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INTRODUCCION 

Los ácido~. nucleicos son compuestos orgánicos q_ie se localizan 

en todos los seres vivos. Están formados por azúcar, bases nitrog~ 

nadas y radicales fosf6ricos que al integrarse constituyen unidaues -

monoméricas de ribonucle6sidos para el ácido ribonucleico o unidades 

de desoxirribonucle6sidos para el ácido desoxirribonucleico, siempre 

unidas por enlaces fosfodiéster. Estas unidades se arre;¡lan en cad~ 

nas helicoidales sencillas en el ácido ribonucleico (ARN) o en cade-­

nas dobles como el ácido desoxirribonucleico (ADN), alrededor de un 

mismo eje, con las bases nitrogenadas orientadas hacia el interior -

unidas por puentes de hidr6geno y con los fosfatos al exterior (Fig. 

1 ) • 

El progreso en las técnicas citol6gicas y genéticas, ha demos­

trado que en el núcleo de la célula, los cromosomas están constituí 

dos por ADN y proteínas estructurales. En investigaciones posteri~ 

res, se ha comprobado la presencia de éste, en organoides citopla;! 

máticos como en los cloroplastos ( 4 , 32, 66) y en las mitocondrias 

(63 ). En cualquier organismo la cantidad y composición de ADN es 

constante, un ejemplo de ello es lo que se ha observado en varieda 

des e hfbridos de trigo donde existe una definida relación entre el-
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Fig. 1.- Modelo de la estructura del ADN 
(Watson y Crick, 1957), (48,65). 
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contenido de ADN de las plántulas y la cantidad de cromosomas, ya 

que a mayor contenido cromos6mico se· obs.erva mayor cantidad de -

ADN (1 ). 

Las células germinales cOri.tie.nén ADN de idéntica composición 

a la de las células somáticas peró exactamente la mitad del total. -

Se ha demostrado que el ADN constituye las unidades hereditarias o 

genes, los cuales están determinados por la ordenación de los deso­

xirribonucleótidos en la molécula (13). Para explicar como reside -

el mensaje genético en el ADN, Gamow sugiri6 que la presencia de 

cuatro bases, dos púricas: adenina y timina, y dos pirimídicas: gua­

nina y citosina, cifraba veinte aminoácidos, lo cual implicaba una -­

combinación de tres bases, llamada tríada o triple te, para cada ami­

noó.cido. 

Las posibles combinaciones serían del orden de 43 , donde las 

variaciones serían 4n, siendo "n" el número de nucle6tidos en cada 

triplete y 4 las diferentes bases (48). Nirenberg, Ochoa y Crick de 

mostraron, a partir de 1961, el mecanismo de los tripletes utilizan 

do diferentes ARN mensajeros sintéticos. 

El gene se ha deñnido (65) como una pequeña regi6n cromosó­

mica que lleva la información para la síntesis de un producto y con 

siste en unidades potencialmente mutables, que pueden variar y en-
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trecruzarse entre sr. Tc:les unidades se transfieren a los descendien 

tes y se conservan en las células somáticas del organismo mediante 

un proceso en el cual el ADN sirve de molde, para formar nuevas -

bandas cornple mentarías, en lo que se conoce como "mecanismo se--

miconservador" (41 ). 

El ADN induce en la célula la síntesis de las proteínas, que --

constituyen el material estructural y enzimático de los organismos. 

Este proceso ha sido descrito por Jacob y Monod en 1961 e incluye -

dos fases: transcripción y traducci6n. El ARN mensajero (ARNm) -

lleva el mensaje del ADN a los ribosomas, donde se realiza la sínt~ 

sis proteica. Ahí se efectúa la traducción por medio de diferentes -

ácidos ribonucleicos de transferencia que llevan un aminoácido, esp~ 

cífico para cada uno de ellos, el cual se une a la cadena polipeptídJ 

ca en crecimiento . 
¡ 

Se debe señalar que en la célula, los diferentes ARN menciona 

dos, se sintetizan al efectuarse el ordenamiento de los ribonucle6ti-

dos, según un molde dado por cierta zona de la molécula de ADN -

( g ' 70 ). 

Los cambios fisiológicos de los tejidos en crecimiento, el efe~ 

to del medio ambiente sobre el metabolismo, el mejoramiento de las 

variedades, los efectos de las radiaciones ionizantes y de los com--
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puestos químicos sobre los vegetales superiores de importancia econ~ 

mica o alimenticia, ha determinado el incremento en los estudios so-

, 
bre el metabolismo y caracterizaci6n de los ácidos nucleicos que con 

tienen. 

En las plantas el crecimiento consiste en un aumento irreversi­

ble de tamaño, que se debe a la formación de nuevas células y al -­

alargamiento de las mismas. Las diferencias que presentan en todas 

las etapas de su desarrollo se han observado claramente en las célu­

las de la punta de la rafz. 

La rafz es un órgano que se desarrolla fácilmente, está consti­

tu(do por una cofia que va desde la punta y que se extiende ligerame.!:1_ 

te hacia atrás, rodeando a las células iniciales del meristemo apical 

e inmediatas a esta zona se localizan tres regiones, que de afuera -

hacia adentro son: la epidermis, la corteza y el cilindro vascular di 

vid ido en xilema y floema. 

Las células del meristemo apical son pequeñas, cúbicas o iso­

diamétricas, contienen mucho protoplasma y se dividen rápidamente. 

Conforme se alejan de la punta las divisiones son menos frecuentes 

y su longitud aumenta hasta que cesa el alargamiento celular, lo 

cual no implica el término del desarrollo y de su diferenciación. 

En este proceso la composición de la pared cambia ya que las célu- · 
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las jóvenes presentan mayor contenido de sustancias pécticas y hem.!_ 

celulosa, mientras que las menos jóvenes tienen cantidades relativa­

mente grandes de polisacáridos no celul6sicos y celulosa. De tal -­

manera que el aumento celular se produce por absorción de agua que 

distiende una cápsula celular plástica, cuyo espesor se e~uilibra con 

nuevos depósitos de materiales en la misma. 

Por lo general, en los primeros dos milímetros de la raíz, se 

ha observado una correlación entre la síntesis del ADN y la mitosis, 

pero cuando ésta cesa, la síntesis del ADN continúa y la cantidad de 

éste, aumenta por núcleo hasta 8 veces el valor haploide (68). Sin 

embargo, existen variaciones, ya que en los tejidos epidérmicos la -

síntesis de ADN se interrumpe con la mitosis, mientras que en las -

células vasculares la cantidad de ADN aumenta aún cuando ya se ha 

terminado la mitosis, en una etapa muy temprana del desarrollo. 

Se ha comprobado que en los períodos de crecimiento y difere!:! 

elación existe un incremento significativo de los ácidos nucleicos. 

Por ejemplo, en el maíz la máxima cantidad de ADN y ARN, se lo~ 

liza en la. zona de elongación del meristemo, zona que presenta dos -

fases: una inicial de síntesis de ADN y constituyentes citoplasmáticos 

y otra de extensa vacuolaci6n y acumulación de agua, señalándose que 

los niveles de ácidos nucleicos caen con el crecimiento celular (14, -
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64). Por otro lado, en la semilla de trigo, se ha visto que las cél~ 

las meristemáti.cas, además de presentar un incremento en los ácidos 

nucleicos durante la germinación, tienen actividad enzimática escasa 

y bajo contenido total de ribonucleas'as, en relación con las células -

más maduras (27). Y en las células de las hojas de algodón, se ha 

determinado una relación inversa entre el contenido de ácidos nuclei­

cos y su edad puesto que las jóvenes tienen la mayor cantidad mi.en­

tras que las células más viejas y las de las hojas que han cardo, -­

cont\enen un mrnimo de ácidos nucleicos (25). 

Existen y se han observado variaciones en el contenido de áci­

dos nucleicos en plantas, relacionados con el medio ambiente(36) y su 

influencia sobre el crecimiento y desarrollo de las mismas .(57). Por 

ejemplo, Sergieva (55) en 1968 realizó estudios histoqu(micos que -

muestran que el contenido de ácidos nucleicos se relaciona con el -

perfodo anual de las plantas; en el letargo invernal el /~RN aumenta 

intensivamente hasta un máximo y durante el período vegetativo de­

cae, lo cual se explica por la cantidad .de ARN, prote (nas e inhibi­

do res del crecimiento que se acumulan y proporcionan el material -

necesario para provocar el inicio del perfodo vegetativo (68). 

Al iniciarse la floración, la planta ha alcanzado cierto grado 

de crecimiento vegetativo que puede estar condicionado a factores -
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que la ocasionen, Los factores exlernos que más influyen en la reg~ 

laci6n de la reproducci6n son la duraci6n del día y la temperatura -­

además de ciertas hormonas vegetales cuya presencia puede acelerar 

o inhibir el desarrollo. (3) 

En plantas que t1orecen siete días después de un día corto se -

ha comprobado el incremento del porcentaje de ADN hasta que las ys:_ 

mas aparecen y una disminución en el contenido, cuando la planta se 

coloca en condiciones de luz constante. Es así que se ha relaciona­

do la longitud del fotoperfodo con la dinámica de acumulaci6n del -­

ADN (56), puesto que la estimulación por parte de la luz para la in­

dl.1cci6n de la floración, provoca la formación del estímulo floral que 

se desplaza de las hojas hasta las yemas cuyo meristemo apical se -

ensancha y produce los esbozos foliares (3, 56) 

Otros estudios se refieren espedficamente al efecto de hormo­

nas modificadoras y estimulantes del crecimiento en las plantas. 

El crecimiento implica incremento de volumen y no necesariamente -

una división celular. La auxina es una hormona vegetal cuyo princ_! 

pio activo es el ácido indolacético que causa división celular en al-­

gunos tejidos y provoca el alargamiento celular por activación del -­

ARNm, el cual induce la síntesis de enzimas específicas que actúan 

sobre la pared celular, además incrementa et contenido de asparaQ.!_ 
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na y proteínas y disminuye el contenido de aminoácidos libres. Este 

sistema se puede resumir en el siguiente diagrama: 

AUXINAS 

ADN~ ARNm_.,.. ARNt ---....:i ... síntesis de enzimas que actúan so­
bre la pared celular 

presión 
osmótica 

alargamiento celular 

La inhibición de este sistema por medio de inhibidores específ!; 

ces o por la ausencia de esta hormona, ocasiona una disminución de 

los ácidos nucleicos que intervienen en el proceso de alargamiento --

descrito o en la división celular (68), lo cual se ha observado por --

ejemplo en la vaina del frijol (16) 

La producción de complejos químicos que se utilizan para indu-

cir alteraciones en el metabolismo de las plantas, ha despertado int~ 

rés en cuanto a su efecto sobre los ácidos nucleicos de las mismas, 

Immoliev (25) observó que los defoliantes como el ácido 2-4-dicloro-

fenoxiacético inhiben la síntesis de ácidos nucleicos y sugiere que é~ 

tos representan un papel muy importante en el control natural y art;!_ 

ficial de la caída de las hojas(47)La caída de las hojas y de los fru-
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tos está determinada por la presencia de una capa de abcisi.ón en la 

base del pecíolo o del pedúnculo del fruto, cuyas células presentan -

las cápsulas muy débiles. Se ha demostrado que la adición de auxl_ 

na evita o retarda la formación de esta capa de abcisi.ón al conferí.!: 

le a la cápsula celular, más plasticidad e incrementar la formación 

de proteínas. Por el lado contrario, la auxi.na en concentraciones -

elevadas es tóxica para algunos vegetales de hojas anchas, que la -

absorben rápidamente afectando las zonas de crecimiento y determi­

nando que actualmente se utilice como herbicida (3). De esta mane 

ra, la presencia de auxi.na aumenta o mantiene constante la síntesis 

de los ácidos nucleicos, mientras que las concentraciones elevadas -

inhiben notablemente el crecimiento y desarrollo de la planta y por -

lo tanto, la síntesis de ácidos nucleicos. 

En forma diferente, la adición de ácidos gi.berélicos produce .­

un aumento en el contenido de ácidos nucleicos, como se ha demos­

trado en las hojas del tabaco (16) y que se debe a un incremento de 

la división celular por inhibición, de los efectos inhibidores de la -­

luz sobre los procesos de elongación y germinación. Su acción se -

atribuye a una activación de ciertos genes que producen los cambios 

morfológicos descritos (69) y es independiente de la de las auxinas. 

Se pueden mencionar, los estudios de Drury (15), que en 1969 
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obtiene la inhibici6n del crecimiento de plántulas de calabaza y cebo­

. Ha, por adición de sulfato de estreptomicina que induce errores en -

la traducci6n y síntesis de proteínas al dañar el ARN y que además 

causa defectos en la formación de la membrana celular (19, 20). 

Por último, existen en los vegetales problemas filogenéticos di­

fíciles de dilucidar por medio de una clasificaci6n que tome en cuen­

ta únicamente caracteres morfológicos ya que estos son muy varia--­

bles debido a la influencia del medio ambiente(21)Hasta 1 967 se repo..!: 

taban pocos estudios en plantas superiores de diferentes grupos, en­

los que se caracterizen física y químicamente los ácidos nucleicos -

respectivos (9). Este tipo de investigaciones contribuyen a determi­

nar en este nivel, las pequeñas o· grandes diferencias si es que exis 

ten, para sumarlas al conjunto de características morfológicas, fisio 

lógicas, físicas, etc., que se reunen en los diversos grupos taxonó­

micos. Uno de los trabajos realizados es el de Cherry (9) quien en 

1967, loca.liza en las plántulas de maíz una cantidad considerableme!2 

te superior en el porcentaje total de ARN, de un tipo de ácido ribo­

nucleico de vida larga y casi ausente en las dicotiled6neas. El au-­

tor asume que pueden existir dos tipos de ARNm, uno de vida corta 

para la síntesis de proteínas "clave", otro de vida larga para la sín 

tesis de proteínas esenciales y presente en un alto porcentaje en el 
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grupo de las monocotiled6neas, especialmente en la familia Graminae. 

Señala además que todos los tipos de ácidos nucleicos encontrados en 

bacterias y microrganismos en general, se localizan también en las -

plantas superiores, siendo la principal diferencia el grado de síntesis 

de los mismos y su longevidad relativa en la célula. 

Por otro lado, Sueoka (62) en 1961 realiza un estudio extensivo, 

para determinar la variaci6n en el porcentaje de G+C (guanina+ citosJ. 

na) en el ADN de organismos superiores e inferiores de la escq.la -­

animal y vegetal reportando porcentajes de 40% y 42'% para dos espe­

cies de un mismo género, respectivamente el género Salix caprea y 

Salix acubi folia (sauce), 44 '% para C rylus ave lana, 48% para Alnus 

barbata (aile) y Triticum vulgare ( trigo),36% para Allium cepa (ce­

bolla), y 40'% para Papaver somniferum (amapola),Cucurbita ~ -

(calabaza), Phaseolus vulgaris (frijol), Arachis hypogaea (cacahuate) 

y Pinus sibirica (pino) en plantas superiores. 

La fluctuaci6n del contenido de G+c en el ADN de organismos -

superiores result6 ser inferior a la que presenta el ADN de las bac­

terias, cuyos valores van del 25 al 75'%. Esto sugiri6 la posibilidad 

de una rec1asificaci6n taxonómica de ellas, de acuerdo con el contenJ. 

do de G+C, que probablemente sea una característica evolutivamente 

estable no plenamente demostrada ya que los valores obtenidos en i!:!_ 
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vertebrados, vertebrados y plantas superiores tienen escasa variaci6n 

entre sr. 

El estudio de la heterogeneidad en la distribución de bases den­

tro de un organismo ha mostrado que en las bacterias ésta es muy U. 

mitada y que generalmente todos los organismos tienen una sola dis-­

tribuci6n de G+C en los gradientes de CsCl, indicando que la distrib!:!_ 

ci6n intramolecular de los pares G-C y A-T es uniforme, aunque al­

gunas ocaciones ciertas pequeñas fracciones se distribuyen diferente -

y no por azar, lo cual da cierta variac i6n dentro de las moléculas(62) 

Lo anterior se corrobora con los estudios hechos con diferentes 

muestras de ADN de diversos orígenes, que una vez fraccionadas, -­

con la técnica de ADN-agar muestran una reasociaci6n que se ha rela 

clonado con las secuencias de nucle6tidos dentro de la molécula. El 

grado de reasociac;:i6n se mide por espectrofotometrfa y da un valor­

"Cot" (mol. x seg/litro) en el cual una fracción con cierto grado de 

repetición puede obtener la mitad de su reasociaci6n, interviniendo en 

el cálculo la talla del genoma y la cantidad de la fracción rápidamen­

te repetiti.va. 

Las condiciones de reasociaci6n dan un "Cot" entre 1-100 donde 

se reasocian apreciablemente los organismos superiores e incluyen -­

estudios en invertebrados, vertebrados y las siguientes plantas superi~ 
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res: arroz, tabaco, frijol, haba, cebada, chícharo, trigo y cebolla. 

Los resultados obtenidos muestran que virtualmente el ADN re­

petitivo se localiza en organismos superiores, organizado por fami-­

lias de secuencias de nucleótidos cuya semejanza o diferencia podría 

ser una medida de la relación filogenética en las especies superio--

res (4, 40). 

Al desnaturalizar la molécula de ADN, por calor o alg6n otro 

medio físico o químico, se rompen los puentes de hidrógeno que --­

unen las bandas que la integran. Esto provoca un incremento en la 

absorbancia máxima de luz ultravioleta que se presenta a 260 mA\ -

y el fenómeno puede ser reversible o no, de acuerdo con el agente 

desnaturalizante y las condiciones de renaturalización. Por ejemplo, 

se ha observado que la desnaturalización térmica es reversible cuan 

do la muestra de ADN se enfría lenta o rápidamente después del -­

proceso, obteniéndose una mejor renaturalización en el primer caso. 

Las moléculas desnaturalizadas pierden la estructura secundaria y -

terciaria al romperse los puentes de hidrógeno, de Van der Waals, 

fuerzas de London, etc., pero pueden establecer nuevos puentes de 

H entre sus bases (30, 35). Esta reversibilidad permite utilizar -­

las moléculas desnaturalizadas de ADN de diversos orígenes y aún -

varios tipos de ARN, para que en condiciones favorables se hibridi-
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zen, relacionándose este mecanismo con la complementaridad de las 

bandas. 

De esta manera se asume q.Je la variaci6n en el contenido de -

G ... C en las muestras de ADN de diversas especies o grupos; la he­

terogeneidad en la distribución de ciertas fracciones del ADN en un -

gradiente de CsC1; los patrones de reasociaci6n entre muestras de -

ADN desnaturalizadas o entre éstas y varios tipos de ARN, caracter.!_ 

zan de una manera u otra a los ácidos nucleicos de las especies estu 

diadas. (37, 59, 67, 4). 

Todas las investigaciones anteriores se han llevado al cabo me 

diante el uso de técnicas ffsicas o químicas como la cromatografía, 

la espectrofotometría, la centrifugación diferencial y la electrofore-­

sis. Además se han empleado otras técnicas que han permitido: la­

observación de la ultraestructura mediante el microscopio electrónico, 

la obtención de subcomponentes celulares por centrifugaci6n diferen-­

cial en gradientes de sacarosa, la utilización de radioisótopos en los 

precursores q..¡fmicos para la localización de compuestos y para el -

establecimiento de las funciones e interrelaciones celulares (48). 

Como paso previo, en numerosas investigaciones se requieren -

muestras de ácidos nucleicos de alto peso molecular, con la mayor -

actividad biológica posible (38); unidades monoméricas resultados de -
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la hidrólisis de los polímeros (26, 34); cadenas de polinucleótidos sin 

téticos, etc. 

Los ácidos nucleicos son macramoléculas fuertemente ácidas y 

con carga negativa muy fuerte a pH fisiol6gico, que en las células se 

unen a proteínas básicas o a cationes alcalinos. 

Existen tres tipos de proteínas asociadas con el ADN de los ero 

mosomas: las protaminas que son moléculas pequeñas ricas en argini­

na, localizadas selectivamente; las histonas que son moléculas mayo-­

res con una gran variedad de aminoácidos y están presentes en todos 

los tejidos; por último las proteínas residuales o acídicas que debido 

a su insolubilidad se separan usualmente, como un complejo con el --

ADN (30). 

Los puentes de unión del ADN con las proteínas varían según el 

tejido y para romperlos se utilizan concentraciones salinas adecuadas, 

inhibidores de nucleasas que no depolimericen, ni ocasionen agrega-­

ci6n de las cadenas de polinucleótidos, bajas temperaturas y como 

complemento se añaden detergentes que remueven las proteínas. 

Las histonas se pueden aislar como un complejo estable de fi.-­

bras amarillas, unidas al ADN por medio de uniones electrostáticas 

que probablemente son puentes salinos. Estas proteínas pueden remo 

verse con ácidos o con altas concentraciones salinas. 
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Las proteínas ac(dicas en unión con el ADN, pueden ser separ~ 

das después de la extracción de las histonas con ácido diluído o direc 

tamente por extracción con fenal y ciertas sales. Se pueden obtener 

mejores resultados con un anión que combine propiedades quelantes -

y lipofílicas, como el 4-aminosalicilato, el naftaleno-2-sulfonato, el 

tetracetato de etilendiamina (EDT A) o utilizando combinaciones de sa­

les. Este último compue_sto, alcanza su mayor efectividad cuando se 

añade sodio-dodecil-sulfato (SOS) a la mezcla salina extrayéndose 

las proteínas con una mezcla de fenal más cresol u 8-hidro~iqÚinoU-

na (30). 

Se han desarrollado diversas técnicas para la desproteinizaci6n 

de los ácidos nucleicos, de las cuales se mencionarán las más comu 

nes: 

1 .- Método de cloroformo: octanol (58). Para obtener una desprote_l; 

nizaci6n completa, después del uso del detergente ani6nico, se -

utiliza un volumen igual de mezcla de Sevag (cloroformo:octanol) 

ode cloroformo:alcohol isoamnico (38), se agita vigorosamente y 

se centrifuga para separar las fases. Una alternativa es disociar 

el complejo en NaCl 1 M o en NaCl04 1 M (34), precipitando 

los ácidos nucleicos fraccionadamente con la adición de etanol a 

la fase acuosa. Las prote (nas se ex.traen alternativamente por -



- 17 ;... 

p rec ipi taci6n con la so luci6n de Sevag. 

2 .- Método de sodio-dodecil-sulfato (SOS), sodio-lauril-sulfato o 

"dupanol" (8, 29, 38). Este reactivo es un detergente anióni.co, 

que lisa a las células, di.socia las nucleoprote(nas, inhibe las -­

nucleasas y desnaturaliza proteínas en concentraciones rlAl O .3 al 

2 .05% (61) y 4% (8, 24). Se usa en presencia de fenal o utilizan 

do la desproteinizaci6n térmica. (38). 

3 .- Método de la solución acuosa de fenol (29). Este método inclu-

ye el tratamiento de homogenados en un volumen de SOS, igual 

al de una solución acuosa de fenol, seguido por centrifugación p~ 

ra separar el sistema bifásico. La distribución inicial de las -­

prote(nas y l(pidos en la fase fen6lica y los ácidos nucleicos en -

la fase acuosa, es muy precisa debido al coeficiente de partición 

que es altamente favorable. Las nucleoprote(nas no separadas se 

encuentran en un nivel i.ntermedi.o,entre las dos fases del sistema.(12) 

En ningún método en general, se obtienen desde el principio el -

ARN y el ADN por separado, puesto que ambos son mezclados y ex-­

tra(dos simultáneamente. Al elegir el tipo de ácido nucleico que se -

desea extraer, en general se escoge uno u otro, y la facilidad de su 

separación depende de la cantidad de ácidos nucleicos y del método -­

utilizado (29)(60) 
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Por otra parte, en las extracciones de ácidos nucleicos, casi -

siempre hay contaminación con polisacáridos, lo cual puede evitarse 

separando previamente los núcleos (10, 61 ), utilizando métodos enzi­

máticos o iones de amonio alifáticos que precipitan el ADN selectiva 

mente en los Ciltimos pasos de la purificación (38, 61 ). 

Existen numerosos trabajos sobre métodos de extracción de áci 

dos nucleicos en plantas, los cuales se resumen en la Tabla 1 . Al­

gunos autores utilizan los métodos de: Schmidt y Thanhauser (53), el 

de Ogur y Rosen (46) o el de Schneider (54) basados en la extracción 

con álcalis o ácidos dilufdos. Otros autores mencionan el método de 

Marmur (10, 24, 63, 71) con ciertas modificaciones, para el tejido -

o especie que se utiliza. 

·Basándose en el método de Marmur (38) y en los trabajos de -

Yolles (71 ), Cherry (8), Kirby (29), Sato (52) y Steele (61) se ensa­

yaron técnicas para simplificar la extracción del ADN en algunas es­

pecies vegetales del grupo de las Angiospermae, de importancia eco­

nómica o alimenticia. 
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Kulaeva.O. (31)1965 

LLP. (34) 1967 

Mlllikan.D .• (42) 1963 

Milllka~. D. (4:3) 1.965 

lnglé .J. (26) 

Ftalova .s ,.(17) 1968 

Cherry :J .'7) 1962 

Investigación 

Determinación 
cuantitativa de 
ácidos nucleicos. 

Relación entre ex­
posición alcalina y 
obtención de ARN. 

Extracción y pro-­
piedades de ácidos 
nucleicos. 

'" 

Chun.E.H .• (11) 1963 ADN en ctorop\as­
tos,. 

Hotta Y, (24) '1965 ADN nuclear y et-
toplasm~tico. 

Cherry.J. (9) 1967 Comparación de tos 
ácidos nucleicos. 

Ralph. R.(50) 1964 ARN nativo. 

Cherry.J.(8) 19136 Factores en la ex-

~ 
Cebada y 
tabaco. 

Especie 
leñosa 
~sp. 

Manzano 

Frijol de 
soya. 

varleé!ad de 
pfan~s; 

, Trigo. 

Método 

Compara 
tres mé-
todos, 

Digestión al­
calina del -­
ARN y calten 
te ácida para 
el ADN. 

Modificaciones 

Puriflcaciones 
adicionales, 

Sin puf!caclo­
nes adicionales, 

Hidrólisis con Cambios en el 
sosa. 

Etanol acuoso 
y ácido per-­
clórico dlluí­
do. 

tiempo de expo 
slción al álcaii, 

Acld ificacíón y 
prec ipitact6n -
con etanol para 
remover el 
ADN. 

Purificaciones 
con sales, sol­
ventes e inter­
cambio i6nico, 

Hidrólisis en Varía la temp~ 
ácido perct6- ratura y con-­
rico. centrac iones --

del ~c!do per-­
cl6rtco. 

Cacahuate, Métodos Extrae y homo­
geniza en meta­
no\. 

olivo y maíz. de Smlllte 
y de Kro­
thov. 

Espinaca y 
betabe!. 

Trigo. 

Maíz y chí-
charo. 

Col y célu-
las de cu\~ 
va de tabaco. 

Cacahuate, 

Homogena­
dos en gr~ 
diente de -
densidad. 

Sistema blf~ 
slco de Klrby. 

Sistema blfá-
sico de Klrby. 

Diferente solubi-
lldad en las sa--
les de cetil-trim~ 
ti l-amoni o. 

Temperatura. el 

Resultados 

Schmldt & 

Thanti1Ju~~,.. buena 
separación de ADN­
ARN pero valores -
bajos. 
Ogur & Rosen tarda 
do, mala separa--:­
ci6n ADN-ARN. 

Solvento saUno bue 
na extracción cuan­
titativa. 

Menos de 7 hs . no 
hldrolizan al ARN -
completamente , 

ARN hldroiizado. -
60-?0')i, del ADN hi­
drolizado y elufdo -
con el ARN. 

No establece método 
general, Obtiene el 
20-30% de tos nucte~ 
tldos. 

Método de Kern: 75% 
del total con 90% de 
ARN. Ogur & R. -­
Spirin y Heitefuss 
no dan separación -­
ADN-ARM. 
Interfieren compues­
tos, 

Los tejidos requie-­
ren técnicas especi~ 
Hzadas. 

La fracción nuclear 
con el mayor campo 
nente y ta e loroplá~ 
tica con dos compo­
nentes menores. 

El ADN citoplasmá~ 
ca con mayor densi­
dad que el nuclear. 

ARNx en mcnccotile 
dóneas, especiatmeñ 
te en gramíneas, -= 
muy escaso en dice~ 
led6neas. 

El método remueve 
contamiriantes. 

Dos mue;:;.t-ra.c. · 



Lazar,G .(33) 1969 

Wilklnson, 9.(6&}¡970 

Ruppet.R;(51) 1964 

Pollard· (49) 
Cllfford, 

Wells.R,(66) 

Fracclonac\6n de -
de los ácidos nu-­
c le lcos. 

. . . . - . 
Extra6é:i6n'y cara'.C-:. 
terizácl6n de, ácidos 
6úC_i~i_c;~~;; '· · 

.--._- . ; .. ~ -

' -·" .º 

. <? ' ' ' <;(.~ 
- '~,' .. 

Cebada y t~ 
bac·o. 

Álgod6n. 

~dldos riuc.lelcC>~ en .Poro y "Pe"' 
ct'oropÍá~tos; ' ' . rr\tó; ' . . más Método 

--··--· 

Extrai:ct6n 
.acuosa. 

Extracción 
acuosa con 
soluciones 
isotónicas. 
Extraccl6n 
no acuosa, . 

Haber.u·. (22) 1963.. en cloroplas- Arroz, ta- Extracción 
baco, frijol no acuosa. 
y espinaca. 

tos. 

Dletllplrocarbona­
to como inhibldor 
de nucleasas, 

Mezcla fénol-cre­
sol. 
Sal hidrofOica pa 
ra el ARN y sal­
llpofOlca y quelan 
te para el ADN. -

á~id·~-s ,.;ucieicOS. 
b) 4-5% del total 
(ARNr, ARNm y 
ADN). 

En cebada el uso del 
DEP, de mayor ren­
dirr,lerltO. 
En tabaco, hay pérd_i 
da de ARNr. 

Extrae ARNr, ARNs 
y ADN en buena can­
tidad y grado de pu-­
reza. 

Mezcla fenol-SDS Fase fen6llca: 60% de 
e hldr6llsis en áci nucie6tidos, Fase a-
dci fórmico. 

Purifica. 

cuosa: ARN. No loe~ 
liza ADN en cloro-­
p lastos de hojas aduJ 
tas. 

Encuentra ADN en los 
cloroplastos, con va­
lores típicos, 

Antes de la ext l'"'a~ En preparados no --­
ci6n, remueve la acuosos el l\ON se -­
cromatina con de~ contaminu con la fra::_ 
xirrlbonucteasa. ción nuclear. 

Contaminación c:ito-­
plaHmática, presen-­
cia de alcohol y ribo 
nucleasas. 

Tabla 1 .- Resumen de tas lnvesttgaciones realizadas por diversos autores para la extracci6n 1 cuanllficaclón y 
caracterlzac16n de los ácidos nucleicos en plantas . 

...... - ~ - ....... ·-- ... 
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MATERIAL 

a) Semillas 

Se utilizan cuatro géneros de la Clase Angiospermae: 

Genero y especiP 

Agave celsi i (maguey) 

Agave potatorurn (maguey) 

Pisum sativum (chícharo) 

Vicia faba(haba) 

Zea mays (maíz) 

b) Reactivos 

Bicloruro de mercurio al 0.10% 

Procedencié\ 

Jardfn Botánico UNAM 

Jardfn Botánico UNAM 

Programa de Genética 

Programa de Genética 

Programa de Genética 

CNEN 

CNEN 

CNEN 

Monohidrato de 3-0-clorofenil-5-metil-4-isoaxil penicilina sódica al 

0.25% 

Celulasa 4000 U al 2% (p/v) (est~ril) 

Pectinasa al 2% (p/v) (estéril) 

Pectinasa al 4% (p/v) (estéril) 

EDTA (Titriplex III) O .10 M NaC1 O .15 M, pH 8 

NaOH 0.5 N 

Sodio-dodecil-sulfato al 25% (p/v) 

Perclorato de sodio, purificado 7 M 
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Mezcla de Sevag: c1oroformo:alcohol isoamílico 24:1 (v/v) 

Citrato salino estandard (SSC) pH 7 .o±o .2:cloruro de sodio 

O .15 M citrato de tri.sodio O .015 M 

Cloruro de sodio 6 M 

Soluci6n saturada de perclorato de sodio impuro (comercial) 

Ribonucleasa: se hace una soluci6n O .2% en cloruro de sodio O .15 

M pH 5.0, la soluci6n se calienta a so0 c por 10 mins., para evi­

tar la contaminaci6n con desoxi.rribonucleasa. 

Acetato de EDTA pH 7 .O : acetato de sodio 3 M EDTA 0.001 M 

Soluci6n acuosa de fenal: Fenal p.a. 500 gm, 8-Hidroxi.quinolina 5 

gm, agua destilada 55 ml, pH 7. O 

Alcohol etDi.co absoluto 

Alcol)ol iso-amDico 

Alcohol iso-propanol 

METO DOS 

Las semillas se desinfectan de la sigui.ente forma: , 

1 .- Se lavan primero con agua corriente y después en agua destilada. 

2 .- Se desinfectan con la solución de bicloruro de mercurio durante -

15 mi.ns. 

3. - Se lavan con agua destilada. 
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4. - Se dejan con agua destilada durante 24 hs, 

Para conseguir un 100% de desinfección se efectúa el siguiente -

tratamiento: 

1 . - Se lavan las semillas con agua destilada. 

2. - Se lavan con agua destilada estéril. 

3.- Se desinfectan con la solución de bicloruro de mercurio durante -

15 mins. 

4 • - Se lavan con agua destilada es té ri l. 

5 .- Se desinfectan con la solución de penicilina sódica durante 15 --­

mins. 

6. - Se dejan en agua destilada estéril durante 24 hs. en un recipien­

te cerrado. 

b) Siembra y colecta. 

Las leguminosas (chícharo, haba) se siembran en charolas de -

peltre, entre dos capas de algodón hómedo comprimido. Para mejo­

rar los resultados se esterilizan, el algodón y el agua. La gramínea 

(maíz) se' siembra de igual forma. 

El proceso para desinfectar las semillas de Agave sp (maguey) 

es el mismo que en las leguminosas, pero para la siembra se utili­

zan otros métodos! 
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1 • - Se siembran en charolas de peltre, entre dos capas de papel fil­

tro heimedo. 

2 .- Se siembran en cajas de Petri con una capa inferior de algod6n 

y papel manila heimedo, estériles. 

El período de germinación en leguminosas fue de dos días a --­

temperatura ambiente y de un día a 25°C. 

El período de germinación en la gramínea Zea mays (maíz) fue 

de 4-6 días a temperatura ambiente y de 36 hs. a 25°c. 

El período de germinación en ambos géneros del maguey, fue de 

10 días a temperatura ambiente .y de tres días a 25°C. 

En la colecta de los cuatro tipos de semillas, se utilizó la raíz, 

la plántula y en una ocasión los tallos j6venes, sin embargo el mate-­

rial de preferencia es la raíz en desarrollo, por su alto índice mitóti­

co y el incremento en la síntesis de proteínas (68, 3, 5). 

En Agave sp. se colectan plántulas de 1-8 días (evitando las par­

tes verdes) y frutos maduros de 4-6 meses, cuyas semillas proporcio­

nan mejores resultados. 

En Pisum sativum se colectan plántulas de 1-6 días, con meris­

temos y rarees jóvenes de' paredes muy delgadas. 

En Vicia faba se colectan plántulas de 2-1 O días. 

En Zea mays se colectan plántulas de 1-6 días. 
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Todo el material se coloca después, en la soluci6n salina de 

EDTA y para conservarlo se congela a -15ºc, durante un lapso de 

1-15 días, sin diferencia aparente en el rendimiento. 

c) Homogeneización 

Se efectúan dos métodos: enzimático y mecánico. 

En el enzimático se utilizan,cualquiera de las dos formas siguie~ 

tes: 

1 . - Se lava el material con agua des ti.lada estéril y se coloca en 100 

ml de alguna de las s0luciones enzim~ticas de celulasa o pectinasa, -­

manteniéndose en condiciones estériles durante tres días a temperatur·a 

ambiente o un día a 37°C. 

2. - El material se muele mecánicamente y se coloca en una soluci6n 

enzimática, durante una hora en baño María a 37°c, con agitaci6n sua 

ve. 

El material se recupera por centrifugación o filtración. 

Se añaden de 25 a 50 ml de soluci6n salina de EDT A. 

Se presiona a través de una malla de nylon de O .25 mm de diá-

metro. 

Se muele en el mortero y en ocasiones se pasa a través de cua 

tro capas de organdí. 

El homogeneizado se pasa a un matraz de tapón esmerilado. 
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En el método mecánico se elige una de las formas siguientes: 

1 .- Después de la colecta, el material se congela en hielo seco. 

Se muele en un mortero hasta obtener un polvo fino. 

SegCin la cantidad de tejido en gm/ hómedo se afíade EDT A en -

relación 2: 1 

Se presiona a través de una malla de nylon. 

Se pasa a un matraz de tapón esmerilado. 

2 .- Se muele el tejido en una licuadora con 25 ml de EDTA (rela-­

ci6n 2:1), durante 75 y 15 segs a velocidad alta y baja respectivame!]_ 

te. Para evitar la espuma se añaden unas gotas de alcohol isoamni-

co. 

Se pasa a un matraz de tapón esmerilado. 

Cuando los resultados en la homogeneización no son satisfacto-­

rios, los homogeneizados se filtran a travé.s de 2 o 4 capas de orga!]_ 

dí de algodón. 

d) Método de extracción de los ácidos nucleicos. 

Sobre una base fundamental que es el método de Marmur, el -

cual utiliza reactivos y métodos recomendados por algunos autores -

(3, 8, 24, 63, 71 ) se ensayaron madi ficac iones tendientes a adaptar­

lo en homocieneizados totales de plantas superiores (6). 

',F/" 
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1 .- De 2 a 3 gms de células húmedas se lavan una vez con 50 ml de 

EDTA salino. Por la acumulación de agua y tendencia a la vacuola-

ción en las células vegetales, se aumentó el peso en proporciones --

que lo multiplican por 1 o a 50, en los 25 a 50 ml de EDT A salino. 

2. - La lisis se efectúa por adición de 2 ml de SDS (sodio dodecil --

. o 
sulfato al 25%) y se coloca la mezcla en baño Marra a 60 C por 10 -

mins., después se enfría con agua de la llave a la temperatura am--

biente. Como resultado de la concentración celular el volumen se --

multiplicó de 1 O a 1 50 veces. 

3.- Se añade perclórato de sodio hasta alcanzar una concentración de 

1 M. En ocas iones se sustituyó el pe re lo rato de sodio purificado, 

por una solución de pe re lo rato de sodio impuro o una solución caneen 

tracia de cloruro de sodio 6 M. En la primera y en la segunda sus-

tituci6n se que rfa comprobar la efectividad de ambas soluciones, ---

puesto que los reactivos son más fáciles de obtener. 

4 .- Se agita la mezcla con un volumen igual de cloroformo:alcohol 

isoamnico por 30 mins. En algunas ocasiones se disminuyó el volu--

men de la mezcla y los resultados eran aparentemente iguales. 

5. - La emulsión resultante se centrifuga durante 5 mins a 8000 xg --

separándose en tres capas: una inferior de cloroformo, una media de 

proteínas y una acuosa superior. Se extrae la capa acuosa superior 



- 26 -

que contiene los ácidos nucleicos, los cuales se precipitan añadiendo 

dos vol6menes de etanol aproximadamente. 

6.- Los ácidos nucleicos se colectan utilizando una varilla de vidrio 

a la cual se adhieren. 

7. - El exceso de alcohol se elimina, haciendo presión de los filamen 

tos sobre e 1 vidrio. 

8.- Se transfierer:i a 10 ml de SSC diluído (0.1x SSC). Cuando -­

se han disuelto por completo, se ajusta la soluci6n a una concentra­

ción de 1 x ssé añadiendo solución concentrada de 1 Ox SSC. 

9. - Nuevamente se vuelve a agitar con un volumen igual de mezcla -

de Sevag por 15 mi ns. y se centrifuga repitiendo los pasos de 1 No. -

5 al 8 hasta que se hayan eliminado todas las proteínas, comprobán­

dolo al eliminar la fase intermedia después de centrifugar la emul-­

sión. 

10 .- El sobrenadante obtenido después de la serie de desproteiniza-­

ciones se precipita con etanol y se di luye en SSC (ce rea de O. 5 a -

O. 75 del volumen del sobrenadante). 

11 .- Se añade ribonucleasa a una concentración final de 50.A{gm/ml 

y la mezcla se incuba por 30 mins. a 37°C. Se elimina la enzima 

con mezcla de Sevag, hasta que en la 6ltima desproteinizaci6n haya 

poca o ninguna proteína en la fase intermedia. 
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12. - El sobrenadante se precipita con etanol y los ácidos nucleicos -

se disuelven en 9 ml 0.1x SSC. 

13.- Se añade 1 ml de acetato de sodio-EDTA y cuando la solución -

está completamente mezclada, se añaden O. 54 volómenes de alcohol -

isopropnico (35). 

14 .- El ADN precipita selectivamente en forma de filamentos en el -

fondo del vaso. 

15.- Si el ADN es suficiente, se redisuelve y precipita nuevamente.­

El precipitado final se lava y el acetato se elimina, incrementando -

progresivamente en un 70-95% el volumen, con alcohol etílico abso­

luto. 

16 .- Se obtiene nuevamente el preCipitado, se disuelve perfectamente 

en O .5x SSC y se lleva la solución a una concentración de 1x SSC -

por adición de 1 Ox SSC. 

En el método descrito se utiliz6 opcionalmente una solución de 

fenal acuoso + 8-hidroxiquinolina ya que Yolles (71) y Kirby (30) lo -

utilizan para una desproteinizaci6n completa. 

Es asr que en la secuencia anterior se puede sustitufr el paso -

No. 4 por los pasos 4a y 4b siguientes: 

4a.- Se añade un volumen igual al del homogeneizado, de una solu-­

ci6n acuosa de fenal. Se agita durante 24 hs a temperatura ambien-
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te con un mínimo de dos cambios a fenal fresco. 

4b.- Se centrifuga a 8000 xg, se elimina la fase fenólica y se añade 

un volumen igual de mezcla de Sevag. 

Como una comprobación de la obtención de nucleoproternas hi-­

drolizadas, mediante el uso de soluciones alcalinas diluídas se efec­

tuó la siguiente extracción (44): 

1 . - El material fresco se coloca en una solución al O. 5 N de NaOH 

incubándose por 1 h a 37°c. 

2. - La solución se acidifica con ácido acético glacial. 

3 .- Las nucleoprote(nas se precipitan por adición de dos voldmenes -

de a lcoho 1 e tn ico absoluto . 

Todos los experimentos realizados se resumen en las Tablas --

(del No. 2 al No. 9). 

De te rminaci6n de ADN por absorción de luz ultravioleta (u. v.): 

Se calculó el contenido de las soluciones y su pureza por absor 

ción de luz u.v. 

a) Cocientes de extinción de las soluciones: 

Se toman las lecturas de Densidad Optica (O. O.) en las longitudes 

de onda 260/280 m.A\ de las soluciones a un pH 7. 

b) Espectros de absorción: 
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Se toman las lecturas de D.O. en un rango de longitudes de onda 

que va de 220 a 310 m""'t en soluciones a pH 7, se grafica D.O. co~ 

tra longitud de onda y se obtt~,ri~ '~1' espectro de absorción de la solu 
, :-·,;''./~ ·~)~;~ ~~:;.:-,>: ~--·.,· 

ción.. . .•• > ;;:q,,~,0''.t;\~;t ·L·· 
··",.'." -- ·,_;te .... -- -

Una muestra de ADN con o.o. de 0.50 a o.so m1. en una solu--

- ción 1 x SSC ( 38 ) o O .1 x SSC ( 1 O) se somete a un proceso de des 

naturalización térmica, por incremento de la temperatura hasta 95°C 

en un portacubetas termoestabilizable adaptado a un espectrofotóme--

tro. Los cambios en la O. O. se leen a la longitud de onda de ab--

sorción máxima o sea a 260 m'i y mediante la siguiente ecuación --

se calcula el porcentaje de hipercromicidad (35): 

o.o. 100 
% Hpcm: t.v. 

- 1 

donde 
o.o. 

t.v. 

o.o. 
t.i. 

o.o. 
t. i. 

O.O. registrada a partir de la temperatura en que se in 
crementa dicha O.O. en intervalos de 2 a 3°C. 

=. D.O. registrada a temperatura ambiente 

Una vez que se han obtenido los porcentajes de hipercromía para 
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cada una de las temperaturas empleadas, éstos se grafican y en el -

trazo se localiza la media del porcentaje de hipercrom(a que corres-

pande a la temperab..Jra en la que la mitad de la cadena de ácido de-

soxi.rribonucleico se ha desnaturalizado. (30) 

r 
¡-
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RESULTADOS 

En los cuatro géneros descritos se ensayaron técnicas de lisis 

enzimática y mecánica, para la obtenci6n de homogeneizados y se so 

metieron a la técnica para extracci6n de ácidos nu::;leicos~ con las -

modificacione::: que ya se han mencionado. En las dos especies de -

leguminosas (chícharo y haba) y la gram(nea (maíz) se obtuvieron -­

muestras de ADN puro, en la agavácea (maguey) solo se obtuvieron 

nucleoproteínas fragmen~adas. 

Lisis enzimática: Empleando ce lulasa al 2% durante tres días, 

se obtuvieron muestras de ADN puro en haba, chícharo y maíz 

(Tabla 2). 

Al utilizar otros porcentajes de la misma enzima o de pecti.na­

sa, una mezcla de ambas o variaciones en la duración del tratamien 

to enzimático, los resultados fueron muy inferiores (Tabla 3-7). 

Lisis mecánica: Este tipo de lisis produjo la obtención de 

fragmentos de nucleoproteínas en la especie Agave potatorum del ma 

guey, sin la intervenci6n de una maceración enzimática. Al utilizar~ 

el mortero y la malla en la lisis, se obtuvo una homogeneización -­

parcial del tejido determinada por la presencia de numerosos frag-­

mentos y fibras del tej i.do. Por otra parte la homogene izc..:::-i.ón en -
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licuadora junto con la anterior, dió los resultados mencionados en la 

Tabla 9. 

En haba, chícharo y ma(z, la lisis con el mortero y la rnalla -

mostró ser efectiva cuando se utilizó después de la lisis enzimática, 

sin ésta los resultados fueron negativos. (Tabla 8). 

En los homogeneizados que se filtraron a través de las capas -

de organd( de algodón, se eliminaron las fibras vegetales satisfacto­

riamente. 

Plántulas: la variaci6n en la edad de las mismas, no dió dife­

rencias notables en los resultados. Hay que señalar Q.Je las caracte 

r(sticas del tejido de la agavácea parecen disminuir la efectividad del 

método y que las semillas de frutos inmadures de Agave proporci~ 

ron mejores condiciones para la obtención de resultados. 

Al utilizar NaCl04 7 M como agente desproteinizante, después­

de una lisis enzimática con celulasa al 2% y la lisis mecánica descrj_ 

ta, se obtuvieron muestras de ADN puro, pero al sustitufrlo con --­

NaC t o una solución saturada de NaCto
4 

impuro sólo se obtuvieron -

escasas nucleoprotefnas (Tabla 2). 

Una lisis enzimática con pectinasa al 2% en las condiciones -­

mencionadas y con NaCl04 7 M o con la solución saturada del NaCto4 

impuro como agente desproteinizante produjo escasas nucleoproteínas 



Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
_utilizada 

Congelación 
en EDTA 

Chícharo 

· 2-5 días 

Rafees 

si 

Chícharo Haba 

2-5 días 2-e días 

Rafees Rafees y 
tallos 

si si 

fv\.aíz Chfcharo Haba 

; .. ,;. ,' 

.4~ dfaS . .2 .días 1-'10 días 

::: ~,·, 
·¡_.Rafees Rafees Rafees 

si si si 

Desconge lactón temp.amb. temp.amb. temp.amb. temp.amb. 2 hs. 37°c temp.amb. 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecánica 

EDTA 

sos 

NaC104 o 
NaCl 

Mezcla de 
Sevag 

Celulasa 
2% 3 dfas 

Mortero 
Malla 

25 ml. 

15 ml. 

20 ml. 

30 ml. 

Celulasa. 
2% 3 dfas 

Mortero 
Malla 

25 ml. 

10 ml. 

27 ml. 

30 ml. 

Celulasa Celulasa Celula.Sa 
2% 3 dfas 2% 3 días 2% 3 días 

Mortero Mortero Mortero 
Malla Malla Malla 

25 ml. 25 ml. 25 ml. 

20 ml. 15 ml. 20 ml. 

50 ml. 20 ml. 50 ml. 

30 rnl. 30 mi. 30 ml. 

Obtención 
nucleoproteínas ** **** **** **** **** 

ADN puro 

Tabla 2. 

**** **** **** 
Experimentos en chícharo et'· sativum) y haba ~· faba) con celulasa al 2%. 
**** Nucleoproteínas suficientes para una purificación y obtención de ADN 
*** Escasas nuc1eoproteínas, insuficientes para purificación y obtención de ADN 
* * F.:scasas _!1Ucleoproteínas y depoltmerizadas. 

Celulasa 
2%.3 -dfas 

.. Mortero 
·MaÚa 

25 ml. 

20 ml. 

50 ml. 50 ml. 
NaCl 6M sol .sat. 

30 ml. 30 ml. 

!· 

! 
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Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
utilizada 

Congelación 
en EOTA 

Oesconge !ación 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecé.nica 

EDTA 

sos 

NaC104 o 
NaCl 

Mezcla de 
Sevag 

Obtención 
nucleoprotefnas 

Maguey 

Fru t< ,s inmaduros 
4-6 meses 

Semillas 

no 

no 

Celulasa 
2% 3 d(as 

Mortero 
malla 

25 ml. 

30 ml. 

70 ml. 
NaCl 6M 

30 ml. 

Celulasa 
2% 3 d(as 

Mortero 
malla 

25 ml. 

10 ml. 
al. 80% 

15 mi. 

70 ml. 

** 

Tabla 3.- Experimentos en maguey <!:· potatorum y!:· celsii) con .celulasa al 
2 'Yo y NaC104 o NaCl como agente desproteinizantc. 
* * Escasas nucleoprotefnas y depolimerizadas. 
-- No se obtuvieron nucleoprote(nas 



Planta (especie) Chícharo Haba Chícharo Haba 

Edad de 2 días 1-6 días 2-6 días 1-6 días 
plántulas 

Parte Raíces Rafees Rafees Rafees 
utilizada 

Congelación si si si si 
en EDTA 

temp.amb. temp.amb. 
Descongelación 1 h. soºc 35' a 5o0 c temp.amb. 37°C 

Li.sis Pee ti nasa Pee ti nasa Pectinasa Pectinasa 
enzimática 2% 3 días 2% 3 días 4% 3 días 4% 3 días 

Lisis Mortero Mortero Mortero Mortero 
mecánica malla malla malla malla 

EDTA 25 ml. 25 ml. 20 ml. 25 ml. 

sos 20 ml. 15 ml. 4 ml. 10 ml. 

NaCl04 o 50 ml. 12 ml. 7 ml. 65 ml. 
NaCl sol. sat. sol. sat. 

lv\ezcla de 30 ml. 30 ml. 50 ml. 30 ml. 
Sevag 

Obtención *** *:to'* 
nucleoprotefnas 

ADN puro 

Tabla 4.- Experimentos en chícharo <f'· sativum) y haba ~· faba) con pectinasa al 2% y al 4%. 
*** Escasas nucleoprote(nas, insuficientes para su purificación y obtención de ll.DN. 
--- No se 0btuvieron nucleoprote(nas. 
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Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
utilizada 

Conge laci6n 
en EDTA 

Desconge laci6n 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecánica 

EDTA 

SDS 

NaCl04 

Mezcla de 
Sevag 

Obtenci6n 
nuc leoprote ínas 

ADN puro 

Chícharo 

2-5 días 

Raíces ... 

si 

temp. amb. 

Celulasa 2% 
Pectinasa 4% 

1 d(a 

Mortero 
malla 

50 ml. 

4 ml. 

14 ml. 

60 ml. 

Haba 

1-3 ·días 

Meristemos 

Hielo seco 

temp. amb. 

Celulasa 2% 30' 
Pectinasa 4% 30' 

Mortero *H 

25 ml. 

20 ml. 

50 ml. 

30 ml. 

Tabla 5. - Experimentos en chícharo ~. sativum) y haba 0!.. faba) con celulasa 
al 2% y pectinasa al 4%. 

No se obtuvieron nucleoproteínas. 
*H En este caso el material se homogeneizó y después se degradó 

enzimáticamente. 

. i 



Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
utilizada 

Congelaci6n 
en EDTA 

Oesconge !ación 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecánica 

EDTA 

sos 

NaCl04 o 
Na¡'.:;l 

Mezcla de 
Sevag 

Obtención 
nucleoproteínas 

ADN puro 

temp. amb. 

Pectinasa 
23 4 dfas 

Mortero 
malla 

25 ml. 

20 ml. 

66 ml. 

46 mt. 

Maguey 

temp. amb. 

Pectinasa 
43 3 días 

Mcrtero 
malla:, organdí 

·! ' . ~ 

:TII •. 
· .. 

~l. 

1 h. 54°C 

Pectinasa 
43 3 días 

Licuado~a 

malla 

25 m!. 

100 ml. 

150 ml. 
NaCl 6 M 

100. ml. 

Tabla 6.- Experimentos en maguey ~· potatorum y ~· celsii) con Pectinasa al 2% 
y al 4% y NaCI04 o NaCl como agente desproteinizante. 
--- No se obtuvieron nucleoproteínas. 



Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
utilizada 

Congelación 
en EDTA 

Desconge laci6n 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecánica 

EDTA 

sos 

NaCl 

Mezcla de 
Sevag 

Obtención 
nucleoprotefnas 

ADN puro 

Chfcharo 

2 días 

mer:istemos 

si 

temp: ainb. 

Pectinasa 
10% 1' día 

Mortero 
malla 

50 ml. 

2 ml. 

10.5 ml. 
NaCl .5M 

65 ml. 

Chfcharo 

2 días 

meristemos 

si 

temp. amb. 

Pectinasa 
10% 1 dfa 

Mortero 
malla 

50 ml. 

2 ml. 

7 ml. 
NaCl 2M 

60 ml. 

Tabla 7 .- Experimentos en chícharo con pectinasa al 10% y NaCl como agente des­
proteinizante. 
--- No se obtuvieron nucleoprotefnas. 

• ( 



Planta (especie) Haba Chícharo 

Edad de 8 días 2-6 días 
plántulas 

Parte Raíces Rafees 
utilizada 

Conge lac i6n no no 
en EDTA 

Desconge laci6n no no 

Lisis no no 
enzimática 

Lisis Licuadora Mortero 
mecánica Mortero malla 

Malla 

EDTA 25 ml. 100 ml. 

sos 10 ml. 44 ml. 

NaCl0
4 

o 15 ml. 14 ml. 
NaCl 

Mezcla de 50 ml. 60 ml. 
Sevag 

Nucleoprotefnas 

ADN puro 

Tabla 8.- Experimentos en chícharo e!:'· sativum) ·y haba 0!.. fuba) 

sin lisis enzimática. 
--- No se obtuvieron nucleoproteínas. 



Planta (especie) 

Edad de 
plántulas 

Parte 
utilizada 

Congelación 
en EOTA 

Oesconge laci6n 

Lisis 
enzimática 

Lisis 
mecánica 

EDTA 

sos 

NaCl04 o 
NaCl 

Mezcla de 
Sevag 

Obtención 
nuc leoproteínas 

ADN puro 

Maguey 

Frutos inmaduros 
4-6 meses 

Semillas 

temp. amb. 

no 

· Licuadora 
mall, organdí 

25 ml. 

30 ml. 

20 ml. 
F 

100 ml. 

** 

si 

30 min. 60°C 

, no. 

Licuadora 
malla, organdí 

25 ml.' 

30 ml. 

15 ml. 

100 ml. 

*** 

si . 

h. 54°C 

no 

Lic•Jadora 
malla 

50 ml. 

20 ml. 

60 ml. 
N~CI 6 M 

no 

no 

no 

Licuadora 
malla, organdí 

50 ml. 

30 ml. 

15 ml. 
F 

100 ml. 

Tabla 9. - Experimentos en maguey (~. pocatorum y !':.· celsii) sin lisis enzimática y NaCl04 
o NaCl como agente desproteinizante. 
*** Escasas nucleoproteínas insuficientes para su purificación y obtanción de AON. 

* * Escasas nucleoprotefnas y depol imerizadas. 
No se obtuvieron nucleoprotefnas. 

F Se utilizó fenol para desproteinizar. 



Tabla 10 

Origen 
E26of290 'Yo l'/I de A-T (1 8) 

de la muestra 

P. sativum r.77 34.4 

v. faba 1. 72 33.9 

z. mays 1 .84 36~2 

A. eotatorum 

E. coli C19) 1 .. 405 28.0 

Timo de ternera C18) 1 .33 25~0 

La proporción de absorbancias a 260 y 280m 4 E
2 

. /E 
se ha determinado como una característica constante que60dep~~Q 
de de la proporción molar de los nucleótidos en el ácido nuclei­
co. Desde que se estableció (5) que las diferentes muestras de 
ADN de diferentes orígenes contienen la misma proporción mo-­
lar de adenina- timina por un lado y por el otro guanina-citosJ. 
na, es suficiente en principio, determinar la proporción ----'--­
A-T/G-C para saber la composición de la molécula, para se-­
guir la fraccionaci6n o para checar .la pureza de una muestra -
de ADN. 
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(Tabla 4). 

En el maguey la lisis enzimática con celulasa al 2% y la lisis -

mecánica en unión con el NaCl O 
4 

7 M dió escasas nucleoproternas y -

fragmentadas cuando se utilizó SDS al 80% (Tabla 3). Por otro lado, 

después de una lisis mecánica efectiva en el maguey y utilizando ----

NaCl o4 7 M se llegaron a obtener escasas nucleoproternas pero esta-

vez sin fragmentar, en cambio usando NaCl no se obtuvieron nucleo--

proteínas (Tabla 9). 

Mediciones espectrofotométricas en las muestras de ADN. 

1 .- Se determinaron los espectros ultravioleta en .1x SSC a::_ 20°c, 

pH 7 y a intervalos de 5 m-'\. Gráficas 1, 2 y 3. 

2. - Se obtuvieron las relaciones de absorbancia, mostradas en la Ta-

bla lQ, 

3. - Se desnaturalizó térmicamente la muestra de ADN de Vicia faba 

en las siguientes condiciones: 

Una muestra de concentración 23.4.-f.\9 de ADN/ml en 0.1x SSC, 

se sorneti6 a un aumento de tempe ral"Ura de 20°c a 92°C en un espec-

trofot6metro Zeiss con un portacubetas termoestabilizante. 

La muestra de ADN en solución O. 1x SSC presentó un punto de -

desnaturalización térmica de 69.5 ºe, Gráfica 5. 
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La misma muestra de ADN se llev6 a una concentración de ---

1 x SSC por adición de 1 Ox SSC, se desnaturalizó en la misma for-­

ma y se obtuvo un punto de desnaturalización térmica de 90 ºe !. 1 -

ºe, Gráfica 6. 

Debe señalarse también, que contrariamente a lo esperado (29) 

no se encontraron pr~ohlemas de contaminación con pigmentos. En -

las plantas los pigmentos antociánicos son solubles en el agua y los 

carotenoides solo lo son, en solventes orgánicos. Su presencia in-

terfiere en las mediciones de O.O. a 260ín4(Y se asume que la au-­

sencia de pigmentos fue posible,debido a que el cloroformo y el 

etanol los eliminaron satisfactoriamente (26, 34, 61 ). 
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DISCUSION 

Debido a que los métodos para extracción y cuantificación de --

los ácidos nucleicos fueron originalmente desarrollados para tejidos -

1 

animales, no es sorprendente que se tropiece con difióJltades en -

su adaptación a los tejidos vegetales. 

Los métodos para la extracción de los ácidos nucleicos se rela 

cionan directamente con el tejido (7, 29) y la utilidad de un método -

de extracción depende enormemente de la facilidad con la cual los ác_!. 

cos nucleicos pueden ser purificados después de su extracción. Por 

·la abundancia de materiales que interfieren en las determinaciones en 

los extractos, no se ha obtenido ning6n método general, para la ex--

tracción de ADN de doble banda o ARN polimerizado, o para el cálc~ 

lo directo del total de nucleótidos de los ácidos nucleicos en vegeta-

les (26, 34). En las plantas superiores los puentes intercelulares, -

el proceso de vacuolaci6n y acumulación de agua (3), las paredes ce-

lulares de celulosa y la presencia de sustancias que interfieren como 

contaminantes, impiden la libre separación celular, la obtención de 

nucleoprotefnas y la purificaci6n de los polímeros y de mon6meros -

(7, 17, 50). 

Las extracciones preliminares son necesarias para detener las 

í 
~··~l 
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actividades enzimáticas cuando se utilizan tejidos frescos y para eli­

minar sustancias como coenzimas, mononucleótidos solubles, fosfa-­

tos inorgánicos y carbohid ratos (23, 26). Estos hechos han ocasiona 

do que los tejidos se pretraten enzimática, mecánica o químicamen­

te. 

La digestión enzimática de los tejidos ha sido estudiada ampli~ 

mente, pe ro la cuantificación del grado de degradación de los mis-­

mas es difícil, aún cuando se han ido desarrollando métodos que la 

determinan, por ejemplo, midiendo la proporciór:i de clorofila en la 

suspensión celular (52). 

Sato (52) realiza un estudio sobre la maceración enzimática de 

tejidos vegetales, encontrando que el EDTA la facilita y que la con­

centraci6n óptima para efectuar la separación celular con pectinasa 

al 0.2%, pH 6.2 ~s de 0.001 M. 

Cherry (8) por otra parte, ha reportado que el ADN extraído -

con el método de Marmur presenta una gran cantidad de proteínas -

que no pueden ser removidas del extracto hasta que no se utiliza p~ 

pafna. 

Chayen (6) en un estudio sobre la distribución del ácido deso~ 

rribonucleico en homogeneizados de rafees de plantas superiores, S!:_ 

ñala que se obtienen resultados fundamentalmente iguales cuando se 
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ha efectuado la maceraci6n por fuerzas mecánicas o por el uso de -

pectinasa. 

Debido a que los principales puentes de unión entre las células 

vegelales son sales de calcio de ácido péctico o pectónico (52) y sus 

cápsulas de secresi.6n están constitu(das por moléculas de celulosa, 

se decidí6 utilizar: pectinasa y celulasa como modificación inicial al 

método de Marmur, para romper los puentes e hidrolizar la celulasa 

y la pectina. 

Las enzimas se adsorben en la superficie del sustrato y el gr~ 

do de digesti6n es proporcional a la cantidad de enzima adsorbida. -

Como en toda actividad enzim~tica, el pH afecta la actividad catalí -

tica habiéndose determinado un pH de 5.2-5.4 para la celulasa (45)y 

de 5. 5 para la pectinasa en presencia de EDT A (52). No obstante -

existen variaciones en el r}-l óptimo de acuerdo con la procedencia -

de la enzima y el tejido o especie vegetal que se utilice. El cloru­

ro de sodio estimula la separación, dependiendo de la forma y con-­

centración de los iones en los puentes celulares de las diferentes -­

plantas. 

Basándose en lo anterior, se utilizaron las enzimas menciona-­

das, en presencia de EDTA-salino y a un pH 5-6. Los mejores resu_l 

tados se obtuvieron en tejidos frescos sometidos al proceso, durante 
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tres días a temperatura ambiente y a una concentración de enzima de 

2% (Tablas 2y 4). 

Zaitlin y Cortrin (72) obtuvieron una separación celular con pe~ 

tinasa al O .2%, pH 5 en 1 h 30 mins y Sato (52) en pectinasa al O .4%, 

pH 5 en 3 hs. Se supone que los resultados obtenidos en el presen-

te trabajo se deben a varias razones, siendo la principal la siguiente: 

Sato (52) señala que la reacción catalítica es muy lenta si los espa--

cios intercelulares no se llenan con agua destilada. Un mecanismo -

donador de agua facilita la difusión de la mezcla enzimática en el 

sustrato celular y actúa como aceptar final del proceso introduciendo 

un grupo hidroxilo en el sustrato: 

R-x + H En:;:==~!!: R-En + xH 

R-OH + H En 
(hidrólisis) 

f H 

R-y + H En 
(transferencia) (45) 

Se piensa entonces, que el retardo en la actividad enzimática -

se debe a la falta de agua destilada en los espacios intercelulares, -

ya que en pruebas preliminares con diferentes porcentajes en las so-

luciones enzimáticas, a diferentes condiciones de temperatura y con 

agitación lenta los resultados fueron negativos. 
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La acci6n de la celulasa, al hidrolizar las moléculas de celulo­

sa fue más efectiva para los fines que se perseguran, ya que al rom­

per las cápsulas de secreci6n primarias, se deben haber liberado los 

componentes celulares. 

Es muy probable que exista un detrimento en el rendimiento --­

ADN/gm de tejido, puesto que este se mantuvo a un pH 5-6 durante 

tres días. Sin embargo, los resultados en las muestras (Gráficas 

1-6, Tablas 1 y 2) nos indican que la calidad es aceptable, sugiriéndo­

se que el método de digesti6n enzimática debe acelerarse introducien­

do agua al tejido, para obtener los mayores rendimientos en cantidad 

y calidad de acuerdo con el tejido, la edad de la planta y el grupo al 

que pertenece (52). 

Los resultados muestran que la actividad enzimática es positiva 

en determinadas concentraciones y condiciones (Tabla 2), atribuyéndo­

se el bajo rendimiento en el maguey (Tabla 3), a la presencia de su~ 

tancias contaminantes como los alcaloides, la gran cantidad de celuls: 

sa y de oxalato de Ca en sus tejidos. Al utilizar solamente lisis me 

cánica, hay un rendimiento casi negativo a no ser por la escasa ob-­

tenci6n de fragmentos de nucleoproternas, que indican la necesidad de 

otros tratamientos en los tejidos (Tablas 8 y 9). 

Como un complemento a la lisis enzimática se uti liz6 con resul 
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tados satisfactorios, la homogeneización en mortero, la eliminación -

de fibras usando mallas y en ocasiones capas de organdí. En las -­

pruebas previas, se vi6 que el tejido de las plántulas de maguey re­

sistía el tratamiento enzimático o mecánico, por lo cual se utilizaron 

tejidos embrionarios que se sometieron al método con los resultados 

ya mencionados (Tabla1;, 3 y 9). 

Para la cuan ti fi.caci6n de los ácidos nucleicos en plantas, se -­

han utilizado métodos que los extraen con soluciones frías o cali.en-­

tes de ácido di.luído (46, 54) o soluciones calientes de álcali. di.luído 

(53). Los autores que han utilizado estos métodos (34, 26, 23, 42, 

31) cuantifican el contenido de ácidos nucleicos en las plantas, por -

determinaci6n de los nucleótidos solubles en los extractos, mediante 

el empleo de espectrofotometría con luz u.v., pero estos métodos no 

sirven para obtener un ADN de doble banda o ARN, polimerizados y 

con actividad biológica. 

Se ha demostrado que las diferentes técnicas de extracción que 

emplean cambios en el pH o la adición de SOS más un agente des-­

proteinizantl! como el NaCl, el NaClo4 o el fenol, son las más ade­

cuadas para obtener los ácidos nucleicos en su estado nativo y con -

actividad biol6gica (8, 24, 26, 34). El método de Marmur reune las 

características n'1encionadas, que lo hacen susceptible de ser adapta-
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do a otros organismos aparte de los microrganismos a los que origi-

nalmente iba destinado (38). 

Tal método impli.ca en sus fases iniciales un tratamiento enzimá 

tico de las células, que en este caso se ha sustitu(do por celulasa y 

pectinasa. Además los reactivos que utiliza: SOS, NaC lo4 , cloro---

fo.rmo, etanol e! isopropanol son amplfamente recomendados en la lite 

ratura con opción de incluir en el método la solución acuosa de fenol 

(71 ). 

Al ensayar la hidrólisis alcalina (44) se obtuvieron filamentos -

depoli.merizados de acuerdo con la acción de la solución sobre los --

puentes de unión de las nucleoprote(nas (35). 

En las muestras de ADN se determinaron las relaciones de ab-

sorbancia, los espectos de absorción (Gráfi.ca 4) y en el ADN de 

V. faba se determinó el punto de desnaturalización térmica. Este -

6ltima prL1eba no se pudo efectuar en las otras dos muestras por di-

ficultades técnicas, sin embargo los datos que se obtuvieron en las 

sucesivas desnaturalizaciones indicaron un porcentaje máximo de hi-

percromfa de 32.2°1Y un 11Tm 11 de 69.5 ºe para la muestra en .1x -

SSC mientras que en la muestra dilu(da en 1x SSC se obtuvo un 

"Tm" de 90 ºe : 1 ºe con un porcentaje de hipercrom(a de 32 .4'Ya lo 

cual concuerda perfectamente con lo reportado por otros autores --

. ¡ 
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(10, 38) e indica la presencia de un ADN de doble banda, i.ntervinie~ 

do, en la diferencia de "Tm" el rango i6nico de la solución. (Gráfi-

cas 5 y 6). 

Además un buen indicio de la ausencia de ARN contaminante es, 

que en la determinación del "Tm" en 0.1 x SSC el aumento en la --­

O.O. se localiza en la región de los 25°-5o
0

c (30). 
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CONCLUSIONES 

Los resultados muestran que el método es efectivo, en homoge-

neizados totales de tejidos que han sido sometidos previamente a tra-

tamientos enzimáticos que rompen las cápsulas de secreción y en me 

nor grado a tratamientos que destruyen los puentes intercelulat'es 

(Tablas 1 y 3). 

De acuerdo con los autores (3, 30, 29) los tejidos requieren di 

ferentes modificaciones en los métodos para extracción de los ácidos 

nucleicos, hecho que sobresale al comparar los resultados en los g! 

neros estudiados: en haba (Y.faba), en chícharo Q:.sativum) y en --

maíz (3'.. mays) se obtuvieron muestras de ADN con el mismo método 

(Tabla 1). En el maguey (Agave spp.) el método fue aplicable en 

mucho menor grado (Tabla 2) y ciertas modificaciones en la lisis me 

cánica más la eliminación de la degradación enzimática, dieron resu_l 

tados parciales (Tabla 9) que indican la necesidad de cambios espec.f 

fices en el método, para ese tejido. 

En las muestras de ADN las relaciones de absorbancia (Tabla 

10) en espectrofotometría con luz ultravioleta dan una idea del grado 

de contaminación de la muestra (18, 23, 26, 63), en este caso pa--

rece que el grado de contaminaci6n es escaso. Además los espec--

tras de absorción, en las mismas condiciones de espectrofotometría 

. . ----
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presentan una curva característica y el pico de absorción se localiza 

en los 255-260 m ~ (5). 

El punto de desnaturalización térmica de la muestra de ADN -

de Y.. faba fue de 69. 5 ºe en . 1 x SSC con un porcentaje de hipercr5:: 

mía de 32 .2 % que concuerda con lo reportado por Chipcase (10) en 

las mismas condiciones de rango i6nico, o sea 37% para ADN de orj_ 

gen vegetal, específicamente en_.!:' .sativum. A mayor rango i6nico 

de la solución, es decir en SSC aumenta el punto de desnaturaliza-­

ción a ooºc :!: 1 ºe con un porcentaje de hipercromía de 32 .4%. Si 

se toma en cuenta que el ADN nativo o de doble banda presenta un -

40% para el promedio de máxima hipercromicidad, el incremento en 

la Densidad Optica como resultado de la desnaturalización térmica, -

indica. que la mayor parte del ADN es nativo y que el incremento en 

el punto de desnaturalización en la muestra de ADN diluída en SSC 

es resultado del aumento en el rango i6nico de la solución que le 

confiere mayor estabilidad a la molécula (38). 

El uso del NaClO 
4 

como agente desprote inizante mostró ser -­

más efectivo que el NaCl o la solución saturada del NaCl04 impuro 

(Tablas 1-91. El uso de la solución acuosa de fenal (29, 71) requi!:_ 

re en esté caso, más investigación puesto que las condiciones expe­

rimentales no permitieron obtener conclusiones definitivas. 
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