abarca de la posición 7436 hasta 15065, presentando una perdida 

de 7630 pb. (En el anexo A se localiza la tabla de los genes que no se encuentran 

a causa de la deleción y en el anexo C aparece la secuencia implicada en la 

perdida de DNAmt). 

 

 

7436 *  15067 

                                       ATACAT                                                              

 

 

 

CGAAGAACCCGTATACATA[AAATCTAGACAAAA…….TATATTACGGATCAT]TTCTCTACTCAGAAA 

Figura 17 Electroferograma de la  secuenciación con ambos oligos, para determinar el sitio exacto 

de la deleción.  
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Las secuencias flanqueantes se observan con repeticiones directas de una 

imperfección de 5/6, ATACAT 7430-7435 y ATCAT 15061-15065. 

 

Localización exacta de la deleción donde se muestran las secuencias 

flanqueantes de color rosa y su posición dentro del genoma mitocondrial a si 

como la falta de nucleótidos desde la posición 7437 hasta 15065 (MITOMAP). 

 

El mapa siguiente (fig. 18) representa la cadena pesada y ligera del DNAmt 

línearizado, mostrando los diferentes genes que codifican. En la barra inferior se 

representa con la línea  punteada la región de 7630 pb delecionada del DNAmt. 

Enmarcada se puede observar las repeticiones directas 5/6 que flanquea la 

deleción.  

 

 

Figura 18  Localización de la deleción en el mapa del DNAmt. 
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La hibridación Southern para determinar la deleción (como un apoyo para 

complementar el diagnóstico) y el análisis de densitometría fueron realizados en 

la Universidad de Zaragoza en España y los resultados fueron los siguientes:   

 

Gel de la hibridación Southern para localizar la deleción del DNAmt 

 

 

 

 Figura 19 Se observa el resultado final de la hibridación Southern, donde se aprecia en el carril 1 

el marcador de 23kb, en el carril 2 Blanco, en el carril 3 la muestra 2123 (muestra de Kearns 

Sayre), los demás carriles son muestras que dieron negativo a la delecion.  

 

 En el carril 3 se localiza la muestra de la paciente con el probable SKS, se 

observan dos bandas una con poca intensidad correspondientes al DNAmt normal 

de 16 kb y de forma muy intensa la banda que corresponde al DNA delecionado 

de casi 9 kb, por lo que se pone de manifiesto una deleción de aproximadamente 

7 kb con lo cual se corrobora el diagnóstico del síndrome de Kearns Sayre. De 

igual forma se corrieron muestras de otros pacientes los cuales no presentaron 

deleciones.       
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Gel de la densitometría para determinar el porcentaje de heteroplasmÍa 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
  
 
Figura 20 Se observa el análisis por densitometría de las bandas correspondientes al DNA 

mitocondrial normal de 16500 pb (15.34%) y delecionado de aproximadamente 9000 pb (84.65%). 

 

Grafica de la densitometría del DNAmt para determinar el índice de heteroplasmÍa 
 
 
 

                                
Figura 21  Densitometría donde se puede apreciar el porcentaje de heteroplasmìa de la muestra. 
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Determinación del haplogrupo mitocondrial, para lo cual se realizo un amplificado 

de la región hipervariable II por medio de PCR. 

 

 

 

 

Figura 22 Gel de agarosa al 0.7% (amplificación de la región hipervariable II) en el carril 1 PM 

marcador de 10 KB, en el carril 2 B blanco, Carriles 3, 4 y 5 M1, M2  y M3 muestra problema a 

distintas diluciones. 

 

 En la figura 22 se observa una banda en los carriles 3, 4 y 5 de aproximadamente 

500 pb en comparación con el marcador. La cual mando a secuenciar y se analizo 

con el programa Sequencher para localizar los polimorfismos característicos del  

haplogrupo mitocondrial. En la figura 23 se muestra la comparación de la 

secuencia de referencia (secuencia de Cambridge) con la secuencia obtenida  
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Comparación de las secuencias por medio del programa Secuencher 

Figura 23 Comparación de la secuencia obtenida de la región hipervariable II. 

Al realizar la comparación de la secuencia obtenida con la secuencia de 

referencia (Cambridge), se puede observar el cambio de una Citosina por una 

Timina en la posición 16192. 

 

Polimorfismos encontrados al revisar la secuenciación del DNA de la región 

hipervariable II y el DNA secuenciado para localizar la posición de la deleción (ver 

anexo B) nos  permitió conocer que la muestra pertenece al haplogrupo C. 

 

Tabla.8 Donde se muestran los polimorfismos encontrados al realizar la amplificación y 

secuenciación de la región hipervariable II. 

Polimorfismos encontrados en la 

región hipervariable II. 

Polimorfismos encontrados en la 

secuencia para localizar la deleción. 

A16181C G15301A 

C16192T A15326G 

C16223T A15487T 

C16286T 

T16298C 

C16327T 
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5. DISCUSIÓN. 

 

    Las enfermedades mitocondriales constituyen un grupo muy amplio de 

trastornos en los que existe alguna alteración en la cadena respiratoria 

mitocondrial, estas enfermedades representan un problema tanto en su 

diagnóstico como en el tratamiento. En México es poco frecuente el estudio de las 

enfermedades mitocondriales por lo cual es difícil dar un diagnóstico confiable 

para que el médico pueda tener un mejor manejo de los paciente que sufren estos 

padecimientos  El síndrome de Kearns Sayre es una enfermedad neuromuscular 

poco frecuente caracterizada por un inicio antes de los veinte años de edad, los 

pacientes con este síndrome presentan ptosis bilateral externa como uno de los 

primeros signos de la enfermedad seguida por oftalmoplejia (Young., 2005). Tanto 

el SKS como la oftalmoplejia extrínseca y la oftalmoplejia “plus”, comparten signos 

clínicos que en ocasiones hacen difícil su diagnóstico diferencial, en general los 

pacientes con SKS presentan un fenotipo más grave, se estima que este 

síndrome se debe a grandes deleciones del DNA mitocondrial, que van desde 

1.800 pb hasta 8000 pb, la mas frecuente de estas deleciones es la llamada 

deleción común la cual tiene 4997 pb y se encuentra flanqueada por pequeñas 

secuencias idénticas (Ramírez y col., 2008). En México, se lleva acabo el 

diagnóstico médico  basándose en la sintomatología multisistemica, resultados de 

laboratorio como el líquido cefalorraquídeo y el electrocardiograma. El principal 

objetivo de este trabajo fue confirmar a nivel molecular la sospecha del médico 

ante un cuadro clínico propio del síndrome de Kearns Sayre, en una paciente de 

origen mexicano  

 

    Para poder realizar la PCR larga es conveniente tener DNA procedente de 

músculo ya que se han reportado casos en los que la deleción del DNAmt no se 

localiza en sangre en una proporción adecuada para realizar un buen análisis 

(Carod y col., 2006). Una vez realizada la cuantificación del DNA (tabla 7) con un 

resultado apropiado, se procedió a realizar la amplificación del DNAmt (16569 pb) 

de la paciente por medio de PCR larga. Como se puede observar en la figura 12 

el gel de la amplicación del DNAmt, se observa una banda muy intensa de 

aproximadamente 9500 pb, lo que indica que esta presente una deleción de 

aproximadamente 7000 pb, con lo cual se confirma el diagnóstico del síndrome de 
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Kearns Sayre. En este gel se puede observar que la amplificación del DNAmt solo 

nos da una banda intensa y con esto no se puede determinar el porcentaje de 

heteroplasmìa. Debido al tamaño de la deleción encontrada se procede a realizar 

digestiones con el fragmento obtenido de la amplificación con enzimas de 

restricción para localizar la posición exacta de la deleción.  

 

    En la figura 13 y 14 se muestran los fragmentos obtenidos con las enzimas Ava 

I, Apa I. Pvu II, Ns I y Xho I para el producto de PCR larga, comparado con un 

control normal (DNAmt sin deleción) y con un marcador de pb, se delimito la 

región delecionada, en la figura 15  podemos observar un ejemplo de los 

fragmentos esperados a partir de los cortes con las distintas enzimas a un DNAmt 

normal, con esto se acoto la región en la posición 7000 -16000, y al amplificarla 

con lo oligos 7336 y 16450 el resultado, se puede ver en la figura 16 con un 

amplificado de 1700 pb, al realizar la secuencia de forma bidirecional y al hacer la 

comparación con la secuencia de Cambridge se localizaron los limites de la 

deleción en la posición  7437 hasta 15065 de este modo la deleción tiene un 

tamaño de 7630 pb y se encuentra flanqueada por una repetición de 5/6 pb, esta 

deleción es única ya que se describe por primera vez, y en un paciente mexicano. 

A la fecha, no se encuentra reportada en MITOMAP. Se han reportado deleciones 

de menor tamaño 7436 pb en la posición 8649 a16084 y de mayor tamaño 8430 

pb en las posiciones 7509 a 15938 y 9437 pb  en la posición 6004 a 15440 (Carod 

y col., 2006). 

 

    La hibridación southern (Realizada en España, al igual que la densitometría con 

la colaboración de la Universidad de Zaragoza), es de gran utilidad ya que con 

ésta se confirma la presencia de la deleción, complementando el diagnóstico del 

síndrome de Kearns Sayre. Como se puede observar en la figura 19, la 

hibridación nos da una banda muy intensa para el DNAmt delecionado de 

aproximadamente 9500 pb y una banda mas tenue de 16500 que corresponde al 

DNAmt normal en comparación con el marcador, normalmente el diagnóstico del 

SKS se realiza primeramente con la hibridación Southern (Carod y col., 2006). En 

este caso la hibridación llego de España después de que se realizo la PCR larga, 

con la presencia de una banda tenue y otra mas intensa, lo que nos da una 

expectativa clara a cerca del índice de heteroplasmía, tanto en el SKS como en 
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otros trastornos relacionados con el DNAmt, puede encontrarse una mezcla de 

DNAmt mutante y silvestre esta relación es de suma importancia para determinar 

la severidad del fenotipo en un desorden mitocondrial, en nuestro caso al analizar 

la densitometría figura 20 se obtiene un valor de 80% de heteroplasmìa, para el 

síndrome de Kearns Sayre no se ha reportado una clara relación entre el tamaño 

de la deleción y la gravedad de las manifestaciones clínicas pero los diferentes 

grados de heteroplasmía en los tejidos pueden explicar la variabilidad de las 

manifestaciones clínicas (Carod y col., 2006).  

 

    Los haplogrupos mitocondriales son de suma importancia para poder tener un 

registro poblacional de la incidencia de las desordenes mitocondriales ya que 

algunos de estos son protectores para distintas enfermedades en un estudio 

realizado anteriormente se describe al haplogrupo J como protector para la 

Neuropatía Hereditaria de Leber (Torroni y col. 1993), desde entonces otros 

haplogrupos se han asociado a diversos fenotipos, como ejemplo se ha descrito 

que el haplogrupo T aumenta el riesgo a la depresión y otros son protectores para 

la enfermedad de Alzheimer y Parkinson (Ruiz y col. 2006). En este trabajo se 

realizo la amplificación del DNAmt correspondiente a la región hipervariable II, (ya 

que anteriormente se habían identificado polimorfismos característicos del 

haplogrupo C en la secuencia realizada para localizar la zona delecionada). En la 

figura 22 se presenta el amplificado de la región hipervariable II con un tamaño de 

aproximadamente 500 pb, la cual se mando a secuenciar para su posterior 

comparación con la secuencia de Cambridge como se muestra en la tabla 8 se 

localizaron los polimorfismos descritos para el haplogrupo C, la importancia de 

realizar la determinación del haplogrupo mitocondrial como complemento de este 

trabajo, es que a la fecha no se han encontrado reportes de la posible relación de 

un haplogrupo mitocondrial con la presencia  de deleciones o mas 

específicamente con el síndrome de Kearns Sayre.  
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7. CONCLUSIONES  

 

 Se realizo la extracción del DNA de una muestra proveniente de 

músculo, dando como resultado una concentración adecuada para poder 

realizar la PCR  

 La amplificación del genoma mitocondrial (16569 pb) se llevo a cabo con 

la técnica de  PCR larga, la cual permitió poner de manifiesto una 

deleción de 7630 pb, confirmando el diagnóstico de síndrome de Kearns 

Sayre. 

 Se llevaron a cabo las distintas digestiones con enzimas de restricción 

del producto de PCR larga, con lo cual fue posible realizar el mapeo de 

la deleción.  

 Fue factible seleccionar los primers para realizar la amplificación, con lo 

cual se ubico la posición exacta de la delecion; Siendo estos apropiados 

ya que el fragmento amplificado es de buen tamaño (1700 pb) y al ser 

secuenciado se obtuvo la posición exacta de la deleción. 

 Con la técnica Southern blot se realizo la hibridación del DNA 

mitocondrial confirmando una deleción de 7000 Pb dentro del DNA 

mitocondrial. El análisis de densitometría revelo un alto porcentaje de 

heteroplasmìa el cual es inversamente proporcional a la severidad del 

síndrome de Kearns Sayre.  

 La amplificación del fragmento II de la región hipervariable permitió la 

identificación de los polimorfismos característico del haplogrupo 

mitocondrial C. 

 La presente investigación tiene como principal objetivo poner al alcance 

de la comunidad medica el diagnóstico molecular del síndrome de 

Kearns Sayre, ya que en este trabajo se plantea la metodología 

completa para poder realizar el análisis de deleciones dentro del DNAmt,  

pone de manifiesto la importancia del diagnóstico molecular para el 

estudio de las enfermedades mitocondriales, y la importancia de tener 

un diagnóstico certero y un mejor manejo de los pacientes, en México no 

se cuenta con institutos donde se realicen estos estudios, por lo tanto la 

importancia de este trabajo a un futuro es dar un apoyo al diagnostico de 

las enfermedades mitocondriales en México.       
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7. Anexo A 

En el anexo A se muestra la  tabla de los genes que se encuentran dentro de la 

deleción del DNAmt del SKS.  
Tabla 9 Genes delecionados en el DNA mitocondrial de la muestra problema, mostrando la 

posición de cada gen a si como su locus y su nombre (MITOMAP).  

Locus Posición Abreviación Descripción 

MT COI 5904-7445 COI Subunidad I Citocromo C oxidasa 

MT TS1 7446-7516 S(UCN) tRNA serina 1 

MT NC6 7517-7517 NC6 Nucleótido no codificante 

MT TD 7518-7585 D tRNA ac. aspártico 

MT CO2 7586-8269 COII Subunidad II Citocromo C oxidasa 

MT NC7 8270-8294 NC7 Secuencia no codificante 

MT TK 8295-8364 K tRNA lisina 

MT NC8 8365-8365 NC8 Nucleótido no codificante 

MT ATP8 8366-8572 ATPasa8 Subunidad 8 ATP sintasa FO 

MT ATP6 8527-9207 ATPasa6 Subunidad 6 ATP sintasa FO 

MT CO3 9207-9990 COIII Subunidad III Citocromo C oxidasa 

MT TG 9991-10058 G tRNA Glicina 

MT ND3 10059-10404 ND3 Subunidad III NADH deshidrogenasa 

MT TR 10405-10469 R tRNA arginina 

MT ND4L 10470-10766 ND4L Subunidad 4L NADH deshidrogenasa 

MT ND4 10760-12137 ND4 Subunidad 4 NADH deshidrogenasa 

MT TH 12138-12206 H tRNA histidina 

MT TS2 12207-12265 S(AGY) tRNA serina2 

MT TL2 12266-12336 L(CUN) tRNA leucina2 

MT ND5 12337-14148 ND5 Subunidad 5 NADH deshidrogenasa 

MT ND6 14149-14673 ND6 Subunidad 6 NADH deshidrogenasa 

MT TE 14674-14742 E tRNA Ac. glutámico 

MT NC9 14743-14746 NC9 Secuencia no codificante 

MT CYB 14747-15887 Cytb Citocromo b 

 

Anexo B secuencia de los primers para PCR larga y región hipervariable II. 

Primer Long-L: 5’ TCT ATC ACC CTA TTA ACC ACT CAC GGG AGC T 3’ (10-40) 

Primer Long-H: 5’ CGG ATA CAG TTC ACT TTA GCT ACC CCC AAG TG 3’ (16486-16506) 

Primer 15977L    5’-CCACCTTAGCACCCAAAGC-3’ 

Primer 16455H   5’-CGAGGAGAGTAGCACTCTTTG3’ 
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Anexo C 

Secuencia del Blast, de la posición 7336 a 16450, donde se localiza la región del 

DNAmt delecionado que va de la posición 7437 hasta 15065.    

 
Score = 1548 bits (805), Expect = 0.0 

Identities = 842/864 (97%), Gaps = 2/864 (0%) 

 Strand = Plus / Plus 

Query: 15066 ttctctactcagaaacctgaaacatcggcattatcctcctgcttgcaactatagcaacag 15125 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1029  ttctctactcagaaacctgaaacatcggcattatcctcctgcttgcaactatagcaacag 1088 

 

                                                                          

Query: 15126 ccttcataggctatgtcctcccgtgaggccaaatatcattctgaggggccacagtaatta 15185 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1089  ccttcataggctatgtcctcccgtgaggccaaatatcattctgaggggccacagtaatta 1148 

 

                                                                          

Query: 15186 caaacttactatccgccatcccatacattgggacagacctagttcaatgaatctgaggag 15245 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1149  caaacttactatccgccatcccatacattgggacagacctagttcaatgaatctgaggag 1208 

 

                                                                          

Query: 15246 gctactcagtagacagtcccaccctcacacgattctttacctttcacttcatcttgccct 15305 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 

Sbjct: 1209  gctactcagtagacagtcccaccctcacacgattctttacctttcacttcatcttaccct 1268 

 

                                                                          

Query: 15306 tcattattgcagccctagcaacactccacctcctattcttgcacgaaacgggatcaaaca 15365 

             |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1269  tcattattgcagccctagcagcactccacctcctattcttgcacgaaacgggatcaaaca 1328 

 

                                                                          

Query: 15366 accccctaggaatcacctcccattccgataaaatcaccttccacccttactacacaatca 15425 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1329  accccctaggaatcacctcccattccgataaaatcaccttccacccttactacacaatca 1388 

 

                                                                          

Query: 15426 aagacgccctcggcttacttctcttccttctctccttaatgacattaacactattctcac 15485 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1389  aagacgccctcggcttacttctcttccttctctccttaatgacattaacactattctcac 1448 

                                                                         

Query: 15486 cagacctcctaggcgacccagacaattataccctagccaaccccttaaacacccctcccc 15545 

             | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1449  ctgacctcctaggcgacccagacaattataccctagccaaccccttaaacacccctcccc 1508 

                                                                       

Query: 15546 acatcaagcccgaatgatatttcctattcgcctacacaattctccgatccgtccctaaca 15605 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1509  acatcaagcccgaatgatatttcctattcgcctacacaattctccgatccgtccctaaca 1568 

 

                                                                          

Query: 15606 aactaggaggcgtccttgccctattactatccatcctcatcctagcaataatccccatcc 15665 

             |||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1569  aactannaggcgtccttgccctattactatccatcctcatcctagcaataatccccatcc 1628 

 

                                                                          

Query: 15666 tccatatatccaaacaacaaagcataatatttcgcccactaagccaatcactttattgac 15725 
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             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1629  tccatatatccaaacaacaaagcatantatttcgcccactaagccaatcactttattgac 1688 

 

                                                                          

Query: 15726 tcctagccgcagacctcctcattctaacctgaatcggaggacaaccagtaagctaccctt 15785 

             ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1689  tcctagccgcaganctcctcattctaacctgaatcggaggacaaccagtaagctaccctt 1748 

 

                                                                          

Query: 15786 ttaccatcattggacaagtagcatccgtactatacttcacaacaatcctaatcctaatac 15845 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||| 

Sbjct: 1749  ttaccatcattggacaagtagcatccgtactatacttcacaac-ancctaatcctaatac 1807 

 

                                                                          

Query: 15846 caactatctccctaattgaaaacaaaatactcaaatgggcctgtccttgtagtataaact 15905 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||| || ||||| ||| |||    ||| 

Sbjct: 1808  caactatctccctaattgaaaacaaaatactcnaat-ggnctgtcnttgnagtnnnnact 1866 

                                   

Query: 15906 aatacaccagtcttgtaaaccgga 15929 

             ||||| ||||||||| |||  ||| 

Sbjct: 1867  aatacnccagtcttgnaaanngga 1890 

 

Score = 1517 bits (789), Expect = 0.0 

Identities = 808/818 (98%), Gaps = 1/818 (0%) 

 Strand = Plus / Plus                                                                        

Query: 15066 ttctctactcagaaacctgaaacatcggcattatcctcctgcttgcaactatagcaacag 15125 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 70    ttctctactcagaaacctgaaacatcggcattatcctcctgcttgcaactatagcaacag 129 

 

                                                                          

Query: 15126 ccttcataggctatgtcctcccgtgaggccaaatatcattctgaggggccacagtaatta 15185 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 130   ccttcataggctatgtcctcccgtgaggccaaatatcattctgaggggccacagtaatta 189 

 

                                                                          

Query: 15186 caaacttactatccgccatcccatacattgggacagacctagttcaatgaatctgaggag 15245 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 190   caaacttactatccgccatcccatacattgggacagacctagttcaatgaatctgaggag 249 

 

                                                                          

Query: 15246 gctactcagtagacagtcccaccctcacacgattctttacctttcacttcatcttgccct 15305 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||| 

Sbjct: 250   gctactcagtagacagtcccaccctcacacgattctttacctttcacttcatcttaccct 309 

 

                                                                          

Query: 15306 tcattattgcagccctagcaacactccacctcctattcttgcacgaaacgggatcaaaca 15365 

             |||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 310   tcattattgcagccctagcagcactccacctcctattcttgcacgaaacgggatcaaaca 369 

 

                                                                          

Query: 15366 accccctaggaatcacctcccattccgataaaatcaccttccacccttactacacaatca 15425 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 370   accccctaggaatcacctcccattccgataaaatcaccttccacccttactacacaatca 429 

 

                                                                          

Query: 15426 aagacgccctcggcttacttctcttccttctctccttaatgacattaacactattctcac 15485 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 430   aagacgccctcggcttacttctcttccttctctccttaatgacattaacactattctcac 489 
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Query: 15486 cagacctcctaggcgacccagacaattataccctagccaaccccttaaacacccctcccc 15545 

             | |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 490   ctgacctcctaggcgacccagacaattataccctagccaaccccttaaacacccctcccc 549 

 

                                                                          

Query: 15546 acatcaagcccgaatgatatttcctattcgcctacacaattctccgatccgtccctaaca 15605 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 550   acatcaagcccgaatgatatttcctattcgcctacacaattctccgatccgtccctaaca 609 

 

                                                                          

Query: 15606 aactaggaggcgtccttgccctattactatccatcctcatcctagcaataatccccatcc 15665 

             |||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 610   aactannaggcgtccttgccctattactatccatcctcatcctagcaataatccccatcc 669 

 

                                                                          

Query: 15666 tccatatatccaaacaacaaagcataatatttcgcccactaagccaatcactttattgac 15725 

             |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 670   tccatatatccaaacaacaaagcatantatttcgcccactaagccaatcactttattgac 729 

 

                                                                          

Query: 15726 tcctagccgcagacctcctcattctaacctgaatcggaggacaaccagtaagctaccctt 15785 

             ||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 730   tcctagccgcaganctcctcattctaacctgaatcggaggacaaccagtaagctaccctt 789 

 

                                                                          

Query: 15786 ttaccatcattggacaagtagcatccgtactatacttcacaacaatcctaatcctaatac 15845 

             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||| 

Sbjct: 790   ttaccatcattggacaagtagcatccgtactatacttcacaac-ancctaatcctaatac 848 

 

                                                    

Query: 15846 caactatctccctaattgaaaacaaaatactcaaatgg 15883 

             |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 

Sbjct: 849   caactatctccctaattgaaaacaaaatactcnaatgg 886 

Score =  129 bits (67), Expect = 4e-26 

Identities = 68/69 (98%) 

 Strand = Plus / Plus                                                                  

Query: 7368 tccataaacctggagtgactatatggatgccccccaccctaccacacattcgaagaaccc 7427 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 1    tccntaaacctggagtgactatatggatgccccccaccctaccacacattcgaagaaccc 60 

                 

Query: 7428 gtatacata 7436 

            ||||||||| 

Sbjct: 61   gtatacata 69 

Score =  129 bits (67), Expect = 4e-26 

Identities = 68/69 (98%) 

 Strand = Plus / Plus                                                                     

Query: 7368 tccataaacctggagtgactatatggatgccccccaccctaccacacattcgaagaaccc 7427 

            ||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct: 960  tccntaaacctggagtgactatatggatgccccccaccctaccacacattcgaagaaccc 1019               

Query: 7428 gtatacata 7436 

            ||||||||| 

Sbjct: 1020 gtatacata 1028 
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