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1. INTRODUCC ION 

l. ANTECEDENTES GENERALES 

Las técnicas elcctrofor~tic~s descmpefian un papeJ m11y 

importante pura ln cnracterizaci6n pur1ficaci6n de 

~acromoléculas de Jmportancla biol6gica. Fueron utJJ!zadas por 

pl"im.era vez, 'en 1937, por el qut:11Jco sueco. Arne Wllhel11 Kaurtn 

Tlsellus parn separar las protcinas s6ri~as (Cooper. 1977; Alagón 

f'ossRni, 1983). 

En blologia moleculor se ltft usado o la electroforesis como 

una hcrramJonta cotJd~ana, ya que la cayorfa de las aol6culas 

!nvolucradas en los procesos bJol6glcos presentan carga 

eléctrica. por Jo que ~on capacea de algrar ~n an ca•po 

el6ctrlco. Gencral•ente la aeparnci6n de moléculas dtrercntes de 

AOX, depende del taaafto, de Ja !orma, de la cArga, de! potencial 

ol6ctrlco de la resistencia rrtcclonal, propiedades que 

caracterizan a cada aolécula (Rlckwood y Oaacs. 1985}. 

Actualaonte se utiliza la electroforcsJs convencional en gel 

que proporciona un efecto de tnmizado que puede ser •anlpulado 

para auaentar la e(icienci~ de la separación de •acromolér.ulas 

complejas coao es el A~N (Alag6n y rosuani, 1983; Coopcr. 1977). 

~n gran problema de éste tipo de electroforesis son los efectos 

s~cu~dnrios lo~·cunles pue¿~n Rer: 

a) Calor, .producido por el nlto voltaje del corrialento 

eloctrororétlco, ol cual puede producir desnaturalización de 

moléculas termosensibles nst como alteraciones físicas del 

si~teea (coao puQda s~r. ln distorsión de las bandas) [A~ae6n y 

Possani 1 1983] y b) Erectos elcctroend6s•ot1cos, que consisten en 

el aovialento noto do liquido hacia el cátodo principalmente, lo 

cual trae oO•o conaecuencla alteraciones en la aoVJiidad de la 

part!cula cargada (Alagón v Poaaanl, 1983). 
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!. 1 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA 

Cn gel ns Unil rn1! tridimensional de un polímero disperso en 

11n solvPnte. Se hn11 utilizado dJfcrente~ materi~les parn los 

celes, incluídos ngar, ag~rosa y poliacrilamida (Rlckwood y 

Hames, 1985), los cuales se usan de acuerdo al tipo y tnmafto de 

las mol~':ulns qua so d(isca11 scparnr. 

El polímero para la producción de geles más utilizada en 

bJologia mólecular. es la agarosa (Tinaco et al, 1980; Alaeón· y 

Possant, 1983). El pnder de resolución ele estos geles depende de 

ln conccntrncJón de agarosn, q11e generalmente es de 0.5 al 2 ~ 

(P/V) (Rickwood y Hames, 1985) ¡ dC! manera 1¡ue para moléculas muy 

grandes se utilizan geles diluidos y pura •o1Aculas de bajo peso 

molecular, gele~ más concentrados. 

Las moléculns por separnr en gelcR de dEnrosa, su nplican en 

un p11nto del gel (generalmente en el c6todo [Rickwood y Hames, 

1985]), lns cunles migran a dlfcrent1~s velocidades de acuerdo a 

su tama~o y carea y se suparnn en zonas discretas con un pcrf~l 

de dlstribucirin Gaossiann, cuya distilncla de mlgrac16n es 

directamente proporcional Al voltaje aplicad1) y nl tiempo. Al 

final de la corrida electrofor6tica, la localización de lna 

moléculas que se han separado en los medios electrofor~tlcos 

pueden yisu~llzarsc por MedJo de la utillznc16n de dJfercntes 

•étodos de .t1nc1611, como: 

a) Tinci~n -con Bromuro de etldio; en donde se aprovech~ la 

fluoreccncia inducida por ln luz ultravioleta en las molécij}ns 

de bromuro de ctidio intercaladas entre los bases que cónf iguran 

el AD~. Otra ~enteja de este m6todo es la cuantlflcaclón del 

AD~ c~ntenldo en un gel, ya que la cnnildad puede shr estfmndn ul 

comparar l~ fluorccencJa de ln muestre con · ona 

aarcndores del ADN de concentfac16n cOnOcida. Con este método 

pueden ~etectarse hasta .10 ngr de ADN (Schleir y Menslnk. 1981) .• 
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b) TfncJón de plata: este es un m~todo que recientemente se 

d!~e~o para geles de nearosa, con el cual es posible fletccta1· 

hnsta 5 veces menos Ja cantidad del ADN observada con bromuro de 

etldlo (Oott!Jeb y Chnvko, 1987). 

l .2 ELECTROFORESIS EN GELES OE AGAROSA DE AON 

Ln electroforesis se utiliza ampliamente para el análisis 

del AON. Stt uso se extiende desde la determinación de la 

secuencia. de nucleotldos hnsta la scpnrac16n de moléculas del ADN 

de tamaño cromos6aica. Generalmente la scparacJ6n del ADN se 

lleva a cabo pU neutros, en estas condiciones el AON se 

encuentra cargado negativamente. Estas macromoláculas en torma de 

espiral, tienen una densidad de carea generalmente uniforme a lo 

Jnriro de Ja '!'oJécula, 6sto hace mantener una reJac16n 

proporcJona1 entre la cantidad de carga eléctrica transportada 

el peso molecular (TJnoco et al. 1980: Alag6n y Posean!. 1983}. 

En 1reles de 

moléculas del AON de 

agarosa conve11cionalce pueden separarse 

a 50,000 pares de bases (pb) do acuerdo, 

como ya se mencJon6, a ln concentrac16n de agarosa quo conforma 

el gel pudiendo obtener resoluciones de moléculas que difieren en 

tan sólo 1 a 0.5 % de su peso (R!ckwood y ttnrnes, 1985; Fanemnn, 

1976). En este sentido Ja clectroforeais provee· un método 

versá tJ l seeuro de conocr.r no s61o el peso molecular sino 

tambihn de distinguir las diferentes formas topoJ6gicas deJ AON: 

lineal, c1rcuJ.nr superenrrollado, ya que éstas presentan 

distintas movilidades elcctroforétlcns aunque tengan el mJsmo 

peso molecular {Tinaco et al, 1980; Alag6n y Possani, 1983). 

En este ~ismo t{¡¡u de electroforesis convencional se 

observan movilidades an6malas en mol6culas de más de 50,000 pb, 

con Ja consecuente pérdida de resolución (Fangman, 1978). Es~a 

limitante so trató de superur ·al utilizar geles do muy baja 

concentract6n de agarosa, con los c.~al ee se ~~n ppdi .. do. ·ªº?.ara~. 



moléc11Jns de 800 Kpb, poro Jos eeles son diflcJlcs de manipular, 

a•!em6s ~~ qttc se requi1•re11 tir~pos dP corrida muy largos 

(Pangaan, 1978; Schwartz et ul, 1983; Schwartz y Cantor, 1984; 

Se~wer, 1981); 6sto l1nbín impedido ~ue las molficulae del ADN de 

gran tnnafto o de tamaffo cromos6mico pudiera~ acr analizadas en 

electroforesis. 

Para tratar de resolver el problema del estudio de las 

aoléculas del ADN de tamaiio cro~osómtco, en genética y b!olog1a 

molecular. se dlseftó la tócnica de fragmontacl6n del ADN con 

endonucleasas de rcstricci6n. Los rraementoe resultn11tcs se 

analizan en electroforesis po~teriorm~ntc se unen los 

frag•entos para obtener u11a vista cromos6micn (Schwartz y Cantor, 

1984). Esta t~cnica presenta un eran problema ya que el 

tratamiento destruye en gran parte la jnformación detallada de 

las moléculas de tamaño cromosómlco (Schwertz et al, 1983}. 

2. ELECTROFORESIS DE CAMPOS ELECTRJCOS ALTERNADOS (ECEA) 

Recientemente. Scbwartz y Cantor (1983), desarrollaron una 

técnica electroror6tÍca capaz de separnr moléculas de ADN 

cromos6•ico de hasta 9,000 Kpb. lo cual permite su purif!cnción y 

nn411sis, con lo que han proporcionado una herramienta útil para 

el estudio de Ja estructura orgnnizacJón genética. Esta 

técnica se ha llamado eJectr~foroeis c11 gél de agarosa con 

ca•pos electrJcos altcrnadou: ECEA. 

La •ovilidad anómala de •olócul~s ernndcs del ADN en 

electroforesis en gel, puede deberse a un efecto de condensnc16n 

de las •oléculae al entrar al r.el. causada por el volúDcn de 

Jtquido que se excluye, cuando el AD' penetr~ e11 _Jos poros del 

gel que son •ás pequeaos que el tama5o de la molécula (Schwartz 

et ol, 1983). 
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La 1Ac11Jca de ECEA, proporciona una 1\ueva ma11ern 1lP usar la 

P::>Jtr!'~ Ji'l gtd dP. ai:•11·osa y e! campo ell!ctrlco, con lo Q\h: se 

produce una olectroforesis basada en diferencias Intrínsecas de 

movJlidad (Schwartz et al. 1983; f\lotz y 7.111111, 1972). 

t.a prlmcrn cámaro de ECEA (Shwortz et 111, 1083), utiliza 

dos pares de electrodos, un par está colocado en direccl6n 

horJzontal y el otro en dircccJ6n verLical, ioe cuales se activan 

alternadaaentc a intervalos de tleapo (pulsos). (Ftg 1). 

Al aplicar un campo eléctrJco, se produce la distorcf6n y 

alar2aalento de las moléculas do AON. de •ancra que las moléculas 

se orientan en los poros del gel, con un •OVJ•iento Jndependiente 

del peso •olecular. Con la apltcac16n dol otro ca•po elEctrJco 

que actOa un ángulo de 90• con respecto al prl~ero, ae 

pro~uevc que las •oléculas se reorienten hacia otro nuevo 

conjunto de poros del gel y •lgren de ncucrdo al pe9o molecular 

(Schwartz et al, 1983; Klotz y Zimm, 1972). 

En este slsterau electrororético . las moléculas e&tán dentrD 

de un ciclo crintinuo de orlcntac16n, migrac16n y reor1entaci6n. 

Donde parte del pulao lo emplean en la reor1entoc16n y el resto 

en mi·gración. 

El tiempo de rcor1entaci6n se afecta por: la magnitud de la 

fuerza aplicada a la molácula, por el campo el6otririo, por la 

dUr~ci6n_de esta fuerza, por la resistencia a lo reorientoción 

causada por lu matriz de agarosa y por la energía t~r-ica y el 

peso ·molecular del ADN (Chu et nl, -1986). 

Debido· a que el tleapo de reorie~tuc16n está en tunci6n del 

peso ~ole~ular, las moléculas pcquefias se.reorientan •5s ·rápido. 

que l~s molé¿ulas aás grandes, De Mane~n que el pulso es cr!tl~o 

~~ra deter•lnar la novllidnd de una· molécula del AON en 

particulor.' Con pulsos cortos, .una aol6cuh del' ADN de ¡¡ran 

ta11aao no es_ senaibl·e nl caabio de ··,úre.ocl6n "del c_~apo, por 
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Pi& 1. llustraci6n eaque•Atlca de la eloctrotoresis de 
caapos e16ctrlco1 alternado•. 

·a, b Jlolicula ·del ADS antes y despu6s de la apl tcacl6n del c~•po 
e16ctr1co kortsontal. 

e Kal6cala del AD• antes de ca•blar el ca•pa el6ctrlco 
horlz~ntal a vertical. 

• ,Deepu•a 4e ••· tl••po de haber aplicado el ca•po et•ctt"lc.o· 
•ertlcal. 



~onsigulente su mlgra~ión es semejnnte n In dn una electroforesi:. 

cor~al, de acuerdo al vector resultante de los dos campos y cr11 

pulsos ~uy lar~os, el tiempo requerido para la rcoricntación es 

muy peque5o comparado con el que ocupa la molécula ~igrnn1lo n 

través del campo, el resultado es taRbi6n una electroforesis 

noraal, s6lo que en este c~so, primero en una direccl6n y Juego 

en otra {Schwnrtz y Cantor, 1904; Saith et al, 1967D) (Fig 2). 

De acuerda Jo mencionado anteriormente, el pnr6mctro que se 

clde experimentalmente es la movilidad. 

A diferencia de le electroforesis convencional, en ECEA, la 

relnc16n entre el intervalo de =lgrnc16n el tnmaf\o de la 

ool~cula es lineal (SchleiC y Wcnsink, 1981; Cnrlc 

1964). 

Olson, 

Dado que 

ctcrlo tamaño 

el pul~o es lo 

se muevan 

que produce que las raoléculas de 

una velocidad d~ migración 

c~ractcr1stica, se ha encontrado que existe una relaci6n entre 

éate y el tamafto do la moléc11la más grande que se desea resolver, 

lo cual es uno =edidn del interValo d.e separación 6ptima {Smlth 

et al, !907a), 

Al igual que la electroforesis convencional, la aplicnc16n 

de esta técnica con altas concentracJonca de agarosa y voltajes 

altos, permite separar diferentes formas topol6eicas de las 

moléculas del ADN e identificar las formas ramlf icadaa tales co•o 

tenedores. de replicación formas intermedias du reco2bin~ción, 

que migran más lento que lns formas lineales {Dell y Dyers, 

1963)' 

En general se considera que todas las variantes de 

electroforesis en rúl con cumpo9 el~ctrlcos alternados 1 se basan .. 

en éstos principios. sin embareo actualmente no existe un marco 

te6rico fisicoqu!mico bién fundamentado en _cuanto n la tooria de. 

ECEA. 
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a. 'b 

PJK 2. Se aueatra el erecto del pulso, con respecto al· 
tamafto de la molécula del ADN. 

a. En el extre•o de pulsos cortos 
b. Utlllzacl6n ·do pulsos Inri•• 

Dlrecc16n del-ca•po Ól6ctr1co 
__ MovJ•iento real de la ~ol~cula 



De acuerdo n lo anterior, las separnciones e11 ECEA S4J!l 

sensJbles murl:ns variables PXprr1mentales, incluidos 1!J 

eJéctrlco, la concentración Je pulso, la fuerza del cnmpo 

agarosa, Ja temperatur~ y la duracJón de la corrida {Smlth et ul, 

1987a; SnrlJ y llllkenu, 1086). 

Por ejemplo, el pulso en rclnc16n invcrsd con la fuerza del 

cl6ctrico, son los determinantes crftJcos parn la 

separación de laa moléculas de acuerdo a su tama6o. Bsto es, s1 

la fuerza del cnmpo aumenta,_el pulso deberá ser menor. 

Otra variable es la temperatura del gel durnntc la corrid~. 

ya que los ecJes se corren a una potencia relativamente altn (60 

Watts) y corriente al ta {200 •A), lo que en consecuencia provoca 

el incremento de la temperatura, ésto puede solucJonarso con Ja 

recirculoci6n y entriamionto del amortiguador en el cual se lleva 

cabo la electroforesis. Se obtienen mej~res resolucJones 

cuando los geles se encuentran relativamente frlos (4 a 6 ºC). 

La duración de la corrido tiene efectos importantes en el 

pfttr6n de bandas obtcnJdo. Esto se debe a ln gconetrta del campo 

de nleunos de los sistemas diseñados, en los cuales las 

mo16culas no migran u11a velocidad constante n lo largo del 

experimento, pues el fingulo entre las d!reccionos dril campo 

eléctrico, asociado a cada uno de los dos pares de electrodos, 

cambia de 00° en la parte superior del gel a un ángulo más 

granda an la parte JnferJor, de manera que el campo neto a lo 

lar20 del eje principal dei gel disminuye. La movilidad net8 de 

todas las moléculas también disminuye conforme éstos migran en el 

gel, con lo que se acu•uJan en In parte inferior de(.¡eJ y por· lo 

tanto, la separación entro las bandas llega a un máximo en 

función del tiempo (rar1e y Olson, 1984; Chu et al, 1986); Entre 

los sistemas dieeñudoa de ECEA ha sido modificado el ángulc de 

reorientaci6n y so puede obtener Mejor resolución n todo lo· largo 

del gel, ya que en éstos, la duración de la corrida no afecta e:n 

alto grado ·al patrón olectrofor6tico obte~ldo (Chu.et _al, 198~)., 



El mfitodo de ~CEA. promct~ revolucionar !n p:6ctJcn de la 

genético molecular, debido que permite ~naliznr regiones 

gen6m1cns de gran tamn~o. que no ee ~abian podido eRtUdiar por 

otros métodos, como se muestra en la fJ~ura 3. 

2.1 APLICACIONES 

Las aplicaciones de la eloctroforeels de ca.pos eléctricos 

alternados (ECEA), se pueden dividir en tres categor1as: 

~) Separoción de cromosomaij completos (obtenci6n de 

cariotlpos moleculares) 

b) Construcc16n de •npns de rootr!cc16n de fragmentos 

grandes de regiones cromos6miaas y, 

e) Purlflcnclón de !ragacntos pnrn su posterior 

clonación. 

se he utilizado en el estudio de moléculas del AON de 

t3ma~o cro•oeóa!co y subcroaos6aico de una Kron variednd de 

or2anisaos. 

a) Scpnraci6n de cromosomas co=pletos (obtcnc16n de 

cariotlpoe •oleculares) 

En 1984, Schwartz y Contor describieron el uso de este 

sisteaa elcctroforético presentaron la pri=ero separnc16n de 

cromosomas de levadura. Poco desp11~s del descubrimiento inicial. 

,se separaron crozosomne de Muchos otros cucariontes p~imitlvos y 

fr~gacntos del ADN •UY grandes. 

Lu (6cnic~ de ECEA ee hn utilizado para g~nerar cnrloti.Pos 

elcctrofor~ticos de varias cepas de Saccharnmyces ce~evtsiac 

(Schwartz y Cantor, 1984; Carle y Olson, 1984; Carle y Olson, 

1985). En este sistema se han podido ~econocer hasta'15:bandas 



Pa·res 
do·· bases 

Rlectrofor6s1s de campos 
el6ctr1c:os alternados 

Cromosomas 
art1f1c1ales 

Transferencia e 
h1l>r1dac1ón 

secuenctac1ón 

!s1ntes1s 1 Clonac1ón 

101 102 103 10'1 

l'X17'1 

105 

Á 

106 

C1toeen4ót.tca 

10T 109 

!!, mela­
nocaster 

Levaduras 

Pi¡ 3, Se muestra la gran variedad de tácnicas utilizada~ 
para obtener 1ntormac16n detallada del genoaa de varios 
6reanis•os. Ca~a una do las t6cnlcaa Bnallticaa·ea etocttva ·en un 
1n'tervalo~dc 111aznltud lla.ftado. En pa.rtlculal", el ·intervalo ·elitr.e 
1··x ion Y 2 X 10~ Jlb 110 so habla podido estudiar, hasta el .dtsedo 
de l.a t6cn1ca de electro!orosls en uol con' alterna~c~a. de caapo.s 
eléctricos: · -

1010 
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específicn.s de cromosomas (Chu et ill, 1066). 

Se h• obtenido cnrlotipo molecular de 

Schizofiaccharomyc1~s posohe, una levatlura c¡uc presenta en estndo 

haplolde tres cro~oso~os, coo lo qun se ha extendido el intervalo 

de rcsoluci6n de ECEA h~sta 9,000 Kpb {Smith et ~l, 1987a: 

Stewert et l'll, 1988; \'ollrath y navis, 1987; Turroel r tn1n.ndc, 

1988). Do ~ ~ se ha. obtenido un cnriot·Jpo 

molecular, y presenta moléculas de hasta 5,000 Kpb (Vollrath y 

Dovls. 1987), 

Esta tficnlca también ~e ha utilizado en el estudio de 

organismos unicelulares parúsJtos, entr~· ellos Plas~odlu& 

talciparum, donde se han observado polimorfismos del tnmn&o del 

ADN cromosómico debido frecuc11tos dcleciones en pob}ncloncs 

naturales (Wall lkt~r el al. 1967: I.nngt;ley et al, 1987; Corcaran 

et nl. 1986; Van der Plocg et rd, 1985), algunas especies de 

Trypanosoma (Engman_ et al, 1087; Gibson y Miles, 1985; Bernards 

Ct al, 1986: Van der I•loce: et nl, 1964), Lclshmnnla !..lL:.. (11olmcs 

et al, 1986; Garvey y Santl, 1986) y ~ lambl"in (Ada.11. et 

al. 1988); en estos organismos se han detectado pollm.orfism'os Y 

una gran plnstlcidnd gcn6mlca lnter- e intra-cepas. lo que les 

confiere algún tipo de variabilidad antigónlca (Van der Plocg et 

al, 1985). 

Los cnrlotipoe moleculares obtenidos de diferentes especies 

de Leishmanla, han sido Otiles en Ja eln~lficnctón el 

diagri6stico cllnlco de LeishmnnJasJs (Garvey y Sunt~, 1906). 

También, se ha observado que la reslotencla drogas qua 

presenta Leishmantn mayor es provocsde por la. amplificación de 

un ADN cstBble presente en circulan extracromos6micos (llolmes et 

al; 1966). 

Este 11ucvo slstcmn electrofor~tico es 6tll en el análisis 

·do muchas caracterisicas cromosómicns, las cua-lcs uran 

imposibles de estudiar, debido a que eJ ADN en algunas especies 

cuc~riontic,ls no se condensa, que los nproKlmacione~ 



~HO~~lcns c!jsJcns ~o p1:cdP11 ulf liz:1rso, ya que estas especies 

s~:e!C>i: 1.,·o¡·ecer de lntí~rcamhlu gcnét ico. 

Por otro lndo, el ar14lisls directo de los cronosomns 

complPtos de humano~. está todavía fuera dcJ alcance de las 

t~cnicas de ECEA. El análJsJs de molficula~ grandes requiere su 

1·omp!mleuto po1· endonuclensas de r~striccfón. Las enzimas 

utilizadas en la act11alldad sueJen producir frag~cntos de ADN muy 

grandes, que se han separado por medio de esta técnica. 

b) ConstruccJ6n de mapas de reslrJción de frag=entos 

grandes de regiones cromos6aJcns 

La t!lcctrotorests de cainpos eléctricos alternudos en 

rombinacJ6n con enzimas de restricción de baja rrecuencla de 

corte, proveen un puente e11tre las tecnologias extremas de: 

c!tcgcnética y mapeo de restr1cc16n de fragmentos pcqueftos, 

En f!9 te contF-xto Smlth colaboradores {1987b). 

construyeron un Mapa t1•J~o del genoma completo de Echertchio 

_Lqjj_, con fragmentr.s de 20 a 1,000 l\¡1b, separados en ECEA. Este 

mnpa ha fncil!tado los estudios de gen6tlc~ y blologJa •olecular 

de éste organismo su construccJ6n sirve de Rodolo parn 

posteriores estudios en genoQDS más grandes. 

La posJbilidbd de construir aupas fisfcos del genoaa por 

~edJo de ECEA, ha tonido un lm~acto significativo en los estudios 

gen6tJcos de organismos y seguramente en el futuro podrá 

realizarse en el genoma dnl hu•ano ( Gemmill et al. 1987~ Van 

o'mmcr et al, J986; Kenwrick et al, 1987; Hardy et al, 1986; 

Lnwr~nce et nJ, Jga7). 
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e) Puriflcaci611 dr frng~Antos paro s11 posti•rior 

r:lonación 

En adicl6n a los c~pcrimenlos de mapco, la electroforesis 

de cnmpos el6ctricon alternados hn sido 11nn tócnJcn 6til pura la 

construccl6n y an61lsls d~ bjh)lotccas genómlcas (CoJlins et al, 

1987; Povstka et nl, 1987; llurke et uJ, 1087). 

La tficnica de ECEA facilita lft sclecci6n de fragmentos 

grandes del ADN parn ser clonados una vez que fistoa se han 

cortado con enzimas de restricción. 

El primer reporte de esta Lécu1ca el de Burke et al 

(1987), en donde se demuestra la posibilidad de clonar frngmcntos 

del AD~ de un milldn de pares de bases un 01·omosomas art1flclnlcs 

de levaduras (YAC). 

2.2 MODIFICACIONES AL DISEIO BLBCTROFORETICO DE ECCA. 

Se ha11 descrito varias aodiflcac1ones nl disefio original de 

la cAmara olcctrofor&tica utilizada para ECEA (Cftrlc y Olson, 

1984; Carie et al, 1986: McPcek et al, 1930: Chu et al, l9BG¡ 

A11nand. 1986), que disminuyen los problemas del primer disefio, 

entre ellos la distursi6n en el 

no uniforme de ll11eu linea 

construcc!611 del aparáto de ECEA. 

patrón de mfgruclón~ rcsolucl6n 

y ciertas co~p]cjidadr.s en la 

1lna de las rno1llfic~~lones es l~ ~fimnra d~ ~lP~trnforesJe en 

gel de ogurosa cot1 campos elóctrlc~s alternados y ortogonales) 

OPAGE, descrita por Car le· y Olson (1984). En este sistema la 

distorsl6n de las bandas se redujo tt1 colocar Jps r.lectrodos ~n 

las esql1inas del gel, a casi 90° uno del otro, lo Cllal forma un 

gra~iP.nte en la fuerza del caJ11po. en íistc diseño. se optimizó el 

6naulo entre los campos con lo que la resoluclón aumentó. 

Anteriormente, se afiraaba ·que la mnyor rcsolucl611 so debí u al 



gtíldiet1te de la fucrzu del carupo 0bt~11!1lo; puro f111: hasl~ 

tiuspu&s, que ol1servaron qut: el ~nc11ln furmado u11trc los campos 

aplicados nltcrnativnmento, es critico para ln s~puraci6n d~ 

macromo}fic11las. A pesar de cst11s mcjorins, lns separaciones l!n 

OFAGE dan un efecto cnructcristico rlc vidrio de reloj, que 

ronsl~te en la deformación 1!1! las bandas. 

Actualmente tres grupos l1nn demostrado, 11ue los canpoa 

eléctricos en r.radientc no son necesarios para la ncpnrnc16n y 

1ue al aplicar cnmpos elfictricos uniformes cuya direccl6n forma 

~1n áhriulo de reorJcntit¿16n obtuso, se obtienen los mejores 

l'osultados (Carie r.t al. 1986; Chu et al, 1986; Annand, 198~). 

r~n varioc16n más importante en éste sentido es la 

proporcionada por Chu y colaboradores (1986), quienes usaron 

campos eléctricps unifor~ea y altcrnndos con un &nffulo de 

rcorJcntoción de 120•. El diseño se llnm6 electroforesis de 

caDpos eléctricos ho=ogeneos, CHEP. Se trata de un arreglo 

poligonal de los electrodos alrededor del gel que generan un 

campo eléctrico uniforme. Cada electrodo se fija en un potencial 

intermedio lo que produce campos perlf6ricos que simulan la 

ucc16n de un par de electrodos ldealaente lineales y de longitud 

infinita, con lo que el campo el~ctrico seria leualmente 

hombecnco. Este arreg]o de electrodos es un factor Importante 

parft obtener ln resolución de i~tervalos do taaa5o de las 

moléculas, junto' con la optimlzac16n de las variables 

experimentales mencionadas. ~n estu slstema se han lo~rado 

sepnrur molficulas mayores de 5,000 Kpb (Vollrath y Dnvls, 1987). 

En poco tiempo esta tócnlca se ha desarrollado a•pllamentc 

(Annand, 1986; t.arson et al, 1987; Stewart et al, 1988). y 

prop.orctona nn rr .. ~ todo de estudio ·de los organismos. 

Principalmente de orga11ismos unicelulares ·par6s1tos, Cuyas 

secuencias de ADN que codif lcon informac16n especJe-especif lca, 

c~tán cmpaquotadns en cromosoaas en el nficleo. Estos crom~soaas 

no pueden ser Óbservados en el •1croacop10 6pt,i1::o debldo· .a 'que no 
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s~ conJ~nsan du1·antc c1 proc1!s1) de n1itosis del enlutar. D~ modo 

que, sus cc11cs no puctle11 sr1· ~.1pc~dos e11 cromo~umd~ ~speciflrns 

por t~cntcas citogenitlcns. a6n en ul caso de que se tcngnn 

marcadorr.s genéticos. 

3. MODELO DE ESTUDIO: Ent:imoeba. l!l...!!~ 

3.1 GENERALIDADES 

Entaaorba histolytico PS un protozoario pa1·6sJto ca11sot1te 

de la enfcr.cicdad l lamoda 0111.J bl rss j s. e 1 cual afecta 

aproxlmadamcnte al 10 ~ de 111 población munóJal y en ~fi~ico es un 

problema de salud pública por su frecuencia 

mortalidad Otathcw~:r et al, 1986}. 

3.2 CLASIFICACIOS 

Protoct 1 s ta 

Protozoarios 

Sarcomastieopbora 

Sarcodlna 

Rhlzopoda 

Lobosea 

Gy11ná111oebia 

Amocblda 

Tubul lna 

Endamoebldne 

En tamo e La 

como causa de 

REINO 

SUBREINO 

PllYLUM 

SUBP!IYLUM 

SUPERCJ,ASE 

CLASE 

SUBCLASE 

ORDEN 

SUBORDE~ 

PAl!!L!A 

GENERO 

ESPECIE Entamocha histoJytica SchaudJnn, 1903 

(Wbittaker, 1969; I.evine et r:1l. 1900) 

La claaitlcación de lns cspecice de Entamoeba, se basa en 

el número de núcleos en el quiste maduro. Entnmoeba histolYtica 
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presenta Jn quiste tetr:tnuclc:1dc f e; l~ fi11!ca dt~ Jrn~orta11c11 

r.1~11lc.l {Hathews ot nl, lCJ!lfi; FiJllSt et <1l. 1084). 

3.3 C!CLO DE VIDA Y ORGANIZACIUS S~ílCEI.rLAR 

2;:tamocbu histolylic.l prcsf'ntu 1.1.s sie:Uit!ntcs fases en su 

cicla de vida: Trofozoito, prcquiste, quiste, metaqulste 

trorozolto mctaqufstico {Faust et al. 1974) (Flg 4). 

TROFOZOTTO. Fl11ct.11nn e11trr 10 y fiO mJrrometros 1fe dJ~mPtrn, 

~rc~n el ciado di! actividad l~ rep,1. r~ 11n protozoario 

rulativamente primitivo, an¡1erobico, que carece de mltocondrias, 

contfrne un pequefio rrticulo endopl5smico o Aparato de Golgl y en 

Pl citoplasmu presentn u11a gru11 cuntidad de vesfculns con 

nctJvirlnd de fostntnsn 5cida. tos movimientos y la fagocitosis 

1·est1ltíln de la f"ormnción clr )lr0Jr112ga~Jones seudop6Jicaa de Ja 

membrana celular digitiformes y largas o nnchas y redondeadas. 

·\lgunos estudios han ~uccrido qne ln supf'rrtcic de .!L.. hJstolyt1r.u 

juega un pnpcl lmportnnte nn lu lJsJs dependiente de contacto con 

las c~Julas de mdm!f~1·0 (Atcy et al. 1980; McLauchling y Aley, 

1005; Fa11st ~tal, l974). En ~l contra de la maaa citoplásmica, 

está el núcleo. que f?S f!sf6rico con un diámetro de 

nproxjmadamente la quJnt~ sexta pnrte de la amiba complctu. 

Est~ se caroctcrizn por lu nusenc1~ de nucleolo y la presencia de 

·111 ftrea defJ11Jd~ como crom~tina perifAr!cn. Algunos autores, 

consid~t·an it ~sta corno el equivalente f•1nc1onal del nucleolo, por 

SPr un área r~lncionnda activ~mente ~n Ja sfntc9Js o n~umulación 

11~ ARS (McLu11cl1lii1 y Alcy, t903}. 

El n6cleo p1·n~ent~ cnrno caractnrfstJca notable, vestcula~ o 

cuerpos inlri111ucl1~.1!l·d cot1 n1:tlvidad da fosfntasa 6cida. La 

POUo!tura n11clPar pre~entn gra11 chntldffd de poros (McLnuchll~ y 

~l~r. 1905: Mnrti11n2-Pnlomo, 1982), In cua1 no se disu~lvc 

1lurante lA dlv1sión 1111clcar. Se cree que la división ocurre como 

nna mitosis r:ilractu1·Istfca que pr~hablcmentp el número 
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TROFOZOITO 
(En lntcstino gl'Ucsu)~ 

PREQUISTE 

TROPOZOITO 
{En Intestino 

delgado) 

\ 

\ 
QUISTE INMADURO 

Mononuclcndo 

\ 
UlnurltH1t!o 

\ 
QUISTE MADURO 
Tctrnnucleado 

j 
~vncuacJún en 

hccc!> 

I 
TROPOZOITOS MEDIO AMBIENTE 

METAQUISTICOS _ ~ 

""- INGESTION 

_ - ~ MBTAQU_ISTE / 
(Liberados en int~stino delgado) 

Flg 4. Clclo de \.'ida de Ji.!U.Jtinocba hlstolytica 
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cromosómico es constante (Cervantes y ~nrtfnrz-P~lomo. l~a; ;, 

aunque 6ste nu se co11oce. 

I:xiRte muy poca 1nformncíón solirc t~:.1to en JL.. histolv~1ca 
obtenida por tficnlcas de mfc1·oscop!a clectrónfca 110 Ge l1~n 

?odido identificar centrSolos, huso ncromntlco, ni crONosomas ya 

que éstos 110 se conde11san nn nlncún ~stnJtn de Ja ~ltosis. 

Dur<inte aleún ti eJ11¡10, Jos trofozotton viven •C 

r.:11!ti[1lic;in en las crlptnR dt!l Intestino grueso)" ut!.1iznn J::s 

s~trec1ones mucosns y lns hact~rJns Pnd&mlcas co~o alimento. 

E~QUlSTAMIENTO. Sólo bajo cJrrtus condlcionrs ne produce el 

enqvistamlento. Esto sucede 

rlPshidrata en la luz del colon. 

medida que la mftteria fecal se 

Los trofozo!tos condeitsan prlmeramente en una masa 

esférica. 

r~slstentc 

J11maduro. 

forman el prcquistc. Bntoncen secreta una cubierta 

relativamente delgada que da Jugar al quiste 

El quiste uuduro presenta cuatro núcleos, producidos por 

dos mitosis r.onsecuttva~ lle! núcll!'o, cnd<l uno de los cllales es 

una réplica del núcleo originnl (Foust et al. 1974) .. 

DESENQUISTAMIENTO. l!a s J do observado Jn ·v1tro en 

condiciones semejantes a las del aparnto digestivo. El quiste no 

experi~~nta cambJos apnrontcs mientrus se encuPntrn en lugares 

dtil aparato dignstlvo en dondo la reaccJ6n del medio es ácid~. 

p~ro en condiciones de ptt neutro 

gen1inncióri, 

alcalino se inicia su 

Los j&gos digPstivos dcbiJltnn la pared del quiste y 

pe~mJten que la amiba •tlltinucleada o met~qulute. salga por una 

hendidura de la par~d que ln envuelve. Inacdlatamente. el 

citoplasma .se dtvldc, de tal modo que c~da nficleo pasa a ser eJ 



cent~o dP 1::: pe1¡uefto trofo~oito not~quistlco (f¡111st t•t ~l. l!l74J. 

COLONIZAC!ON, Los t r-o foz o I tn1; mctr111ursr ir.o~: de 

histolyUS!., no colon.i::..1n 1:! intt~stino de:J;:ildn. :;¡;1•1 que son 

arrastrados l1ucja cJ c!eco c11 el Jntosti110 erueso, en 1lor1dn se 

establecen. Depende de su núniero, el c¡nt• uno P m,!s pong.i en 

contacto con l~ mucosa o He all1jc11 ~n Jns r1·1¡itna ~1;indularP6. 

Una vez que las amfba9 co~lenzan a allmontarso r ~1·~cer, llegan 

a convertirse en trofozoJtos 11ormalcn y se com¡1leta eJ ciclo de 

dr.:>.1rrol lo ( Paus t et i1 l, 197·1). 

3.4 PATOGENIA Y VIAS D~ INVASJON 

Entnmoeba histolytica presenta un grnn poder lr1vasivo de 

los tejidos h11manos. Actualmente, no se h~ podJdo dcmos~rJr que 

alguna cepa variedad de L _hfstolytlca no Sí~a patogér1ica 

(Martfnez-Palomo, 1982). 

LESION INTESTINAL. La lesión tfpJcn es en la m11cosa 

intestinal, donde los trofozoftos desarrollan QJc~r11s en el 

cJeeo. apéndice zonas contieuns d~l colon ascendente. Las 

células cpttelJales en contacto 

n~crosfs s11pc1·ficJal. 

r.on laa amibas prescnt~n 

Desde éstos sitios primarios de invasión sr pu~den prod11clr 

1cs!o11u~" ::.~t.:UIHL1rj;,s en ot1·aK partes del 1ntP.st1no,, í!n órp,nnos o 

tejidos extrnintestJnales (Fn11~t rt al, 1971), 

LESIONES EXTRAINTESTINALBS. Un elevndo- poz·centnje de las 

InfeccJones extraintcetfnalcs se ubican úl1 el hfgado, las cunlen 

producen hepatitis amcbfana en casos más grnves e! l!~mndn 

absceso hepático amebJano. Co=unmentc la !nv~slón continún hacfn 

el pulmón la pleura derechos. pero en oc;;i,siones pu~df! 

dlrJglrsc a colon, per1ton6o u otros órganos abdominnles, o hacJa 

la pBred del nbdomcn o del tórax (Paust et nl. 1974). 
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En la figura 5, s~ prcsentQ la relación entre los divv~sos 

tipos de amlblasls extral11tcstinal y la 1cs16n prtmarla e11 el 

!ntestlno grueso, 

El dlagn6stico de ln nmibiasJs, excepto en el ca~o del 

iJ.liSC"eso hepútlco am.ebiano, esUí. basadu en la observnr;lón de h 
11istolytlcn, ye sea coao trofozoíto cono qtti.ste. en las 

~aterias fecales. En el caso de abscesos amcbtanos del encGfalo 

por lo gc1lernl fulminante, no se diugnostica su naturaleza httsto 

¡., necropsia (Fau$L ot. al, 1974). 

L histolvtica es objeto de amplio estudio e11 México y en 

otros paises, principalmente en la caructer1zac!ón de 

vir11lencia, de ncuerdo a la capacidad de Invasión del parfisito. 

Se ha profundizado en sus propiedades biológlcao como c~pacidad 

de fagocitosis, adhesi6n a células blanco. efecto cltopático y su 

posible actividad citot6xica. 

Lo mayorin de los estudios son de tipo bioquimJCo 

microsc6p1co OlcLaugblin y Aley, 1985: Alcy et al, 1980), olros 

grupos han estudiado la rclac16n aalba-bacterlas en la am1b1ns1s, 

que es un factor importBnte en el crcciaJento y pntogcntcidad del 

par6.sito (Mlrelmnn, 1987). 

Los estudios do su organlzacl6n genética y biología 

Roleculnr no han sido extensivos. Se han rcal1za~.~-1:'dios 

comparativos de caractcrlzoción y contenido del ADN de 

d!ferentes cepas de fu histolvt!Gn (L6pez-Revllln y Gó•ez, 197.8; 

Rccvcs et al, 1971; Geld~rmnn et nl. l971a), asf como el tamnüo 

del genoma y Jn dct~~·~lnac!ón de ln composición de ~ases por 

esl11dios de desnaturulizacJón térmica (Geldermin, 1971b) así como 

también la hoaologfa de secuencias en varias especies de h 
histolYticn (L6pcz-Revilla y G6mcz, 1986)~ 



ABSCESO CEREBRAL 
(l!emat6gcno) 

1 
ABSCESO PULMONAR 

·( llemat6gcno) 

1 
ABSCESO ESPLENICO 

(llemot6geno) 
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ABSCESO PLEUROPULMONAR 
(Extensión) 

ABSCESO HEPATICO 

AMIBIASIS CUTANEA 
(ExtE>nSi6n) 

AMIBIAS!S CUTANBA 
(Extensión) 

ULCERAS AMIDIANAS PRIMARIAS 
Intestino gur.so 

Plg 5. ·v1as de invosión y locallzaci6n de la amibiasis 
extra!ntestinal. 

Se mue~tra la rclac16n entre los diversos tipos de am!biasJs ·· 
cxtralntcsttnal y la lae16n ~riearl~ en el tnteetlno irueso.· 



3.5 Entnmoel1R hlstulytic~ T!PO LARl:IJ!l 

Otra tipo de Enta~oeba c11yo quiste as tetra11ucleado Pti la 

h!stold'tlca t 1 po Lart•do l il (; ~lit l uo 1111 

1inn espe~ie separada, a pesar rle 1¡ue presenta varios rlif~rencias 

r.::iotipicas y (.!C:1ot.fp!cag 1·on L histol}•ticfl típica. 

L histolytica ti¡10 Larcdo, sf~ aisló inicialmente de 

portaJores as1ntomáticos. Es moríológlca~ente igual a las cepas 

r:1·_oeénirns de histnlytic;i, d• las cuales diflorc 

ca1><ici(larl rle multi.p1 ic:arse f\ te111pcratura 

,·,:".i•iPnte (Rlch.1rlls et al, 196G}, en que nn es pntór,cna y muestra 

d!1'erentr. sensihillllo.d a 1as rlro&as. 

Pi1rn obtener informaci6n que pueda servir en la taxonomía 

dPl grupo Entamoeba, se hnn ·hecho prlnc1palmcntc dos tJpos de 

€'St 1:d ios bioqulmicos di! diferenclas y se¡ncjnnzns 

(~art1ncz-Palomo, 1932). 

Se hu11 determinado diferencias rrenotlpJcns al annliznr el 

~OS de cultivos de E. histolytJcn. Los pará~etros estudiados son: 

ia cantJda~ de AD~ por c6111ln, la proporción de bases y las 

secue11cias nucJcotldlcas, debido su caractcristlc~ de ser 

rplativament1~ fijos de cada especie que han dado buenos 

1·~s11ltados al ser ¡1plJcndos ~n In fJJogenfitica y toxonomfa de 

bacterias. f.n éste sentido se ha encontrado que: L histolyticn 

p~e~onto cinco vc~~s más cantidad de ADN de se1;uencias 

re~C!titivas que .L.. hlslolytica tipo Larcdo, por lo Qur. ésta sH 

consJdcrn m§s ¡lri~illva, ~dcmá~ de que ci) AIJS muestra dif~renclns 

cuantitativ~s y C\tqlltativns entre umbas (Martíncz-Palomo, 1082). 

l~hn encontrado diferencias dentro de 

lo"' ,.iemhrns de un erupo de .L.. histolytlca típica, debido a 

vari~cJoncs genotJpt.c~s fenotf¡JJcns, por Jo cual no pucdQn 

utilizarse parn dJ3gn6stico tnxonóm!co. 
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RCl~Vt>~ y ntscho!"f (l9Gll~ <ll tl1!r.Jo:-itrnt· q11c lo~ ¡•n:l'onns dt' 

iso~nzimo.s son diferentes, han i1nq1Uf!Slo que L histolrt:i~n t.J¡rn 

L~rcdo, portcnec1~ a Uttd cs¡¡ec!t• dlfcrPnt1• de las r:ásic~s cep3s 

de L histolytica, Allir,i11nLiln1l'nle, otras (!L\'(·~t'.i!~cio1H!-. •1 n1\•el 

molecular tal como la compart~c 1 ón de frne~entos du AON 

re11ctltjvo, han corl'oborndo 6stn ev!denti~ ~is1olf~ica 

bioquí111.ica, lo que indlc;a ctuc fu hisLol~·ticn tipo L~rt:díl y h 
histolytica no pertenecen a la mlsmn es11ecie 

La posiblJjdad 1\r. obti'ncr un i::!rlt1!.ipo n:olecul;.¡r 1j~ L 
~;istolyt1cn y lL.. histolytien tipo I.nrei!(1 ~H!rí;1 de gi·<i1: ;.:'...Prf·:;. 

lnter-ccpns debido a que es probable que se deba a rearrcglos 

cromosómlcos como ha sido reportado en otros proto~uarios 

pnr<1s1tos. Do ser asi. se podrían reconocer patrones 

clectroforéticos cspecln-especffJco~ 0 cepa·espuclficos, :1dc~~s 

proporcJonnr una herramienta muy lmpor~ante Gue 

utilizada par,'\ hnc<:t· mnpr.o g(:nico (Cnrlu y Olson, l~'HH; W~llikur 

et al, 1987; I.angs]r.y ut nl, 1987: Corcaran el al, 1086; F.ngni.an 

et al, 1987; Gfbson y MJles, 1906; Van der Ploec atal, 1984: 

ltoll'll.es et al, l!lBG; Oarvcy \' Santl, 1086: Adnm et al, l!JOB). 



!l. OBJETIVO 

El objetivo de este estudio es obtener un cariotipo 

molecular a través de la lecnica de electroforesis de campos 

elóctrtcos ulternadas, que serla de gran utJliJad en el. estudio 

d~l gonoaa y blologfa moleculnr de ]..:.. hlstolytlca. yn que este 

&Jcrooreanismo es un protozonrlo par6sito de Japortancia en 

México y en otros paises. 
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!!!. MATERIALES Y HETODOS 

l.! ELECTHOPORESIS 

En ~ate est11dio se utilizaron <los tipos diferentes de 

cámaras de clcctroforesJs de campos cl6ctricos d!teruados, los 

cunle3 se detaJlnn como sigue: 

A. Cámara de eiectroforea!s de campos cl6rtr1cos alternados 

tipo OPAGF.. 

~n la figura G, pruser1ta un dJagramn de la cámara. clonde 

se muestra 

electrodos. 

escala, el lucar de colocación del c~l y lo5 

La cámhra es de las siguientes di~ensiones 38 X 38 X G cm. 

Los cuatro electrodo~ se cncucntra11 en el fon1Jo dr la c~ranrq, 

siendo los electrodos. negativos d~ 23.6 cm y los positivos de 5 

cm de largo. 

El gel ~lde 12.7 X 12.7 cm.y se coloca directamente en un 

soporte de las mismas dimensi1>nes de 3.2 ~m dA profundidad, en el 

fondo de la cámara. La posición del gel con respecto a los 

electrodos es crfticn de manera que, como Puestrn en la 

fteurn R, Pl e~t se rentra con sus ];idos paralelos a las paredes 

de-la c6mnra y los electrodos present¡tn un 6ngulo de ~~º c~n 

respecto al gel. Con áneulos ele reorientaci6n diferentes en c~da 

punto de éste, entre 120 y 150º. 

La nlternacia de los campos se proporciona por un cirru1to 

externo, que contierte rel1iv.1<lo1· y un ~ontador de ti~mpo 

eléctricos, conectados a la f11entc de poder. 

Para evitar el sobrecalentamiento del amortiguador en el 

cual se lleva a cabo la .electroforesis, este ns recirculado por 
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Fig 6. Diagrama del Sistema de electroforesis OfAGE. 

Dibujados a escala se encuentran la c5mttra de 
electroforesis, los electrodos y el eel. (1 mm= 1.5 cm}. 
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Fig 7. Diagrama del Sistema electroforético CHEF. 

S6lo ia c~m~:rn de 
los electrodos y el crl, 
( 1 mm = 1 cm) . 

cJectroforcsJs, la regi6n que· soporta a 
se encuentran-dibujados n e~cala.· 



medio d~ unos con~ctor1is una bombn p1•ristáltica l1dciu 

refrigerante. 

:1e ilCUe:-do la potenci;t, el voltaje lil corr íente 

utilizados, debe controlarse li! lell'.pcrntura para flllC la 

condu1:tancia del op6rntn SP mantenga constante. 

U. Cámore de electroforesis de campos eléctricos ulternudos 

tipo Cltf.1'. 

En este siste~a ~l cnmpo cl6ctrico se genera por m~ltiples 

electrodo~ az·re~laJos n lo lnr~11 del ¡1erfmetro dr un polirrono con 

potenciales eléctricos predeterminados en cada uno de c1los con 

lo q11e, el campo clóctrico es totalmente homogónco. 

En la figura 7, su muestra este dlse5o, en el cual se 

sefialan los dos Jjdo~ opunstos d~l pollgono que son utilizados 

para definir la orlcntac16n del cnmpo eléctrJco. Los angulos de 

rcorientacl6n 300 de 120 1ao~. dependinndo de }a pos1ci6n del 

gel con respecto al polieono y n lo polaridad de los electrodos. 

La alternancia nn la ortentnc16n de loe campos, al Igual 

que en el sistema descrito arribo, es por medio do un relevador y 

un contador de tiempo clóctricos. 

Este diseño tiene las mismas dimensiones que la cámara tipo 

OFA-GE, de 38 38 cm, con 24 electrodos vrirticalcs, 

a~rcclnrin~ rn el perimctro de un hex6gono como se muestro en la 

CJgurn 7, y el t11111uiio del gel es de 7.6 X 7.6 cm. 

rarn cv i tnr el incremento de la temperatura, el· 

a~ortlguador se rec¿1uula trnv~s de un cs~iral de .vldriq 

colocado 'dentro de 11n refrigerante. El amortiguador es _bo.rtb~ado· 

cont11luamente a 250 m1/m1n usnndo una homha perist61tica. Con· 

este sistema ln tem~cr~turo del. gel se mantiene aproxlmadamen~e 

entre 4 y 6 "C. 
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1.J CO~OlC!O~ES ELECTROFORET!CAS 

Preparación del gel. Los geles son de 0.3 ~de ~gnrosa ~A 

(Pharmacla Blothccl1nology), en el mismo awortieu~do:· utllJ.:ado e11 

la .corrida. TBE 50 '.\ (TBE 100 00 mM Tris. 90 m~ ~cido 

bórico, 2.5 mM EDT1\ dlsodio. pU 8.2). Con un grosor <fe 3 a 4 rr,m, 

Los peines son dr 1.2 X 2 mm. 

Electroforesis. Las condicion~s electroforfitlcas vnrínn en 

los dor. sistemas util!zridQS. P<!ro en nmbos ;,,1·1·un utill;:ndos 

tJeapo~ do pulso <le no seg a 20 mtn y 11:l volt~je dn ~o n 100 ·V. 

De acurrdo u ~Rto, ta rluraci6n de ln corrida fue t1e 2 n 6 dSas. 

La profnndirt.i.d del ilmorl lt:undor es de 2 cm y la temperalura se 

•an~uvo aproximadamente en ºC, temperatura en la cual se 

observaron Jos ~ejores resultados. La reproduc!h~l!dud 1ic los 

res~ltados se obtiene cuando los eeles ~e corren a temp~ratura 

constn.ntr. . 
.:t::-7'· 

TJnc16n del gel. Después de la clectrofurcs1s el gel se 

tifie por dos aétodos distintos: Tinción con .bromuro de etldio o 

Tinci6n con plat8, la cual tiene mayor scnsihilídod (Gott_licb y 

Cbavko. 1987). 

Tlnc16n cOn Bromuro de ctidlo: se prepa~a una solución· de 

Broauro de EtidJo 0.5 11gr/m.l en TBE 50 '.'t, en la cual se s·umerg:c 

el gel durante hr. Posteriorme11te el gel lnva en el 

R•ortiguador TBE 50 '\;, unn hora a 37 ºC. Desp11~.s. se nbservn en 

un trnnsilumtnudor de luz ultra viole.to de onda !hr~~. 

Tinci6n de P!ttta: Se sigui6 el mismo •itodo descrito por 

~ottlieb y Chavko (1987). Al terminar la corri~a electrofordticn. 

el.' gel se fija 30 mln on loo ml de metanol:agua:ácidó 

acétloo:gllcerol (5:5:1:0.25) 

concentrac16n final do o.25 ~. 

T~!t6n X-100 a~~dido una 
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El gel se coloca sobre lllln hoja de polietlleno cub1,rtu r1i11 

¡1apel Wnthma11 3MM humedecido con Ja solución anterior; ijobrc el 

¡el se colocan varJas capas de papel secante bajo 500 er de peso 

durante 20 mtn. 

El papel secante se sustituyo por otro y se coloca un poso 

d~ J Ke, d11rante 30 min. Terminado el tiempo, se retira el peso 

las hojas de papel secante, dcjnndo secar el gel 30 min a 

te~peraturn ambiento. Posteriormente se Java 2 veces con 0.5' 

de Tritón X-JOO en agua destilada, de 15 min11tos cada lnvndo y en 

~gua destilada 1 m!n. El gel se tJfic en 100 ml de dos volumencs 

iguales de las soluciones A y B: 

Sol. A 

0.5 ' Carbonato de sodio 

Sol. 

0.2 ~ Nitrato de plata 

0.2 % Nitrato de ílmon!o 

% Ac. Tungstosíllco 

0.3 \ Pormaldehido 

La solución se prepara momentos antes de tefiir el gel y 

ambas soluciones son estables dos semanas en refrigeraci6n. Una 

vez preparada Ja solución, ae sumerge el gel de 20 o 30 minutos o 

hasta que Jns bandas sean visJhlcs. 

La reacción se detiene ul transferir el gel a la soluc16n 

fijadora 10 min y lnvar en agua destilada, Se observa el gel con 

11n transiluminndor de luz blancR. 

1.3 PREPARACION D~L ADN 

Para estudiar los cromosomas en ECEA, se hnn ~e~nrrolludo 

procedimientos para la !Jsls celular sin defiar el AON, 

considerando lo fragilidad esperada para· moloculas de ADN. 

intactas de casi 10,000 ~pb.de longitud. 
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Trofozoítos de F.ntamoebo htstolytlca cepa HM-1 : IMSS y ~ 

histolytlcn tipo Laredo: Se siguió el m6tndo desarrolln.Jo por 

Schwartz y Cantor (1984) pnra levaduras, con ¡i l gunas 

mod!fic~rlones, b3sadas en el monJtoreo de la int~Eridad de la 

mue~tra en obscrv3ciones al microscopio y recuperación del AD~ en 

electroforesis convenclonal. 

Se utilizaron cultivos crecidos fase logar!tmicn tardfa 

en 750 - 800 ml de medio PEHPS, para crccimi~nto en suspcnc16n. 

F.! ADN se obtuvo con la lisis de los trofozoítos 

s~1spcndidos en agarosa sólida posteriorm~r1te se colocan estos 

bloques dentro de los pozos del gel antes de IQ electrofor~sls. 

Los trofozoftus se levan dos veces en EDTA y se adic!annn 500 pl 

de ngnrosn 1 % de bajo punto de fusión (DRL) en o.125 M de EDTA 

(pn 7.5). Esta mezcla se mantiene a 38 ºC. después se var.ia en 

unos mold~s y se deja enfriar. 

Estos bloques se incubaron a 50 ºC aproximadame11te 18 hrs 

en 0.01 M de Tris, 0.5 M de_EOTA. 1.5 ~de Lnuroyl sarcosine (pU 

9.5) y 2 mgr/ml de Proteinosa K •. 

Lns muestras se lavan y almnccnnn en 50 mM de EDTA a 4 ºC, 

A·difercncia de lo que ocurre en levadura, dcspu6~ dP tres 

semanas de que se prepara la •uestrn se observa un alto grndo de 

degradac16n, por lo que las Muestras deben utlliznrsc entre ese 

lapso. 

1.4 MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

Saccharo•vcea cerevisiae cepa YNN295, Candida ~-Y 

Schizoaaccharoaxces poabe cepa CF18, preparadas ae¡ún el mé~-ódo 

,de Schwar,tz y cantor (1984): El mihi:>do se lncicla coó.la 

_pr:epar_aci6n. de csferoplastos con ~ymolasa; en age.rils"a. ~ ~ de b'nja·· 

punto de fua!6n en EDTA 0.125 M. pH 7','5, A Jos bloques fr!os 'se 
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les ud.icionn Buffer LET (0.5 M F:OTi\, 0.01 M Ti:.is, J>H 7.5}, adCm.í.s 

d~ 7.5 % de 2-mercnptoetanol. Se i11cub~11 todn !a nocl1c a 37 ~c. 

De este modo se producen los esferoplftstos y algo de lisis. 

Loe bloques posteriormc11to se incuban aproximadamente 18 

hrs a 50 ºC en NOS (0.01 M de T1'is, 0.5 M F.DTA, 1 % Lauroyl 

sarcosinc (pff 9.5} y 2 mgr/ml de ProlaJnasa K. Los bloques pueden 

ser al~acenndos a 4 •e en ROTA 50 mM hasta dos meses. 



IV. RESULTADOS Y D!SCUSION 

l. Caracteristicn& resolutivas de Jos sistemns 

elcctroforéticos. 

Paru obtener la resolución de moléculas de ADN de tnmafio 

cromoeó.m.ico es necesario conocer las caractcr1sticas de 

resolución del sistema para apllcnrla9 en el modelo de estudio y 

al 11Js110 tlr.J11po tener un intervalo dP 1uz.ri.;adorcs de peso 

molect1lar. 

Inicialmente •• intcnl6 reproducir el patr6u 

elcctrofor6tlco reportado de ~ ccrevisiae cepa YNN295 (Chu et 

al, 1986). ln cual oCrece un intervalo de pesos aoleculares de 

260 a 1,300 Kpb (Tabla I). Los datos de esta tnblu fueron 

. obtenidos por comparación con multímeros lineares del 

bactcriofae:o lambda (Carle y Olson, 1984}. 

En la figuro 8, ae observa el patrón electroforétlco 

obtenido con esta cepa en las condiciones reportadas: 80 seg de 

pulso a 6 V/ca durnnte 48 hrs, en un gel al 1 ~de agarosa. El 

patrón obtenido con el sistema OFAGE (Fig BA) presenta resueltos 

los cuatro cromosomas m6s pcqucfios, cuyos pesos moleculares se 

encuent~an sefialados en la misma figura. Ln f igurn 88 aucstra lo 

obtenido con el sistema CHEF, en donde se separaron do:i 

croaosomas más, presenta el llmlte dr. resolnc16n r.n 700 Kpb. Por 

ln intensidad de tlnc16n observad~ e11 la parte suprrior del g~l. 

se. considera que en esa rr.g16n se encucr1tran acumuladas las 

aol&culae más grandes que no pudieron resolverse en estas 

condlclones. 

El patr6n elcctroforético obtenido,· no fue semejante al 

reportado en ninguno de los sistemas •Utilizados. Esto puede ser 

resultado del efecto de las variables que intervienen durante ln 

corrida eloctroforótlcn., como pu.eden ser el tipo y conéentrncl6n 
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Fig 8. Patrón electr'oforético de Saccharornyce·s ccrevisfáe, 
cepa YNN295. 

A. Sistema Ol'AGE 
B. Sistema CHEF 
Ambos con 80 seg de p11lso, 6 V/cm, 48 hrs. Las célul~~ 

fueron tratadas como reportan Schwartz y Cantor (1984). Tlncl6n 
con Bromuro de etidio, descrita en materiales y m~todos. ~n la 
representación esqucmitJca las bandas se numeraron de acuerdo a 
la tabla I. 



-3 9 ... 

de ngnrosn, efectos de la rnov11Jd¡1d de las mol6c11Ja~ d1! 

acuerdo a la concentraciún dt:i AD~ 1olí.1i en lii mut!~l1·a. A trav(·;; 

de los resultados obtenidos en el luhorntorto se observó que una 

dt! lns vnrJablns de mny11r rfn~to en la mc1vllldad do! APX rs la 

temperatura. De acuerdo a esto el ¡intr611 clectroforfitico puede 

Vttriar, ya que con el aumento de la temperatura, se aumenta la 

~eloc1dad de las molóculas y disu1inuyp Jn resol11ció11. De mnnera 

que a6n dentro del mismo sistema pucdon haber problemas de 

r~produclbilidad de un experimento o otro. Esto puede explicar 

los res11ltadoa, pero también pueden s~r considerados ot1·os 

~actores experimentales. 

En estas mismas cond!ctoncs, pero durante un tiempo de 

corrida mayor (de 48 a 144 hrs), el patrón elcctroforético no 

varió en cuanto a nQ~ero de bandas resueltas, pero si se c)bsorv6 

mayor dlstnncia de separación entre las mismns. 

Además de tenor,.§...:.. cerevtniae cepa YNN295 como mnrcador, se 

\tlilizó CandJda ulbJcans y Schizosacchuromvccs nombe cepa CF18, 

los cuales poseen un ADN cromos611ico de .111.11yor longJtud que lL. 
c~rcvistae. 

En h ~. la molécula de ADN oromosómico 1116s pcquefta 

tiene una longitu~ do 1.200 Kpb y la ba11da m6s grnndc da 5,000 

Kpb (Snoll y WJ!klns, l9ij6; Fincha•, 1970) y en§...,_ po•be cepa 

CFlB, levadura que generalmente pre~onta en estado haploidc, tres 

cromosomas nucleares (KohlJ et ni, 1977; Umesono et al, 1983), 

algunas presentil11 un c\1arlo mi11Jcromosoma, que puede perdeise 

ff\e!lmnnte {Niwa et al, !986; Flnchman, 1979). Sr. h01n cnlculado 

los tAmafios de 6st1is cromosomas por t1ncJ6n relativa y por medJo 

de lti utilizaclón de BcgA (Smlth et i\l, 1987a) Tabla 11. 

La -utll1~acJ6n de estos orea11ismos como marcadores de peso 

molecular era necesari~ para la obtención d~l cnrio~ipo de ~j 

modelo de estudio, yu que no ec tenla ningGri dato en cuoritri al 

tamafto y número de los cromosomas. 
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Tabla l. Peso Molecular de los cromosomas de Saccharomycus 
cerovJs!ne cnlculados por comparaci6n con multimeros 
lineares del bact~rlofagn lambda en ECEA (La~r11nce et 
;il, 1987: chu et al. 1966). 

Número 

IV 
XV 
VII 
XVI 
XIII 
II 
XIV 
X 
XI 
VII 1 
V 
IX 
III 
VI 
1 

Longitud 
kpb 

1.300 
1,250 
~.200 

l' 100 
1,050 

920 
870 
820 
700 
600 
580 
460 
370 
290 
260 

Posi~ión del gel 
(hncln nhujo) 

8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

Tabla II. Pesos moleculares de los cromosomas de 
Sch1&osuccharomYccs pombc cnlculndos por 
t1nción 1·elati~a V ECEA. 

~fimero LoncJtud 
kpb 

111 9,000 
11 6,000 
1 3,000 

~JnJ-cromosoma 300-500 

------------------------------------~----------~-----------~--
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Para lograr ln r1tsol11cJó11 111! moJ6culas en u11 i11trrvalo de 

260 9,000 Kpb ftie 11cccsarin varlar 1ds cond1cionca 

electroforAticns tales como la concentración tlc agarosa. el 

• rulso, el volt<1jr. aplicíl.do y l<1 d1tr.:1r.:ií1n u.-. la c.u:·;ida. 

La concentración do ag11rosa se Jismln11yó de l % a 0.8 ~ 

~arn evitar que ~oléculas m11y graneles qucde11 ntrap11dus o so 

ro~pnn al entrar a los poros de la nenros~. con lo que lns bandas 

se observarían más definidas. 

Existen va1•ios modelos qu~ intentan cx~licilr el mcca11fsmo 

de rftorientnción de! ADN en ECEA. lhs c11ales proponen m6todos de 

sele~ci6n de las co11rli~loncs elect1·ofnrfitlcus de acuerdo al 

tama~o de molécula que se desea sepnrar, pero no pueden ser 

generalizado3 n todos los sistemns clttctrofor6ticos dtsc~ados. 

Gno de fistos es el repartndo por Smith et ~l. (19B7n) en el 

que de ncucrdo a Ja longitud de ln moléculn que se desea separar, 

se puede predecir el tiempo de reorlentacJ611 de la misma y en 

consecue11cia s~ puede conocer el pulso a utilizar de acuerdo a la 

!uerzn de campo. 

Con este ~fitodo de selección de variables reportndo por· 

Smith et al, (1987a) aplicado en los sistemas electroforétlcos 

utilizados en cst~ cstudlono se obtuvo la resoluc16n osperada, 

por lo que fue necc8ario varjnr las condiciones bajo lns 

s!eulentes consideraciones: 

1) Las mo1éculns a sopornr son dA 260 a 9,000 Kpb, por lo 

que lus mGs pequefius requlcr~n pulsos cortos y las ~ás erandes, 

pulsos l~rgos. En tórmtnos del tiempo de r~oricntaci6n·requc~ldo 

por las moJócula~ tic AD~ y ~1 tiompo de mleraci6n a tray6s del 

·~el dentro de un ciclo de nltcrnancin de la dJreccJón dol cnmpo 

el~ctrico. Por !o que, si en una corrida elc~troforética 1 se 

emplea un intervalo de pulsos apropiados par~ resolver 'tod6s l~s 

tnmnnos de una poblec16n de moléculas, es posible obtener t6da ·1a 
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importante par;1 Iniciar e~ (•studfo df-.! !L._ hlsto!yt :ca. Yii c¡u~ no 

conoce el tamnffo de 16s no!~cul~s crom0Hó1nlcns qtir presrnta. 

2) Las observHciones ílntrriores l11dlcHn !Jile !íls corrlrla~ 

electrofor~tJcos llcvnclas e c,1bo en con!lit!u11t·~ .10 a:rn ~11ltajr, 

producen artefactos que ijfectan ln movJlldurl dr J;~s ~ol~culu:; y 

se pt~rde In resol11ci6n de las mls~as. Por Jo 1¡ue para po{lcr 

separar el mismo tamafio de mol6cula~. q11e sr resuelv~11 a fuerzos 

de cnmpo elevadas, con la utilización dr bnjo ~ultaje ~1 pulso 

debe incrementarse. f11 estns con1ticio11rs el !!mit~ Jp :·r~olucJ611 

del pulso. 

3) Por ~ltlmo, en ostas c~1ndJ~!onhs tlc b~jo voltaje, el 

tiempo de corrida debe ser incrementado de var!os dins 

semanas. 

Ahi, se variaron las condicJones expt•rimcntnles d~ manera 

que, al con RO HC2 de pulso se obtuvo una resol11ci611 de GRO y 700 

Kpb en el sitcmn OFAGE Y CHEF respectivnmrnto. pQnde varinrse el 

pulso d~ mn11cr·a que la resofuci<ln d~ las mol~c11lns prq1:cftcs no se 

afecte y que además se puedan separar otras mnl6culas rt1? mayor 

1011citud. 

La pr1mora crinsiderac16n, se pudo comp1·obnr. como sn 

observa en 1<i fir.urn 9, al utiliz;1r pulso'> de 20 min a 

voltaje rnnstantP (4 V/rm), d11rAnte 72 hrs. En esta figura se 

observa el resultado de la conjunción de dob p~Js11s. cu11 lo cual 

se pudieron resolver los cromosomas mfis grandes de S. eerevislac 

cepa VXN295, al igual que los más per1uciios de L.:_ ~· No 

pudo obtenerse rE!Solución en §...:... fill.l!!.!!!t cepa crrs. t..Uyo mnl1~rj;i} 

gen6llco presenta dcgrudaci6n. 

El efecto de ]a ulil1zacl6n de estos pulsos, es tmport~nte 

pues pcrm1ti6 obtener resolución de mol~culas de hnsta 5,000· Kpb. 
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Fig 9. Patrón electroforfitico obtenido de los marcadores de 
peso molecular. 

Se muestra el efecto de los pulsos utilizados 
~oléculas de acuerdo su longitud. Las condiciones 
fueron: 5 y 20 mln de pulso a 4 V/cm, 72 hrs. 

Se observan tres zonas de resolución diferencial: 

sobre las 
émplcadas 

a) Zona de resolución de las moléculas pequeñas d~ !?...:_ 
cerevlslae cepa YNN295, en un intervalo de 260 a 600 Kpb. 

b) Zona de pocu resolución, en esta área se encuentran 
concentradas las moléculas de 600 a 1,200 Kpb. 

e) Zona de resolucfón, se pueden separar las moléculas mis 
grandes de las levaduras de 1,250 y 1,300 Kpb. 

La regl6n sefialada con una flecha indica el tl~o de 
artefacto presente cuando el pulso es muy largo. Tinción con 
bromuro de etldio. 
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Al nnalirnr el p~tr6n el~ctr1)forétfco de cadH una de l;1i; 

muestras, se hicieron evidentes tres zonas de dJferentt:? 

resolución. De abajo hacla al"riba, son: (a} Zona de mayor 

resolución. en lu cual SH Repararon 105 crorooso11rns du .§...:.. 

cerevisiae cepn YNN295 de 260 a 600 Kpb. (b} Una zona pcqueffa de 

poca resolución donde se encuentran los cromosorans d~ 600.a 1,200 

Kpb de esta ~isma cepa y (e) un &rea de mayor rcsolucl6n donde 

se pueden observar lor; dos cromo9omas lllá& erandcs. de §...:.. 

cercvlstac, de l,2SO y 1,300 Kpb hastn el ltmtte superlor de~ 

~. donde se puede s1tual" una longitud de 5,000 Kpb. 

Esta resolución diferenc1nl puede deberse la \ºariación 

del pulso, de manora que para poder resolver aejor la zona b. 

serta necesario emploar un pulso entre S y 20 mln o aumentar el 

tiempo de corrida con lo que se p~ovocarfa que éstas molficulne 

entraran dentro de ln zona u. 

En esta mtsmn ficura. en. la regJ6n eefialada con una flecha 

cercana los pozos, ac observa un afecto producido por la 

aplicaclán de pulsos: muy largo.e, los cuales provocan que l'l 

electroforesis lleve cabQ como una e!cctroforcs1s 

convencional, s6lo que pr!mero en una dirección y luego en otra 

(Ver PI~ 2). 

Para flnes pr6oticos, "s de mnyor utilidad lo variac!6n del 

pulso aplicado que el aumento del tiempo de corrida. De acuerdo n 

'sto. se variaron los pulsos a 2 a 10 mln con voltnjc constante, 

los resultadQ~ se mue8tran en la figuril 10. en éste-e~~erlacnto 

s.c incluyeron trofozol tos de JL.. histolvttca cepa UM-1. 

f.n ésta elcctraforeai~. no se obtuvo una zonn de resoluei6n 

nrribn de las. 1,200 Kpb (Zona e) y la zona de b~ja resolución b 

aumentó de grosor en §..:.. corevisJae copa VNN295; pero en Q.:._, 

a1bicans se observa el patró.n elcctroforético reportado y on.eat_a 

misma ~~gJ~n se encuentra la mayor parte del aeter1al g~n6tico _de 

~ histolytJoa en~re 1,200 v s;ooo Kpb. 
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Fig 10. Efecto de la disminución de los pulsos empleados. 

Rl pulso se disminuyó n 2 y 10 min a voltaje cons~ante 
V/cm y 72 hrs, con lo que se observan dos zonas .de resolución 
d'1ferenctnl. Se puede observar en estas condiciones el patr6n 
clcc't;roforético reportado de Candida albican·s, aunque no se pudo 

·obtener mayor resolucl6n en S. c~revJsiae _cepa YNN295. El AD~ de 
JL_ histolyt.ica cepa HM-1 se i);eparó con el método de Schwartz y 
Cantor (1984) pura levacluras y ¡iuede i·ocaliiarse entre 11200 y 
5,000 Kpb. Tinción con bromt1ro de etidio. 
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El ht~cho de observar el matP.f'iaJ f?t!n6lir:o de L histnlyt1r.n 

en esa región de actJcrdo al 1rnt1·ón clectrnforético de L ~ 
y pnr¡¡ evitar el efecto de h;irrldo resultado de líl movJl fdad de 

las mol~culas bajo una fuerz~ de ~nmpo elevada, se dPcldló baja1· 

el voltaje do acuerdo al aumento de los pulsos, aegGn la seg11nda 

consideraci6n mencionada. 

Antes de intentar nuevamente con 1.L.:.. h1qtolyt1ca, se probó 

el efecto del voltaje, junto con tres p11lsos diferentes en una 

misma corrida. Los res11Jtados ~e observan en la fJcurn 11. en 

ella se Muestra unn resolucl6n hnmuecneil H11 todos los i11tervalos 

de tamafios, aunque las bandns no s~ rncucntran lo s11ficJe11tcmentc 

sepa.radas entre ullas, lo cual se dnbe a el tJcmpo du duración de 

la corrida. Por lo que era nocesurio comprob~r la tercera 

cons1dcrac1on sobre el efecto del tiempo de corrida. 

Dado que se tenia un intervalo de pulsos y de fuerzas de 

campo apropla~as pnra la r~soluclón de moléculas de 260 a 5,000 

Kpb y a que por reoultndos prelJmJnares se pudia colocnr las 

mcdéculas de ADN cromosóadco de Ji.:... hJstolyticn dentro do este 

intervalo de pesos moleculares se decidJ6 Jnlciar. el cstudlo de 

..L_ histolytJca. 

2. Moléculas de ADN de tamaño cro~os6mico de F.ntaraoebn 

histolytJca 

De acuerdo a Jos resultados mostrados en In figura 10, ed 

donde se ohse~van bandns muy dúblJ~a de •aterJal r.cnético de ~ 

hlsto1Yt1ca. la3 cuales apenas se detflct~ron por mcdi6 de la 

tinc16n con bromuro de etidio, fue necesario mejorar la 

preparaci6n del ADN cro~osómico ya que se preparaba con el ~ismo 

~étodo que para lcvaduraa altcrnatJva•entc dcsarrolla~'otro 

método de tJnci6n más sensible, como Jo tinción de platn on gel. 

da· oiior-oea (GottJ1eb y Cho.vko, 1987). 
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Fig 11. Efecto de la utl1Jza~i6n de tres pulsos y bajo 
vol taje. 

Se conjuntaron 2, 5 y 10 min de pulso 4, 
durante 68 .hrs. Al disminuir el voltaje de acuerdo 
ob~iene .una resoluci6n homogenea, aunque disminuye 

·-entre las bandas, con lo que debe' aumentarse el 
~oriida. Tinc16n de bromuro de etidlo. 

3 y V/cm 
al ·pulso .. se 
la distancia 
t1éni~o .d~··1_a, 



;:t ;nétodo de obU·nción d('J ,\DN de B._ h.lstolvticn 

optJmJz6. hasta obtener el quo reporta e1l la sección d1~ 

materiales y métodos y se monitoreó por medio tle ob9crvaciones en 

m!rrc>$~opJo pílt·a <leterminn:· ln lntugrJd¡1d de tos lrofozuitos 

dura11te el tratamiento y también por ln recupcrncJ6n del AO~ en 

olectrnforesls r.011vc11cional. Con est1! m&lodo es ¡1osil1Jp 11tllizar 

li1R ru11estr~G despuAs de tres sem~nus de haberlas obtenido, 

nl~ncunadas a 4 ºC en EDTA 50 mH. 

Stmultáneumente se d~sarr0ll6 ol uso de la t6cnlca de 

11111-li"in r!e pJ11t;J en e• ~Ps Je <lf,aro::>d., cou 1;1 r1:nl pudo 

\·!su,11 linrse td ADN do L h~:;tulytjr.n. 

Los experimentos anteriores d1imuslrurun la existencia de 

11n.i ro~i6n de nltR r~so!uci6n {Fig 9) la cual puede ser 

alr2:1~ddn por moléculns de ulto peso molccula1· por medio del 

~:1cremento en los pulsos y la dJsmin11clh11 de Ja fuerza del campo. 

Este conocimiento se nplic6 pnra J .i. resolución del ADN 

cromoaómlco de li...:_ histolytfca. 

Los N?!1uJt.1dos obtenidos con li..:_ hlstolytJcn cepa HM-1 r.e 

muestran en la figurn 12, esta es la prlaera evidencia de Ja 

presencia do moJóculas dr. ,,DN de tamafto crornosómlco en Ji:.. 
hlstolyticn. La cepa H~-1 presenta, una gran sensibilidad al 

m6iodo de ohtención del ADX, q11e se refleja en el alto erado de 

degradación, problema qlie podría ser eliminado al mejorar nGn 

ffiáS l~R ~ontlJclnnes de prnparaci6n de la muestra. 

La int~11sjda(I de tincl6n observad~ íl la alturn de 5,000 Kpb 

t•n .§..:_ cernvJsia~ en l;! mist:a fJgurn 12, puede Sflr t~l resultado de 

la ncum11lacl6n de mnterial genético ntrapado en la matriz del 

gnl, 1IPhldn a 11na mov !i1li11l o~6mílln r n cierto tipo '¿O estructura 

ndoptarla por el ADN al entrar nl gel. 

F:n ..L. htstolyt1c•J se pueden ver se.is bandas (Pig 12'>. qlle 

varlan entre 1,200 y s,ooo· Kpb de peso molecular y por la 
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" Fig 12. Pat1·6n clectrofor6tico de Entamoeba hisatolytica HM-
1: J)lSS. 

En las mismas condiclones del expcrJmcnto mostrado en la 
flgurn 11 1 con una duración de ln corrida de 120 hrs. En la parte 
sbperior del c~rril de s. cercvisiae cepa Y~N295 se observa una 
banda· dondH se quedar"On nt.rapatlas rtlgunas molecillas. En E·. 
histolYtica cepa HX-1, se resolvieron seis bandas cu.yos pes~ 
ruolecularcs calculado~ de acuerdo los marcadores de peso 
molecnlar son (de abajo hacia arriba): I. l,100 Kpb; JI. 1,150 
Kpb; JlJ. 1,250 Kph; IV. l,:100 Kpb; V. 1,350-Kpb y VI. 5,000 Kpb. 
Tinción de plata. 
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;ni 1~n~.ldad <lf' tinción df' cad."'! handa 

l<luntiflcar cuatro ba11das sencilla~ dos bandas que pt¡erle11 

rontc11cr varlftS molóculns, unJ df~ rllas a ln altura du 1,200 pb y 

1~ otra en la parle superJur •le los ~arriln~ dond~ el<Cli(;IL t l'<Jll 

ltts mol6c11las d1i mayo1· ¡,)neltud qui• no pudieron SPr res1:e!t;1s 

Bajo lus mismas ~ondicio11cs clcctroforéticds en qu~ se 

obtuvo el p~tr6n nlcctrofor~licu de ln ccp~ HM-1 ge ot1tuvo n1 

patr6n de L hl!:ilolYtica tipo Lared(J, cuyos rf'sultadas se 

muestr1111 en ln flgurn 13. La cual prcHautn difot·e1ic1Js co11 e? 

pntr6n obtenida con ?a cepa llM-1. Esl;1 crpa ¡1rpsc11t;1 ~~!i~~mente 

trc~ bnndas, <los de t!llas se11clJla~ 

muestran lns molóculas no rnsueltas (Ver Ptgs 12 y 13). 

En este nrga1;J~mü lob problemas de degradacj611 no son t~n 

ernves ~omo en la c~pa 11~-1. u~ cualquier manern los reh11Jt~clos 

obto11tdos l1asta nstA momento son reproducibles 1•11 .:~b~s cepas, 

Jos cunles se pueden mejorar parn obtener la resoluci6~ de las 

bnndas-cromosumas mAs grandes. 

De cualq11ier rnnnnra la obtenci6n <le ~stos cai·!otl11os 

molecularos pa1·ciales, proporcionan una base pnra estudl,is 

posteriores en h hlstolYtica do ~ndole genl!t1ca, rle 

identlflcaci611 o de diagnóstico. 
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Fii 13. Patrón electroforltico d~ Entamoebn histnlytica tipo 
Laredo. 

Las condiciones clcctrófor6ticas fueron las mismas d~ ln 
figura 12. Se observan tres bandas-cromosomas en L histol}rtica 
tipo Laredo sefialados con los numeras !, 11· y· 111 los pesos 
moleculares equivalen a los señalados como IV, V y VI de .lL_ 
histolytica HM-1 en Ja figura 12. T1nc16n de plata. 



V. CONCLUSIONES 

o~ acuerdo con los rcsultildos obtenidos, se puede decir que 

c1 tama~o de las especies de ADN de mayor longitud que se 

resuelven se increacnta cuando ne auDentnn los pulsos (Fics O y 

lUJ. 8\1 utí~iza:- fuerzns de campo clevadiis ol>scrvan bandas 

barridas. No se snbc si esto se debe a que lns aoléculas grandes 

~e ro~pcn nl cntrftr a loo poros del gel, pero sJ que ocurr~ 

prefPrenclalme11tr al 11tllJzar voltajes altos y cuando se tiene 

u11a población heterogénea de moléculas (Hathe~ et al, 1908). En 

general se requiere in utilizacl6n d~ bajo voltaje para obtener 

moléculas do AD~ de longitud de ncgabascs en bandas der1n1dns y 

bien i·esueltas (Smith et al, 1987a; Vollrnth y Oavis, 1987). 

Para resolver el mismo tamnño de moléculas a bajo voltaje, 

que las resueltas a voltajes nitos, es necesario au•entnr el 

pulso. Esta variac!611 del pulso con respecto al voltaje es 

total•cntc cmpirlca actualmente, aunque algunos autores reportan 

que pueden utlliznruc comblnoc!oncs de fuerzas de campo y pulso, 

que mantenffBD aproximadamente constant~ el producto de· estos 

valores ( Vo 11 rath y Oav iH, 1987). De nancr.'\ qu~, A unu fuerza de 

campo dada el intervalo de tamaños de aoléculas de ADN separadas 

lo proporciona el pulso seleccionado, y as1 mismo se obtiene 

también, un compromiso con el tiempo de duración de la corrida. 

De manera que la utilización d~ voltajes bajos nccesnrios para 

evitar el barrido o falta de rosolucJ6n de mol6culas de ADS, 

r~quicr1i una durac16n de J~ corrida de varios diBs a semanas. 

Adem6s de In p~rd~da de artefactos electrororétJ~os, _otra 

v~ntnja que aportn la utilfzaci6n de fuerzn~ de ca•po bajas es 

que l~ tempcraturo lleja de ser un factor it:1portn11te en .lo~· 

electroforesis, con lo que se obtiene mayor reproducibilidad ~n 

los experimentos. 



La re$[>luclón dJfercnr!;J} nbH~rvndu sueicrQ lA ~r,·!Jr1 de 

dJferenl(lS ~cca11ismos de resolución en cada sección d~J g11!, 

debidos al voltnje y pulso emplea.don. En lns reeJone$ ~1 ~· 1· dr: 

sobre el tiempo requerido pnra Ja t·uorientación rle i~ ruolbLula, 

al cambiar la dirección d~J campo u}~ctrico, como ha sido 

propuesto por Schwnrtz y Cnnto1• (1984). Las moJ~c11las an estas 

regiones emplean gran cantidad dol pulso en su reori~nt;1clón y 

sólo un poco de tiempo en migrar.ª travós del gel. L~ diferenciff 

entre cs~as dos zo11as se debe a In utillzació11 do un vo!taJt~ ,¡lti> 

en la zona a (4 Y/cm) llt c11nl prnvoc11 un rfcct0 de bJrrJdr1 y 

d.lstorslon d~ Jas bí!ndns, y ;.in menor vol~.ijc en e {2 \','ce:). 5P lla 

observado que el empleo de 11n voltaje alto al intcJo Je la 

corrida provee ~cjorcs rcRultados nn la entrado del material a 

los poros del gel. pero en t6rminos de res0Jució11 sobre todo rle 

moliculas grnndcs se recomJendu usa~ voltaje~ bojus. E11 Ja 1·egión 

b {Ver FJrr U), las mo)ficulas se reorientan quizá m11y rápidam~nte 

en el intervalo de pulso, por Jo que se obUenc pocn rf~sol11cJ6n. 

Se supone, que la separación de Ins Dolficulns de ADS ocurre 

cuando 1~1 tiempo de reorientuc16n di! las mol6culns es menor que 

el pulso. De manern que las ba11das nhsPrvudas ~n l~ pílrtc 

superior de los carriles de L histolyt1r.o. y L alblcans r.n l<Js 

fieurns 8 a 13, n la alturn de 5,000 Kpb contiennn todas lna 

moliculas con lic~pos de rcorJentac16n más largos que Pl ¡1ulso 

cmpJcndo. 

Existe u11 limite de resol11cJón proporcJonado por lo fuerza 

d~l campo eléctrico y el pulso utiJizndos, cuando se mo11tl1!t1Hn 

constantes la tcmpcralura y la conccntractó1\ de Ja agarosa, y por 

arriba de este lfmi~c. las moliculas no se resuelven. Por 
ejemplo, fucrzns de campo noraalmcntc utilJzadas pnrR Ja 

separacJón de las moJéculns menores de 2 ~pb, 1 as moléculas de 

§...:_ ponabe cepn CP!8 no se resuelven y quedan atrapadas COIUO se 

observa. en Jo figura 10. Es tn mismo ¡iuede a P.r aPi1cado al 

material que no ha podido resolverse en L. histoJ~tlca y h 
albtcnns .como se muestra en la misma figura. 



Exfsten varios l:itentan proporcionar ~lld 

expllcac16n cuanlJtntíva do ~stu t~c11Jc;1 <le acuerdo al tie~p1J de 

tPor1entílcJ6n q11e ocupan las mol~culas deJ ADN, al ca~biar la 

.!irt!cci611 del campo cl~ctrico {Slator y Noolnndf, J96G; Viov~. 

1987; So11thern et al, 1987 De11tsch, 1987). Otros Jutores 

p:oponcn bases te6ricas de J¡¡ rnsolucJftn del AD~ cromosómico. 

!.nsados en el tfefflpo de reorie11ta~ió11 y migración en relación al 

pulso y voltaje apJJcado.s (Mathcw et al. 198B: Cantor et al. 1988 

y Sm!th et al, 1987a y b). Pero hasta el momento ninguno de ellos 

p11rde explicar totalmente Ja fisJcoqulmica del método de RCEA. La 

~a~oría du los datos con~11~rdnn en qua líls molficulas adoptan 

.• ~!gurncfones n!tíl~~ntn ~xtendldns p~ro ol mecanismo do 

reorJentocJ6n permanece sin esclarecer. Por Jo que es un Método 

aznroso. AGn en ln determinilcJón y selección de las condJcJones 

experJmentales para obtener Ja resoluc16n deseada. 

De cualquier manera los dalos J)rescntados 

contribuir nl conocimiento de Ja técnica de RCEA. 

nquf deben 

Dado que el tamaño del genoma de los organismos vnria de8de 

4 111il lones de pnres de bllSP.s de Eschi~r.ichia .9..Q1.1 hasta 3,300 

millones do pare~ de bttses de un mamífero típico; tener un ADK de 

tama5o cromos6mf co l:1tacto a en fraementoe grandes es de gran 

ay11da para ]H rcalJzacfón de estudios de genética y de ADN 

recombinan te. 

La ímportancJa Uc Ja tficnica de ECRA, se h~ce.~vJdente con 

la obtencló11 ''" carJotl~os qolcculares de ore~nis•os de 

f;riportar1c i i'.t como .es 1.:l caso de .s.:_ hi-ctolytica. En eSte caso··la _ 

técnJca de ECEA resuelvo 6 bandas de tamafio cromos6a!co ·e~ Ja 

cepa JfM-1 (Ple 12) y 3 en.§...:.. hJstolvtica tipo Larcdo (Fit? 13), 

SiP.ndo esta In pri;i.er·u cv1deric1a de In presencia de ,8!olécu1as de 

t:1mafiu cromos6111ico en h histolytJca, aunque no se Obtuvo el 

cariotlpo molecular comploto, nl cual pued~ ser resuelto al-. 

n.t.!lizar diferentes condiciones poro 

posteriormente Jdentlf.fcar los 6rom~somas. 



clasJflcuci6n }. diil[;'.OÚ-:>tir.o clfnJco de vnrJos !•~0tozoarios 

parásitos (Hol;ur.s et a¡, 1986; Wnlliker r-t aJ, :'J8";; V;::n cl~r 

der Plocg et ol, 1984}. lo que aumenta 1-;r .tr. ,.s cal n 1 a 

lmportancJ¡J dP! ~?todo. En este s~11tldu 1:1 ,1¡>:~rl~.J~ ·l~ ~sr~ 

técnica en Hl grupo de EntnmoPbct puede pr·oporclon~~ l!.formnción 

Gtil en la clnslf1cncl6n, actunJmcnte r;J~sificJn ónicamcnte 

por el nfimero de n~cleos ~n el quiste m;1duro, ~or c~~pnrac1ón de 

los cariotJp_o~ l. pueden 11nu hcrr:1miantn ~:t: µ.1r~ el 

conocimiento de las c,1racteristicas 

varinbilJdad observada inter-ccpu& si~il;1r 

otros protuzoarJos p~rfisttos. 

de 1 a 

Estí" es el caso c!r, f:..:.. J1J:1tolytlca tipo L;:1rcdG. ais!;:d1 del 

tructo digestivo humano, morfológicnmente 

hf stoJytic.u n J ve l de microscopio, p~ro con JJ!erancias 

genotlpicus y Cenot!picas Jmportantes como es au habJJidnd para 

crecer teaperatura am~iente y en co11dlcioncs exl~~rnns de 

hJpotonlcldad. A isto se afiade e] hecho de que son no patoc6nicns 

lo cual. podrL1 acercarlas filo¡¡cnétlcament.e a L 1eoshko\•skii, 

con la difcroncla de que fistas son d~ vl1ln :~hre. Otras 

JnvcstlgacJones bioquímicRs (Rcevc~ y BJscl1off. l9GS¡ muestran 

una relación ccrc&na entre L.. histolYtica t~po :.i'!;edCi r f.:.. 
inoshkovskti. 

De es¡iccJ al signlflcado taxonó~ico cr1 c~~;1:0 las 

diferencias genotipicas entre 1L.. histolytica y L h1~tolytfca 

tipo Laredo, es el hnjo gra1io de homología de ~~c11encias 

rcpetitJvas del .. ~nN do lL.. histo]ytlca UH-1 con el ADr\ <le.§...:. 

hfstolytica tipo Laredo (Dattacharya et al. 19B8). 

Los estudio~ reportados aqui, basados en la obtención de un 

carlotipo molecular parcial, proveen fuerte evidencia para In 

separ0:c16n 

nivel de 

de .§..:.. 

especie. 

hlstolvtica 

ya que las 

tipo J,aredo de h histolytica a 

diferencias en el cariotipo 



mostr~c!o, p11ed~n co11sfd~r~r~e. como otru evfd~11cin de dlft!~QnGJ;1s 

n nJvel d~ cer1otfpo. 

E! an~]J$JH de los coriotlpos moleculares obtenlllos e11 el 

presente estudio, muPstril que .L...:.. hf!ilnlytJca tfpo f.oredo 

·presenta un nümcro menor de bandas resueltas, lo ct1nl apoya Ja 

evJdQ11cJe de que ~ate orga11Jsmo prescrita cinco veces ~cnos 

cantidad de ADN que L.. hlsto1¡•.llil tJpJca P.lartínez-Palomo. 

1982 I. 

Los carJotJpos de miembros de dJfcrentes ~spocics pueden 

1JistJ11g11Jrsr uno de otro posiblemente pticrlnn sc1· ob~Hrvadas 

d1fcre1:cJas en el cariotipo obtenJdo e11 BCEA de varias cepas de 

L hfstolyt1ca, lo cual ·tendr.ia gran utilldad en el dJaenóstico y 

en el estudio de la varJabJlidud observada en los 111Je11Jbros de 1L. 

histb}ytfcn, ya que esto permitiría identificar los cariotJpos 

cnusnntcs de esta varJabJltdad y sl óstos s~ producen por medio 

de rearrce?os cromos6micos o delecJoncs con p6rdJdn del material 

genEtJco o por la falta de una presión sclcctJva, lo cual podría 

permJt!r fluctunc1011es en al ADN repetitivo. 

Es 11ecesarJo aumentar el. nOmero de cepas analizadas por 

medio de ECEA, pnra la ide11tifJcacJón de los pollmor~Jsmos, esto 

reafirmarln su val!dés taxonómica y seria Jntercsante esclarecer 

si los cariotipos moleculares pueden ser correlac!onadoe r.on el 

grado do patogentcJdad de diferentes cepas do L hJstolytJca.-. 
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Modificando Jns condJcJones electr11fordtl~JS 1le pulso y 

voltaje de mallera que se pudieran rrsolvr.r tod~s las hn11dos 

reportadati cn .:L. ccrevlsJar. cepa Y!\~295 Y L ~ se 

obt11vicron Jos re~11ltados mostrndos ~n lu figura J~. 

En ella se observa untt resolución homogene~. es dec!: no hny 

~onas de diferente scparacJ6r1, por !o que ¡1L~den srpornrse LPdas 

las bandas de ]os marcadores de ptsu molecular util Izados. 

Lns condiciones empleadas se seleccionaron de acuerdo n los 

resultados obtenidos en este estudio. Los pulsos se n11mc11taron 

gradualmente y al aJsao tiempo se dismtnuy6 el voltnje. Así, 

inicialmente se utJ1Jz6 un pulso de 2 min con una fuerza de campo 

de V/cm, condlcioncs en lns que se espnraba obtener la 

r-esolución de las Aoléculas de menor peso molecul3r. La 

separación de las moléculas má~ grandes se obtuvo al ut111zar un 

pulso de 15 m1n y V/cm dentro de la mJsma corrida 

electrofor6tlca. En estas c1>ndicic~es dn hdjo vollJjc J~ dura¿i611 

de la corrJda se a11mcnt6 a 12 dias. 

El patrón clectroforétlco de los organJsmos utilizados como 

marcadores de peso moJcculor es igual al reportndo, pero como 

puede verse en la figura 14 c1 cariotJpo obtenido de f..:_ nJbicans 

es parcial, es decfr qtt~dnn ~o~ resnlver nlgun~s bry~de~. 

En esta misma flrrura se observa el putr6n elcctroforético dn 

.li..::._ hJstolyticn tipo Litredo. el cual iw presenta diferenci~u en 

cuanto a nfimero de bandos cor1 el presentado en la figura 13. 

Por los resultados obtenidos en euta cepa. se puede decir 

que se han cuContrado las condic1ones ideales pa?'n resofver 10s 

~and~s-crot:tosoaas de :1.as diferentes cepas de .L.. hlstolytica.· 
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F;ig 14. Obtención del patrón eJectroforP.tico COíllIJlelo de !L. 
cerevJsiae ce¡l~ YNN205. 

Las condiciones fUt!ron Jas si{!'Ulentes: Pulsos 2, 3.5, 5. 10 
y Jfi con ·1, 2, ~!, 2.5, 1. 8 y ! V/cm, con una duración do la 
corrida ele 12 dfas. Se observa11 los Cílriotipos report.ados de los 
m11rcntloreH de ¡1rs11 m0Jec1Jlnr S. cr.1·Pvisiae cepa YNN295 y C. 
alhican.':1. Se. otisnrvn r..l patrón 1~!~trofo1·étlco ele E. hfstoJvtiQ; 
tlpü Lar·ndo mo:-;t.rndo en ln fif!ura 13, con 111cjor-S-epura"ción de 
lns bandijs. Pnr lo yue· líls co11diclones ele separación del grupo de 
~ns E11tamocb:i ti;1n querlíllfo c~'>tr:h!1:cj<ln!-i. 1'inc1ón de plata. 
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