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Prélogo

El libro "T¢cnicas de investigacion en biologia molecular” pretende introducir las principales
técnicas que se aplican en la investigacion en biologia celular y molecular a una persona que comien-
za su trabajo en el laboratorio. Su contenido esta repartido en cinco bloques que presentan, de for-
ma resumida, la metodologia relacionada con los siguicntes temas: i) las propiedades de las
disoluciones acuosas, en relacién a su capacidad de tamponamiento, ii) las principales técnicas bio-
quimicas "clasicas" (espectrometria, cromatografia, electroforesis) de aplicacion en el anilisis de
proteinas, iii) la microbiologia y sus técnicas de cultivo, iv) la purificacion y anilisis de 4cidos nu-
cleicos y las nociones basicas de clonaje y manipulacion de DNA, y, v) la metodologia relacionada
con el estudio de las células de los organismos superiores.

Dada la amplitud y diversificacion que ha alcanzado hoy en dia la biologia molecular, nuestro
objetivo ha sido simplemente presentar algunas de las técnicas mas extendidas y universales dentro
de este campo. No sc pretende establecer todos los fundamentos tedricos en los que se basa cada
una de las metodologias sino desarrollarlas brevemente para pasar, de forma inmediata, a describir
las aplicaciones, utilidades y limitaciones que plantea cada una de cllas. Iin la medida de lo posible,
sc comparan las distintas técnicas entre si para establecer un criterio que ayude a escoger la meto-
dologia mas conveniente para cada aproximacion experimental.

Los destinatarios de esta obra son alumnos que descan introducirse en el mundo del laboratorio
de investigacion bioquimica. En concreto, estd ideado como texto de apoyo para cursos de forma-
cion de téenicos especialistas de laboratorio. En este sentido, pretendemos que cada uno de los te-
mas pueda scrvir como la introduccion nccesaria para un aprendizaje practico de laboratorio, donde
las técnicas descritas pasen al campo de la aplicacion cientifica.
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DISOCIACION DEL AGUA
Concepto del pH

DEFINICIONES

Las disoluciones son meczclas homogé-
neas de varias sustancias. Constan dc dos ent-
dades esenciales: ¢l soluto, que cs la sustancia
capaz de incluirse y estabilizarse dentro de la
estructura que forma cl disolvente. Las pro-
piedades de las disoluciones no son la suma de
las aportadas por soluto y disolvente, sino que
se generan caracteristicas fisico-quimicas (con-
ductividad eléctrica, capacidad térmica, etc.)
nuevas.

La cantidad de soluto dentro dc una diso-
lucién suele medirse en moles. Un mol co-
rresponde a la cantidad de sustancia que
contiene un Nimero de Avogrado de particu-
las. £l mol se define exactamente como el nu-
mcro de atomos presentes cn 12 gr del isétopo
12C de carbono y esta compuesto de un name-
ro de Avogadro (6,023 x 10*) de moléculas.
Por consiguiente, el peso de un mol de una
sustancia es igual al peso molecular expresado
cn gramos de dicha sustancia. LLas unidades de
expresion del peso molecular seran de g/mol,
denominadas daltons.

PROPIEDADES DISOLVENTES DEL
AGUA

Il agua es el medio en que estan dispersos
todos los componentes celulares, donde ocu-
rren las reacciones celulares y la transferencia
de energia quimica. Podemos decir que la vida
se originé mediante la adaptacién a sus carac-
teristicas espcciales como disolvente. En ¢l
agua, cada atomo de hidrégeno de una molé-
cula comparte un par electrénico con el dtomo
de oxigeno. La forma de los orbitales electro-
nicos externos del dtomo de oxigeno descri-
ben aproximadamente un tetraedro, con un
atomo de hidrogeno en dos vértices y electro-
nes sin compartir en los otros dos. El angulo
del enlace H-O-H es de 104,5° ligeramente
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menor a los 109,5° de un tetraedro perfecto;
los orbitales no enlazantes del atomo de oxige-
no comprimen ligeramente los orbitales com-
partidos por ¢l hidrogeno.

El nacleo del oxigeno atrae clectrones con
mas fuerza que el nacleo del hidrogeno; el oxi-
geno es mas clectronegativo. Por lo tanto ¢l H
y el O comparten los clectrones de forma des-
igual; los electrones suclen estar mas cerca del
atomo del oxigeno que del de hidrégeno. El
resultado es la formacion de dos dipolos eléc-
tricos en la molécula de agua, uno a lo largo de
cada enlacc H-O. La atraccién clectrostatica
resultante entre el atomo de oxigeno dc una
molécula de agua y el hidrogeno de otra molé-
cula origina un cicrto grado de ordenacion en-
tre las moléculas en una disolucién acuosa.
Estas interacciones, aunque no covalentes,
constituyen un tipo de enlace relativamente
fuerte, conocido como enlaces de hidrége-
no. Ll resultado de este hecho es que ¢l agua
ticne un cierto caracter polar, adoptando cn su
estado liquido una estructura parcialmente or-
denada.

ILa existencia de las fuerzas de interaccion
interna no covalentes en la estructura del agua
la capacita para disolver diversos compuestos.
Los mas solubles son los polares e i6nicos. Su
solubilidad se basa en la formacién de estruc-
turas hidricas cnvolventes alrededor de las sus-
tancias que disminuyen la encrgia global del
sistema. Ademas, cl agua es capaz de disolver
compucstos Organicos que presenten grupos
polares y sustancias anfipaticas, mientras que
las sustancias hidrofdobicas se disuelven con
mayor dificultad.

COEFICIENTES DIELECTRICOS DE

VARIOS DISOLVENTES
Hexano 1.9 | Acetona | 21,4
Benceno 2.3 | Etanol 24
Lter dietilico | 4,3 | Metanol | 33
Cloroformo 5,1 | Agua 80
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UNIDADES DE CONCENTRACION

Cada soluto es capaz de disolversc hasta
un cierto limite, de solubilidad, en un disol-
vente dado. Es muy importante conocer con
exactitud la concentracién, que es la cantidad
de sustancia (0 sustancias) presentes en una
cierta cantidad de disolvente o disolucion. Las
formas de expresion mas frecuentes son las si-
guientes:

Porcentaje en relaciones peso-volumen
(»/p), (p/v) o (v/v): numero de gramos (p)
o dec mililitros (v) de soluto por cada 100 gr (p)
0 100 ml (v) de disolucion.

Molaridad (M): nimero dc moles de soluto
en 1 litro de disolucion. Cuando el soluto se
expresa cn equivalentes, la concentracion que-
dara expresada como Normalidad

Fraccion molar: numero de moles de soluto
por mol de disolvente.

Partes por millén: nimero de g de soluto en
10° g de disolucion, es decir, mg soluto por kg
de disolucion.

Factor de concentracién: nimero de veces
de exceso de concentracion (namero de veces
que debe diluirse para obtener la concentra-
cion correcta).

IONIZACION DEL AGUA

El agua presenta un pequefio grado de io-
nizacion, segun cl cual genera iones hidronio
(H;0%) ¢ iones hidroxilo (OH). L.a reaccion
de disociacion del agua es una reaccion rever-
sible, en equilibrio, y por tanto se puede des-
cribir mediante una constante de equilibrio.
Por facilidad, sc emplea el simbolo H* en lugar
de H;O". Asi, la disolucién i6nica es un proce-

so de equi!ibrio que suele representarse:
H,0 < H' + OH

Segun la ley de accién de masas, ¢l equili-
brio pucde expresarse asf:
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K., = [H')[OH]
- [H,0]

La concentracién del agua pura es muy ele-
vada: (densidad/Pm = 55,5 M). Como la frac-
cién de moleculas disociadas es muy baja,
podemos considerar [H,O] constante y simpli-

ficar:
55,5xK,, = [H'][OH']

La constante de equilibrio del agua se ha
determinado empiricamente:

K, =1,8x10"°M

Asi:
55,5%(1,8x 107'°M) = [H'][OH]

Ky = 99,9%10'°= 1x107"*= [H")[OH]

Kw cl producto iénico del H,O. En condi-
ciones de ncutralidad, [H*] = [OH] = 10" M

Por tanto, la reaccidon de ionizacion del
agua solo afecta a un bajo porcentaje de las
moléculas de H,O (1 de cada 107)

finici

El pH es una representacion numérica
sencilla de la concentracién de H* en una diso-
lucion.

pH = log—%= _log 10[H"]
[H]

Iin una disolucion neutra, la concentracion
de protones es igual a la concentracion de io-
nes hidroxilo: [H*]=[OH] = 107 M. Por lo
tanto, cI pH de una disoluciéon neutra seria
igual a 7.
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ACIDOS Y BASES EN DISOLUCION

Se definen respectivamente a los acidos y
las bases como las sustancias que al disolverse
¢n agua sc ionizan generando respectivamentc
iones hidrogeno (H), o aceptandolos. Fl re-
sultado es quc en una disolucion acida, [H*] >
[OH] ya que el aporte dc grupos H* por ¢l 4ci-
do desplaza el equilibrio en ese sentido, mien-
tras que en una disolucion basica ocurre lo
contrario. Por tanto, cncontrarcmos valores
de pH < 7 en las disoluciones dcidas y pH > 7
en las disoluciones basicas.

Algunos acidos, como el clorhidrico, el
sulfirico o el nitrico, denominados comun-
mentc acidos fuertes, estan completamente 10-
nizados en disoluciones acuosas diluidas; las
bases fuertes NaOH y KOH también estan io-
nizadas complctamente. Sin embargo, los aci-
dos y bases débiles, esto es, que no se disocian
completamente son frecuentes en los sistemas
biolégicos y juegan papeles importantes cn el
metabolismo y su regulacion. El principal inte-
rés es que sus reacciones de protonacion/des-
protonacion son reversibles.

AH <A +H'

Donde AH actua como acido y A como
base.

Asi, cada acido disociado lleva asociada
una base; hablamos realmente de pares aci-
do-base conjugados.

Como la medida de la fuerza de acidos y
bases se establece en funcion de su capacidad
para ceder o aceptar protones, cuanto mas
fuerte es un acido, mas débil es su base conju-
gada, y viceversa.

La disociacion de acidos y bases es un sis-

tema en cquilibrio que pucde representarsc en
funcidn de la ley de accion de masas:

AH+H,0 & A +H,0"
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LLa constante que rige este equilibrio se de-
nomina constante de disociacion dcl acido.

Los acidos fuertes tienen altos valores
de Ka, y, por tanto valores mas bajos de

pK, (-logK)

Existe una rclacion sencilla entre la K, de

un acido y la K de su base conjugada:
pK, +pK, = 14
DISOLUCIONES TAMPON

l.os tampones son sistemas acuosos que
tienden a resistir cambios en su pH cuando se
afiaden pequenas cantidades de icido o base.
Su funcionamiento se basa en que ocurren dos
equilibrios a la vez en la misma disolucién: la
disociacion del agua en H' y OH y el equili-
brio del sistema de un acido y su base conjuga-
da. Sicmpre que se afade H* u OH" a un
tampon, el resultado es un pequeno cambio en
la razén de las concentraciones relativas del
acido débil y de su conjugado y, por tanto, un
pequenio cambio de pH. El descenso en la
concentracion de un componente del sistema
se equilibra cxactamente por un incremento
del otro.

Esencialmente, un sistema tampon consis-
te en la presencia conjunta de un 4cido débil y
su base conjugada en una misma disolucion y
en concentracioncs scmejantes. lLa curva de t-
tulacion de un icido tiene una zona relativa-
mente plana proxima al valor de su pK,. En
esta zona solo hay un cambio muy pequeno de
pH cuando se adicionan cantidades de H* u
OH: al sistema. Esta zona plana cs la region
tamponante del par acido-base del tampon.
En el punto medio de la regiéon tamponante,
en donde la concentracion del dador de proto-
ncs cs cxactamente igual a la del aceptor de
protones, el poder tamponante del sistema es
maximo. El pH en este punto de la curva de u-
tulacion es igual al valor de su pK..

La relacion cuantitativa entre pH, la accion
tamponante dc una mezcla de acido débil con su
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base conjugada, y el pKa del acido viene dada
por la ccuaciéon de Henderson-Hasselbalch que
se describe a continuacion:

AH
BA

acido débil:
Su sal:

AH & A + H Acido débil

+ -
BA —- B + A (lasal sc encuentra com-
pletamente disociada).

Aplicando la ley de accién de masas a la di-
sociacion del acido:

_ [A1[H;07]
[AH][H,0]

Considerando [H,O] como constante:

_ [AT[HT]
4 [AH]

 [AH])
(4]

K o [H'] = K,

Podemos asumir que [AH] es la concentra-
c16n total del acido, y que [A] es la concentra-
cion total de sal BA:

iz [acido]
[H] = Kax-——[sa”
en general [H+] = KﬂxM@:l
[donadorH"]
Es decir:
[sal]
H = pk_+log——"
! Pla g[acido]

FEcuacion de
HENDIERSON - HASSELBACH.

14

pH DE ALGUNAS DISOLUCIONES Y |

SUSTANCIAS NATURALES
pH =14  Sosa caustica NaOH 1M
pH =13 Lejia
pH =12  Amoniaco
pH =11
pH =10
pH=9 Bicarbonato
pH= 8 Agua marina, clara de huevo
pH = 7  Sangre, lagrimas
pH = 6  lLeche, saliva
pH= 5 Café
pH= 4  Cerveza, vino, zumo de tomate
pH= 3 Cola, vinagre
pH= 2  Zumo de limén
pH= 1 Jugos gastricos

Acido clorhidrico HCl 1M

Algunos criterios para elegir un tampon

El criterio de seleccion principal es que
cumpla con una buena capacidad amortigua-
dora en la zona de pH requerida. Suele consi-
derarse adecuado un rango de * 1 Unidad dc
pH alrededor del valor del pK,. Ademais, es
aconsejable que presente las siguientes propie-
dades:

1.Asequible con alto grado de pureza.

2.Soluble en agua e impermeable a las
membranas biologicas.
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3.Estable enzimatica e hidroliticamente.
4 No toxico ni inhibidor biologico.

5.Los complejos con los cationes deben de
ser solubles.

6.No debe absorber la luz de las regioncs
visible y ultravioleta.

TAMPONES BIOQUIMICOS MAS HA-
BITUALES. VALORES DE pK".

Fosfato (pKa,) | 2,12 | PIPES 6,8

Glicina 2,34 | MOPS T2

Citrato (pKa;) | 3,14 | Fosfato 7.21
(pKa,)

Carbonato 3,76 | Tricina 8,15

(pKa,)

Acetato 4,75 | TRIS 8,15

Citrato (pKa,) | 4,76 | Borato 9,24

MES 6,15 | Etanolamina | 9,5

Carbonato 6,36 | CAPS 10,4

(pKay)

Citrato (pKa,) 6,4 | Fosfato 12,3
(pKa3)

Tampones mas usados

Atendiendo a su tamponacion en diversos
rangos de pH, suelen emplearse, entre otros,
los siguientes sistemas: para pH acidos: acéti-
co/acetato, para pH ncutros: HEPES, MES,
Fosfato, carbénico/bicarbonato; para pH ba-
sicos: Tris, bicarbonato/carbonato.

Los fluidos intra y cxtracelulares de todos
los organismos multicelulares tienen un pH
caracteristico y casi constante, regulado por di-
versas actividades biol6gicas. Gracias a su con-
finamiento dentro de unos limites estrechos,
proximos a su pH optimo, las enzimas mantie-
nen su funcionamiento. D¢ hecho, la bajada
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de unas pocas décimas cn ¢l valor del pH de la
sangrc lleva a la mucrte del organismo. El prin-
cipal sistemas tamponante de Ia sangre es del
carbonico/bicarbonato. Il acido carbonico
csta sujeto a dos cquilibrios, uno ¢l acido/base
cuyo par conjugado es el bicarbonato, y otro el
de la disolucion del gas CO, que depende de la
presion parcial de CO» en la fase gascosa. De
csta doble manera el organismo es capaz de re-
gular finamente el valor del pH de los fluidos
biologicos.

MEDICION DEL pH EN EL LABORA-
TORIO

Papel indicador de pH

Una forma de medir el pH dc forma muy
sencilla, aunque poco exacta, es con papel in-
dicador. Este papel, en contacto con una diso-
lucién, cambia de color scgun ¢l pH del
liquido. Vienen provistos de una escala croma-
tica que permite comparar el color obtenido, y
asi determinar el pH.

pHmetros

Las dcterminaciones precisas del pH en el
laboratorio quimico o clinico se hacen con un
electrodo, que es una membrana de vidrio o
borosilicato que tiene una sensibilidad selecti-
va para los iones H* pero que es insensible al
Na*, K* y otros cationes. El electrodo de vi-
drio proporciona un potencial que depende di-
rectamente del pH de la muestra. El clectrodo
estd acoplado a un pHmetro donde se amplifi-
ca la senal del clectrodo y se compara con la
sciial generada por una solucion de un pH co-
nocido con exactitud.

El electrodo dc referencia proporciona un
potencial constante frente al que se compara el
obtenido con el electrodo indicador. El siste-
ma de referencia mas utilizado es ¢l Ag/AgCl
(plata/cloruro de plata). Su electrolito ¢s una
disolucion salina de clevada concentracion en
la que esta sumergido el elemento de referen-
cia. Los mis comunes suclen ser KCI 3 M y
KCI3M + AgClL
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ESPECTROFOTOMETRIA

RADIACION ELECTROMAGNETICA

La radiacion electromagnética supone una
propagacion de energia a traves del espacio en
ausencia de un medio "soportc" material. Tie-
ne una naturaleza ondulatoria doble, que com-
prende un campo magnético y un campo
eléctrico. Sus propiedades vienen definidas
por dos parametros relacionados inversamen-
te: la frecuencia y la longitud de onda. De
acuerdo con las longitudes de onda de cada os-
cilacion, la radiacion electromagnética puede
resultar en ondas de radio, luces infrarroja, vi-
sible o UV, rayos X o rayos gamma. Los dis-
untos tipos de radiaciones electromagnéticas
existentes, atendiendo a sus longitudes de on-
da, se indican en la figura.

Longitud de Onda

Rayosy Rayos X UV

Infrarrojo Ondas de radio

Visible

A pesar de su naturaleza oscilatoria, la ra-
diacion clectromagnética no puede ceder su
energia mas que en multiplos discretos de
energia denominados fotones, que se corres-
ponderian con diminutos paquetes de onda de
masa nula.

Cuando un atomo recibe encrgia externa,
sus electrones pueden pasar a estados excita-
dos donde algin electron habri saltado a capas
mas externas (de mayor energia). Existen dos
mecanismos fundamentales por los cuales
puede excitarse a un atomo. Uno es hacerlo
colisionar con otro atomo, de forma que po-
dra absorber parte de la encrgia cinética. El
otro es que absorba un fotén cuya energia sea
igual a la que necesita un electron para saltar a
una orbita de mayor energia. Incluso, si la
energia es suficientemente elevada, el electron
serd capaz dc saltar hasta el ultimo estado de
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excitacion, arrancado de la influencia del na-
cleo. En este caso cl atomo pasard a ser un ién,
un atomo con carga neta positiva. Por lo gene-
ral, los atomos excitados tienden inmecdiata-
mente a recuperar su estado basal, liberando ¢l
exceso dc energia en forma de emisién de un
foton, cuya energia sera igual a la diferencia de
energias entre ¢l estado excitado y basal. Los
distintos saltos de energia posibles segun las
energias de los orbitales que posea constituye
cl espectro de emision caracteristico de cada
nucleido (segun la energia algunos seran rayos
Ultravioleta (UV), otros luz visible, otros rayos
Infrarrojo (IR), etc.).

Todos los compuestos bioquimicos absor-
ben cnergia en alguna regidon del espectro de
radiacion electromagnética. La energia a la que
se produce la absorcion depende de los niveles
disponibles de energia electronica, vibracional
y rotacional de la molécula. Cuando la radia-
cion incidente tiene una energia igual al exis-
tente entre dos estados de cnergia
moléculas son capaces de absorberla. Antes de
que un nuevo fotdn sera absorbido, el estado
"excitado" debe perder su energia y volver al
estado de reposo.

las

Normalmente, dicha relajacion es rapida
(<102 scgundos) y ticne lugar mediante la ce-
sién de energia por vibraciones y rotaciones de
la misma molécula y, por colisiones con otras
moléculas (especialmente el disolvente). La
energia se cede al entorno en forma de calor.
La rapidez de dicha relajacion es tal que el na-
mcro de fotones absorbidos ¢s proporcional a
la intensidad de la luz y es constante a lo largo
del tiempo.

M -V, M
M*——> M + calor
La absorcion de la radiacion UV - visible
proviene de la excitacion de electrones enla-
zantes. En consecuencia, los saltos de energia
dentro de ese rango permitdos para una mo-
lécula van a depender de los tipos de enlaces
que se presenten en las moléculas en estudio.
Haciendo un barrido de un continuo de longi-
tudes de onda, aparecerd un patréon (un "es-
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pectro") cuya forma exacta va a depender de la
naturalcza de cada sustancia. Por tanto la es-
pectroscopia de absorcion es muy valiosa para
la identificacion de los grupos funcionales de
una molécula.

Sin embargo, la espectrofotometria de luz
UV — visible tiene una aplicaciéon ain mas am-
plia, que es la de poderse utilizar con finalidad
cuantitativa. Para ello, es necesario que la sus-
tancia cn estudio posea algin grupo capaz dc
absorber luz en dicha region. También se em-
plean sistemas que permiten modificar quimi-
camentc dicha sustancia de forma que absorba
luz a alguna longitud de onda determinada.

Iin algunas moléculas la pérdida de cnergia
del estado excitado por vibracion o rotacion
puede ser mas lento. En ese caso el estado ac-
tivado pucdc perder energia ademas mediante
la emision de fotones.

M*=> M + hv

Esta emision de luz puede ser de tipo fluo-
rescente o fosforescente: para que sc observe
fluorescencia la vida media dcl estado excitado
debe ser aproximadamente 107 segundos y
para fosforescencia 10 segundos.

Mientras quc todas las moléculas absorben
fotones, relativamente pocas fluorescen o fos-
forescen de forma significativa a temperatura
ambiente. Por eso dichas propiedades son par-
ticularmente uatiles para determinar compo-
nentes minoritarios en mezclas complejas. La
existencia dc moléculas fluorescentes ha per-
mitido desarrollar toda una serie de técnicas de
microscopia, de gran importancia en el ambito
de la bioquimica, que son la microscopia 6pti-
ca de fluorescencia, y, posteriormente, la mi-
croscopia confocal.

DETECCION ESPECTROFOTOME-
TRICA

Ley de Lambert - Beer

La relacion mas util en espectrofotometria
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de absorcidn se deriva de la combinacion de la
ley de Lambert, que dice que cada capa dc
igual espesor de un material absorbente, ab-
sorbe una fraccion igual de la radiacion que lo
atraviesa; y la ley de Becr, que establece que la
absorbancia de una solucion es proporcional a
la concentracion del soluto en la muestra. Se
expresa matematicamente como:

A = € x (soluto) x |

donde:
* 1= cs la longitud, en cm, dc la cubeta

* (soluto) = es la concentracion del solu-
to. Sc emplcan cubetas donde ¢l volu-
men de medida es fijo, de forma que la
relacion entre concentracion de soluto y
cantidad de soluto cs directa y sencilla.

* € es ¢l cocficiente de extincion molar
del soluto. Es una propicedad inherente a
cada tipo de molécula, y por tanto es un
valor empirico, distinto para cada sustan-
cia.

La ley de Lambert-Beer sélo se mantiene
vilida hasta un cierto valor de absorbancia.
Por encima de ese valor, la propia absorcion
impide que la luz incidente alcance por igual a
todo el recorrido de la cubeta, haciendo que se
pierda la linearidad de la relacion. Por tanto,
medidas de absorbancias superiores a 0,7 de-
ben ser ignoradas en determinacionces de con-
centracion.

El valor de absorbancia de la muestra (A)
depende de la relacion entre la intensidad de la
iluminacion incidente en el detector en ausen-
cia (I) y presencia (1) dc la muestra de acuer-
do con la férmula:

Luz incidente 1,

A = logl0
Luz transmitida I,

Asociado al concepto de absorbancia, se
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definc el de transmitancia, como la luz que al-
canza el detector.

La transmitancia (T) de la muestra viene
dada por: T = 1,/1,

La transmitancia puede tener cualquier va-
lor entre O y 1y se expresa a menudo como un
porcentaje (0 - 100%).

Por tanto, la transmitancia y la absorbancia
se relacionan mediante la siguiente férmula:

A = -logl10T
Elementos de un espectrofotémetro

Todos los espectrofotometros compren-
den los siguientes elementos:

a) Fuente de luz de longitud de onda apropia-

da. Las més comunes son de tungsteno -
halégenas para utlizar entre 350 y 900 nm,
y de deuterio para la region UV (200 - 400
nm).

b) Un monocromador o filtro 6ptico, que se-
lecciona la longitud de onda de interés.

¢) Un compartimento donde colocar la
muestra objcto de estudio. Inicialmente,
debe colocarse una muestra blanco en ese
compartimento; en algunos casos, existen
compartimentos separados para el blanco
y la muestra.

d) Un detector, normalmente un fotomult-
plicador, que mide la luz emitida por la
muestra.

e) Asociado al tipo de espectrofotémetro,
esta la eleccion de la cubeta. Generalmente

son de 1 cm de paso Optico y de 1 ml de
volumen. Son prismaticas, y el recorrido
de la luz se cfectia a través de 2 caras de-
terminadas. También existen cubctas de 3
ml y de 0,5 ml para acoplar muestras pre-
paradas cn volumencs difcrentes y que no
deban concentrarse o diluirse. Respecto a
la eleccion del material (vidrio, cuarzo o
plastico) vicne dictada por la longitud de
onda a la que se realiza la mediciéon (UV o
visible). S6lo el cuarzo permite la medicién
por debajo de los 360 nm. Para medidas
multiples de volumenes pequenos, pueden
realizarse determinaciones multples si-
multanecas en placas, donde el espetrofoto-
metro lce las absorbancias sobre una placa
de pocillos, en lugar de en una cubeta con-
vencional.

Posibilidades cuantitativas de las determi-
naciones espectrofotométricas

La mediciéon espectrofotométrica es una
técnica sensible y rapida muy adecuada para la
cuantificacion de biomoléculas en disolucion.
Si se emplea en su forma directa es una técnica
no desnaturalizante que permite cuantificar la
concentraciéon de proteinas y icidos nucleicos
mediante determinacién UV respectivamente
a 280 y 260 nm. Se han desarrollado técnicas
indirectas mucho mas sensibles, basadas en la
modificacion quimica de proteinas con com-
puestos que cambian sus propiedades Opticas
mediante la unién covalente a proteinas: cl
Bradford, el Lowry y el BCA, esencialmente.
La rapidez de estas detcrminaciones hace que
la deteccion espectrofotométrica sea la técnica
mas habitual, y casi la unica, de cuantificar de

METODOS ESPECTROMETRICOS DE DETECCION DE MACROMOLECULAS

Tipo de Técnica Longitud Rango de
molécula de onda deteccion
Métodos no modificantes | Proteinas Angy uv 10 ug
: Acidos
nucleicos Aago LA S Hg
Métodos modificantes Proteinas Bradford Visible 1 ug
Proteinas Lowry Visible 1 pg
Proteinas BCA Visible 1 ug




TECNICAS DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR

forma sensible, ripida y fiable la concentra-
ciéon de una disolucién que contenga protei-
nas. Para mejorar la precision del método,
siempre se emplea un estindar (generalmente
de albumina) para realizar una recta patrén de
referencia sobre la cual interpolar los datos
empiricos de absorbancia.
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CROMATOGRAFIA

EL REPARTO EN CROMATOGRAFIA

Un objetivo esencial de la bioquimica es la
separacion de los compuestos biologicos. La
cromatografia es una de las técnicas mas efec-
tivas para realizar este proposito, cuyo nombre
hace referencia al uso para el que inicialmente
se destind, que fue la separacién de pigmentos
vegetales. Existen muchos tipos de cromato-
grafia -de adsorcion, de reparto, de intercam-
bio iénico y de tamiz molecular- y muchas
técnicas especializadas para usar estos diferen-
tes tipos -cromatografia en columna, en papel,
de capa fina y de gases. Cada uno de estos ti-
pos explota las propiedades de las macromolé-
culas con el fin de poder realizar una
separacion efectiva. Ademas, algunas técnicas
cromatograficas también pueden utilizarse
como técnicas de analisis.

En general, la cromatografia es una técnica
de separacion en la que las sustancias se colo-
can en un sistema que consta de dos compo-
nentes distinguibles por métodos fisicos -una

fase mévil o y otra estacionaria- y las dife-
rentes moléculas se separan debido a diferen-
cias de distribucion o reparto entre las dos
fases citadas. El movimiento relativo de cada
molécula es el resultado de un equilibrio entre
la fuerza de transmision (es decir, el movi-
micnto de la fase movil) y las fuerzas de reten-
cion. Este fenémeno viene descrito por el
coeficiente de reparto, o sea, la tendencia re-
lativa del soluto va a disolverse o migrar hacia
las dos fases.

Dos casos tipicos de cromatografia de re-
parto son la cromatografia en papel y la de
capa fina. En los dos casos el reparto se esta-
blece entre una fase mévil y una fija, que sucle
ser el agua, que estd adsorbida a una matriz
inerte. La cromatografia de reparto también
puede realizarse en columnas, utilizando una
matriz que no adsorba los solutos. Los mate-
riales de soporte mas corrientes son la tierra de
diatomeas (Celita), el gel de silice, la celulosa
en polvo y algunos dextranos que forman tra-
mas (Sephadex). Probablemente el método
mas corriente para contener la fase estaciona-
ria 0 soporte es una columna. Una columna
cromatografica consiste en un tubo que se lle-
na con el material de la fase estacionaria, mas
un disolvente. A continuacion se coloca un pe-
queno volumen (es decir, una capa delgada) de

TIPOS ESENCIALES DE CROMATOGRAFIA

Nombre

Base de la separacion

Subtipo

Cromatografia de
reparto
(liquido o de gases)

Fase normal (fase

Solubilidad estacionaria apolar)

Fase reversa (fase

REPARTO . .
estacionaria polar)
Filtracién molecular | Penetracién en poros
de tamaiio definido
Intercambio i6nico Interaccion elec- Catiénica
DE INTERAC- trostatica Anioni
CION niénica

Cr. de afinidad

Afinidad biolégica

Cr. de adsorcién

Inespecifica
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la muestra sobre la fase estacionana, y se le
deja penetrar en la columna. El cromatograma
se desarrolla entonces dejando fluir un disol-
vente (la fase movil) a través de la columna.
Este tltimo proceso recibe el nombre de elu-
cion de la columna. Segin se van moviendo
las diferentes sustancias a través de la colum-
na, se van separando y aparecen en el eluido
cuando ha atravesado la columna una cantidad
determinada de liquido. El volumen total de
material de la columna, tanto sélido como li-
quido, recibe el nombre de volumen del lecho.
El volumen de la fase movil es el volumen va-
cio o de retencion. La cantidad de liquido que
debe afiadirse para producir un pico de un so-
luto concreto en el efluente se llama volumen
de elucién.

La forma en la que se prepara el lecho de
una columna se denomina empaquetamien-
to. Es muy importante que el lecho sea homo-
géneo y no presente burbujas, grietas o
espacios entre las paredes. El efecto normal de
este acanalamiento es la distorsién del patron
de elucioén, de forma que una sustancia aparece
en picos multiples, asi como el engrosamiento
de los picos. Ello es el resultado del movi-
miento ripido de la fase movil a través de la
columna en estas desigualdades, y el restable-
cimiento del reparto o la adsorcién en un nue-
VO punto.

Elucion

El liquido que abandona la columna (el
efluente) se recoge, por lo general, en fraccio-
nes discretas utilizando un colector automati-
co. Los componentes que ya estin separados
se encuentran e identifican titulando alicuotas
de cada fracciéon -haciendo mediciones espec-
troscopicas, pruebas quimicas, de radiactivi-
dad, etc. En los casos en que el anilisis se
realiza midiendo la absorcidn de la luz, se uti-
liza un espectrofotémetro de registro conti-
nuo. La muestra pasa a través de un tubo antes
del fraccionamiento, se mide la absorbancia en
la longitud de onda apropiada y se representan
los valores en un registrador grafico de forma
continua.
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Las columnas pueden scr eluidas de tres
formas: el método mas sencillo consiste en un
flujo continuo del disolvente a través de la co-
lumna. Este método es de uso corricnte en la
cromatografia de intercambio idnico y en la
cromatografia en gel.

La eluciéon discontinua se utiliza, en ge-
neral, cuando la columna funciona con propo-
sitos preparativos. En este caso, la columna se
eluye con una serie consecutiva de disolventes.
Este método tiene la ventaja de que se pueden
disponer las condiciones de forma que un ma-
terial concreto pueda eluirse en un volumen
bastante pequeno.

El tercer método es la eluciéon en gra-
diente, que consiste en cambiar la relacién de
dos disolventes o en elevar la concentracién
de uno o mis de los componentes del disol-
vente (p.e., la concentracién de sales). Este al-
timo método es el mas utilizado en las
columnas de adsorcién y de intercambio i6ni-
co.

CROMATOGRAFIA EN PAPEL

La cromatografia en papel es un tipo de
cromatografia de reparto, en la que el soporte
de celulosa es simplemente una hoja de papel.
La celulosa contiene una gran cantidad de agua
enlazada, incluso cuando ha sufrido procesos
de deshidratacién con lo cual el agua entra en
el proceso de separacion. De hecho, el reparto
tiene lugar entre el agua y la fase movil.

Método experimental de la cromatografia
en papel

Acompanando a las diferencia entre los ti-
pos de soporte (columna o papel) también tie-
ne lugar un cambio en las metodologias. En la
cromatografia en papel no hay eluyente y las
sustancias se distinguen entre si por sus posi-
ciones relativas en el papel después de que el
disolvente ha recorrido una distancia dada.

Se coloca un volumen pequedio (del orden
de algunos pl) de la disolucién de la mezcla
que se debe separar, en un punto marcado en
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una tira u hoja de papel y sc seca. El punto de-
fine el origen. A continuacion, el papel se co-
loca en una camara ccrrada y uno de sus
extremos se sumerge en un disolvente apro-
piado (la fase movil). La capilaridad arrastra al
disolvente a través del papel y disuelve la mez-
cla cuando pasa por el origen, con lo que los
componentes se mueven en la direccion del
flujo del disolvente.

Una variante muy util es la cromatografia
bidimensional en papel. En este método, des-
pués de haberse realizado la cromatografia en
una direccién, se seca el papel y se vuelve a
cromatografiar en angulo recto con respecto a
la direccion original del flujo, utilizando un di-
solvente diferente. De esta forma las sustan-
cias se separan en funcién de dos criterios
distintos, aumentando enormemente la reso-
lucioén de la técnica.

Deteccion e identificacion

Las manchas en los cromatogramas de pa-
pel pueden detectarse por su color, fluores-
cencia, por las reacciones quimicas que tienen
lugar tras pulverizar el papel con distintos
reactivos, o por la radiactividad de las manchas
utilizando peliculas de rayos X. La identifica-
cién se basa, por lo general, en la comparacion
con un estandar de R; conocido o por elucion.
En caso necesario puede llegarse a eluir cada
mancha revelada, recortindola y sumergiendo
el papel en un disolvente apropiado. Este pro-
ceso permite, ademads, cuantificar las molécu-
las resueltas en la cromatografia.

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

La cromatografia en capa fina (TLC, "thin-
layer chromatography") se desarroll6 a partir
de la cromatografia en papel adaptando otro
tipo de materiales, distintos de la cclulosa, de
mayor utilidad con sustancias apolares. A nivel
técnico, la cromatografia en capa fina tiene las
ventajas de la realizada en papel pero amplian-
do su utilizacién a otros materiales, incluyendo
sustancias inorganicas como el gel de silice,
6xido de aluminio, tierra de diatomeas y silica-
to de magnesio y sustancias organicas como la
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cclulosa, poliamida y polictileno en polvo. La
fase estacionaria suele ser una lamina de unos
0,25-0,5 mm de adsorbente extendida de for-
ma uniforme sobre la superficie de una placa.

En lo referente al desarrollo cromatografi-
co, las placas se tratan como en la cromatogra-
fia en papel. La muestra se aplica con una
micropipeta y se seca. La placa de TLC se co-
loca en una camara que contiene un disolvente
y se desarrolla por cromatografia ascendente.
Cuando cl frente del disolvente ha alcanzado
casi el extremo superior, se quita la placa de la
camara y se seca. Una vez seca la placa puede
volverse a cromatografiar en una direccion
perpendicular con un segundo disolvente para
trabajos bidimensionales.

Las manchas se localizan, al igual que en la
cromatografia en papel, por su color natural,
por fluorescencia, o pulverizando reactivos,
que al reaccionar con las sustancias que se en-
cuentran en las manchas, producen una reac-
cién medible. Pulverizados de este tipo que se
utilizan normalmente son la ninhidrina para
los aminoacidos, la rodamina B para los lipi-
dos, el cloruro de antimonio para los esteroi-
des y terpenoides, el dcido sulfirico mas calor
para casi todas las sustancias organicas (produ-
ce carbonizaciones), permanganato potasico
en dcido sulfurico para los hidrocarburos, va-
por de bromo para las olefinas, y asi sucesiva-
mente. El material puede eluirse del
cromatograma rascando el adsorbente y elu-
yendo el polvo con un disolvente apropiado.
Esta variacion es especialmente atil para deter-
minaciones cuantitativas cuando la sustancia
que se esta separando estd marcada radiactiva-
mente.

La cromatografia en capa fina se usa exten-
samente porque, comparada con la cromato-
grafia en papel o en columna, ofrece las
siguientes ventajas: un mayor poder de resolu-
cion debido a que las manchas son mas peque-
fias, una mayor velocidad de separacion, un
mayor numero de posibles adsorbentes, una
deteccion ficil y posibilidad de aislamiento de
las sustancias a partir del cromatograma.
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CROMATOGRAFIA DE GASES

En los tipos de cromatografia de reparto
descritos hasta ahora, la muestra es arrastrada
por una fase mévil liquida sobre una fase esta-
cionaria liquida, en la que el liquido estd inmo-
vilizado por adsorciébn o absorcion a un
soporte sélido. En la cromatografia de gases
(GLC, "gas-liquid chromatography") la fase
movil es un gas; la fase estacionaria es un liqui-
do adsorbido a la superficie interna de un tubo
o columna (funcionamiento tubular o capilar)
o a un soporte solido (funcionamiento en co-
lumna empaquetada) como la terra de diato-
meas, teflon en polvo o finas cuentas de
vidrio. En general, el liquido se aplica como un
solido disuelto en un disolvente volatil. La
muestra, que puede ser cualquicr compuesto
capaz de ser volatilizado sin sufrir descompo-
sicién, se introduce como liquido con un gas
inerte - helio, argén o nitrégeno - y a continua-
cion se calienta. Esta mezcla gaseosa pasa a
través de un tubo. En el funcionamiento en
columna empaquetada el tubo tienc 1 a 20 me-
tros de longitud y 0,5 cm de diametro. En el
método capilar la longitud es de 30 a 100 me-
tros. Para conseguir resoluciones muy eleva-
das, se utilizan sistemas capilares de dos
kilémetros de tubo. Los compuestos vaporiza-
dos se redistribuyen continuamente entre la
fase movil gaseosa y la fase estacionaria liqui-
da, de acuerdo con sus coeficientes de reparto
y son, en consecuencia, cromatografiados. Al
final de la columna se usa un detector apropia-
do, que va a indicar el orden de salida de los
distintos compuestos que se separan. Si se in-
dican con precision las condiciones cromato-

graficas (flujo de gas, temperaturas, etc), la
salida de cada molécula se producira tras un
tempo determinado, cuyo valor sirve como
parametro de identficacion al utilizar la cro-
matografia de gases como técnica analitica.

Con la cromatografia de gases se consi-
guen excelentes separaciones. La velocidad y
la sensibilidad son extraordinarias, siendo de-
tectables cantidades del orden de 10°'* gramos
para muchas sustancias. Debido a que la rapi-
dez del revelado de los cromatogramas depen-
de de la velocidad de difusion entre las fases
movil y estacionaria, y debido a que la veloci-
dad de difusién de los gases es mucho mayor
que la de los liquidos, el cromatograma de ga-
'ses puede ser realizado unas mil veces mis ra-
pido que el equivalente en la cromatografia
liquida en columna, Por consiguiente, las sepa-
raciones pueden obtenerse, con frecuencia, en
menos de un minuto.

Su principal utilizacién con muestras bio-
logicas es la separacion de alcoholes, ésteres,
acidos grasos y aminas. Por lo tanto, es de una
gran utilidad en el estudio del metabolismo in-
termediario y en el analisis del mecanismo de
accion de las enzimas. Se ha utlizado en gran
escala para identificar los componentes aro-
matizadores de los alimentos y vinos y para la
deteccién de pesticidas en materiales biolégi-
cos.

CROMATOGRAFIA EN GEL

La cromatografia en gel (que algunas veces
recibe el nombre de cromatografia de tamiz

VENTAJAS DE LA CROMATOGRAFIA DE REPARTO EN CAPA FINA SOBRE LA
CROMATOGRAFIA EN PAPEL

- Fase estacionaria muy finamente di-
vidida

- Mayor rapidez de desarrollo

- Aumento de superficie entre fases
mévil y estacionaria

- Mayor eficacia de separacién

- Ausencia de estructura fibrosa

- Menor difusién de los solutos

- Mayor resistencia a disolventes

- Mayor versatildiad
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molecular) es un tipo espccial de cromatogra-
fia de reparto, en la que la separacion se basa
en el tamano molecular.

La cromatografia en gel se basa en el uso
de unas particulas esféricas muy finas de una
sustancia inerte, quec conticnen poros muy pe-
quenos. Estas particulas se empaquetan en una
columna cromatografica. Si se hace pasar una
disolucion con moléculas de distintas dimen-
siones a través de la columna, las moléculas
con un tamafio mayor que el de los poros se
moveran solo en el espacio que queda entre las
particulas, y por lo tanto, no sufrirdn retraso en
su recorrido a través del material de la colum-
na. Sin embargo, las moléculas con un tamario
menor que el de los poros difunden hacia el in-
terior y el exterior de las particulas con una
probabilidad que aumenta a medida que dismi-
nuye el tamafo molecular. Debido a ello, su
movimiento de descenso a través de la colum-
na se hace mas lento. La probabilidad de pene-
tracion es el factor principal que determina la
velocidad de movimiento a través de la colum-
na, puesto que el material que forma las parti-
culas (es decir, el gel) no adsorbe las
moléculas. Por lo tanto, las moléculas son elui-
das de la columna por orden de tamafios de-
crecientes.

En general, el tamafo de las macromolé-
culas esta en funcién de su peso molecular,
por lo cual la cromatografia en gel suele sepa-
rar moléculas de forma ordenada segun sus
pesos moleculares. Esta afirmacion deja de ser
cierta cuando se comparan proteinas con pe-
sos moleculares parecidos pero de formas
geométricas muy distintas (p. ej. globular y ci-
lindrica), en cuyo caso salen retrasadas las mo-
léculas cuyo avance se retrasa por introducirse
en los poros de las particulas.

En un analisis detallado de la cromatogra-
fia en gel, queda muy claro que este efecto es-
térico, aunque es el principal factor, no explica
por si solo ¢l comportamiento cromatografico
de todas las moléculas. Otro factor importante
es la carga de la molécula, aunque ésta se ma-
nifiesta sélo en condiciones de baja fuerza i6-
nica, en las que las moléculas pequenas,
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fuertcmente cargadas, parecen quedar cxclui-
das de los poros, independientemente de que
su tamafio sca lo suficientemente pequefio.
Este efecto sc debe, con probabilidad, a la re-
pulsion electrostatica entre las moléculas, que
limita el nimero de moléculas en un poro en
cualquier momento dado. De igual manera los
fenémenos de adsorcion, y los de difusion, in-
fluyen sobre la migracion de cada molécula.

Tipos de geles

Los geles o resinas que sc utilizan como ta-
mices moleculares constan de polimeros en-
trecruzados inertes, que no se unen ni
reaccionan con el material analizado y que no
deben presentar carga eléctrica. El espacio del
interior del gel esta ocupado por un liquido
que rellena la mayor parte del gel.

Los geles de uso corriente son de tres ti-
pos: dextrano, agarosa y poliacrilamida. Se uti-
lizan para disoluciones acuosas.

El dextrano es un polisacarido que puede
prepararse con diversos grados de entrecruza-
miento para controlar el tamano del poro.

La agarosa es un polimero lineal de galac-
tosa que se disuelve en agua hirviendo y forma
un gel cuando se enfria. La concentracién del
material en el gel determina el tamafio de los
poros que son mucho mayores que los de Se-
phadex. Debido a ello, es util para el analisis o
la separacion de grandes proteinas globulares
o grandes moléculas lineales como el DNA.

Los geles de poliacrilamida se preparan en-

trecruzando acrilamida con N, N ‘'metilén-bis-
acrilamida. En este caso el tamafio de poro
también viene determinado por el grado de
entrecruzamiento. Tienen la ventaja sobre los
dextranos de poder obtenerse en un amplio
margen de tamanos de poro.

El tamario de poro determina el margen de
pesos moleculares en los que tiene lugar el
fraccionamiento. Cada tipo de particula viene
definido por un tamafio de poro, que define el
rango de moléculas que cada gel es capaz de
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resolver. Basicamente, establece una grada-
cioén entre las proteinas cuyo tamario les per-
mite entrar libremente entre los poros, las que
nunca entran debido a su excesivo volumen, y
las de tamario intermedio entre esas dos situa-
ciones.

Ademais, los granulos de gel vienen en di-
versos tamafios: grueso, medio, fino y superfi-
no. Cuanto mayor es el tamafio, mayor es la
velocidad de flujo y menor la resolucién. Por
lo tanto, sc utiliza el granulo superfino si se
precisa una resolucién méxima (por ejemplo,
para un trabajo analitico). El grinulo fino se
recomienda para la mayoria de los trabajos
preparativos en los que las columnas son bas-
tantes largas y la velocidad de flujo es de cierta
importancia.

Estimacién del peso molecular

Se ha observado, con distintos tipos de ge-
les, que la representacién de la migracién en
funcién del logaritmo del peso molecular da
como resultado una linea recta dentro de unos
ciertos margenes.

Para determinar un peso molecular desco-
nocido sélo hay que incluir algunas moléculas
de peso molecular conocido con los cuales se
puede definir la linea recta, calculindose en-
tonces el valor del peso molecular de la mues-
tra problema por interpolacion. La precisién
de suele ser del orden de * 10%.

La determinacién de la distribucién de pe-
sos moleculares es, con frecuencia, importante
en la caracterizacién de polimeros naturales y
sintéticos y puede realizarse mediante la cro-
matografia en gel. Su principal ventaja compa-
rada con otros métodos fisicos, como la
centrifugacion es que no es necesario partir de
preparaciones tan puras y que es posible deter-
minar la distribucion midiendo simplemente la
cantidad de sustancia en funcién del volumen
de elucién.

CROMATOGRAFIA DE INTERCAM-
BIO IONICO

Un intercambiador i6nico es un sélido
que tiene enlazados quimicamente grupos car-
gados, a los que se unen iones por fuerzas elec-
trostaticas; puede intercambiar estos iones por
iones de una disolucién acuosa. Gracias a estas
propiedades, los intercambiadores idnicos
pueden utilizarse en columnas de cromatogra-
fia para separar moléculas de acuerdo con su

carga.

El principio basico de la cromatografia de
intercambio i6nico es que las moléculas carga-
das se adsorben a los intercambiadores de for-
ma reversible, de modo que dichas moléculas
pueden ser unidas o desunidas cambiando el
ambiente i6nico. La separacion mediante
intercambiadores i6nicos se realiza, por lo ge-
neral, en dos fases: en la primera, las sustancias
a separar se unen al intercambiador utilizando

TIPOS DE RESINAS MAS UTILIZADAS EN LA CROMATOGRAFIA EN GEL

COMPUESTO QUIMICO | NOMBRE COMERCIAL | RANGO DE SEPARACION
(KDa)
Dextrano Sepadex G-25 1000 - 5000
Dextrano Sepadex G-75 3000 - 70000
Poliacrilamida Bio-gel P-2 200 - 2000
Poliacrilamida Bio-Gel P-150 15000 - 150000
Agarosa Sepharosa 4B 3-10°- 3-10¢
Agarosa Bio-Gel A-15 M 30000 - 15-10¢
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condiciones que originan una unién fuerte y
estable; a continuacién, se eluye la columna
con tampones de diferente pH o diferente
fuerza idnica, de forma que los componentes
del tampoén compiten con la muestra por los
sitios de unién.

Propiedades de los intercambiadores i6ni-
cos

Un intercambiador iénico es, por lo gene-
ral, un reticulo tridimensional o matriz que tie-
ne grupos cargados unidos covalentemente. Si
un grupo esta cargado negativamente, podra
intercambiar iones positivos y serd un inter-
cambiador de cationes o catiénico. Un grupo
tipico que se utiliza en los intercambiadores de
cationes es el grupo sulfénico, SO;. Si se une
un H* al grupo, se dice que el intercambiador
se encuentra en forma dicida, y puede, por
ejemplo, intercambiar un H* por un Na* o dos
H* por un Ca*. El grupo icido sulfénico es
un intercambiador de cationes fuertemente
acido. Otros grupos de utilizacién corriente
son el carboxilo y el hidroxilo fenélico, dos
intercambiadores cationicos débilmente aci-
dos. Si el grupo cargado es positivo por ejem-
plo, un grupo amino cuaternario es un
intercambiador de aniones o aniénico basico.
Los intercambiadores aniénicos débilmente
bésicos mas corrientes son grupos amino alifa-
ticos 0 aromaticos.

La capacidad aprovechable de un inter-
cambiador es la capacidad que realmente tiene
de participar en una reaccién de intercambio
bajo unas condiciones experimentales deter-
minadas, (es decir, pH fuerza i6nica). Por
ejemplo, la extensién con la que un intercam-
biador iénico esti cargado depende del pH.
Otro factor es la fuerza idnica, debido a que
los iones pequefios situados cerca de los gru-
pos cargados compiten con las moléculas de la
muestra por estos grupos. Esta competicion es
bastante eficaz si la muestra es una macromo-
lécula, debido a que el elevado coeficiente de
difusién del ion implica un mayor nimero de
encuentros. Por lo tanto, conforme aumenta la
concentracion del tampon, la competicion se
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hacce mas intensa.

Generalmente, los grupos cargados estan
unidos a matrices del mismo tipo que las em-
pleadas en la cromatografia en gel. La porosi-
dad de la matriz es una caracteristica
importante, debido a que los grupos cargados
se encuentran dentro y fuera de la matriz. Las
moléculas mayores pueden ser incapaces de
penetrar en los poros, de forma que la capaci-
dad disminuye segin aumentan las dimensio-
nes moleculares. Los intercambiadores iénicos
vienen en distintos tamarfios de particula que
reciben el nombre de tamano de malla. Las
mallas mas finas presentan una mayor relaciéon
superficie-volumen y, por lo tanto, aumentan
la capacidad del intercambiador. Por otra par-
te, las mallas finas implican una velocidad de
flujo menor, con lo que puede aumentar la ex-
tension por difusion.

Eleccion del intercambiador i6nico

La primera eleccion que se debe hacer es si
el intercambiador sera aniénico o cationico. Si
los materiales que se deben unir a la columna
tienen una unica carga la eleccién es clara. No
obstante, muchas sustancias (p.¢j. proteinas)
presentan cargas positivas y negativas y su car-
ga neta depende del valor del pH. En tales ca-
sos el factor principal es la estabilidad de la
sustancia a diversos valores de pH. La mayoria
de las proteinas son estables dentro de un mar-
gen de pH determinado (es decir, hay un mar-
gen en el que no se desnaturalizan), en el que
estan cargadas positiva o negativamente. Por
lo tanto, si una proteina es estable a valores de
pH por encima del punto isoeléctrico, se debe
utilizar un intercambiador anidnico; si es esta-
ble a valores de pH situados por debajo del
punto isoeléctrico, debe utilizarse un inter-
cambiador catibnico.

Elecciéon del pH, tampén y condiciones
i6énicas

Debido a que los tampones estin forma-
dos por iones, también pueden intercambiar
cargas en funcién del pH. Para cvitar estos
problemas se deben utilizar tampones cationi-
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cos con los intercambiadores aniénicos y tam-
pones anidnicos con los intercambiadores
catiénicos. Debido a que la fuerza ionica es un
factor a tener en cuenta para la unién, debe es-
cogerse un tampon con elevada capacidad de
tamponacioén, de modo que su fuerza ionica
pueda ser lo suficientemente baja.

El principio fundamental de la cromato-
grafia de intercambio i6nico es que la afinidad
de una sustancia por el intercambiador depen-
de de las propiedades cléctricas del material y
de la afinidad relativa de otras sustancias car-
gadas que se encuentren en el disolvente. Por
lo tanto, el material unido puede ser cluido
cambiando el pH, y alterando asi la carga del
material, o afiadiendo materiales que compitan
con la muestra, por ejemplo, sales. Debido a
que las diferentes sustancias tienen diferentes
propiedades eléctricas, las condiciones para la
liberacién dependen de cada especie molecu-
lar. En general, para obtener una buena sepa-
racion, los métodos de eleccién son la elucion
con un gradiente continuo de fuerza i6énica o
la elucién por etapas. (No se utiliza un gradien-
te de pH porque es dificil obtener dicho gra-
diente sin aumentar a la vez la fuerza iénica).
Para un intercambiador anidnico, se aumenta
el pH y la fuerza iénica o la fuerza i6nica ex-
clusivamente. Para un intercambiador catiéni-
co se aumentan al mismo tiempo el pH y la

fuerza i6nica.
CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

La cromatografia de afinidad es un tipo de
cromatografia basada en la interaccién entre la
sustancia que debe aislarse y una molécula a la
que ésta pueda unirse de forma especifica (un
ligando). El material de la columna se sintetiza
por union covalente del ligando (que puede se
una macromolécula o una molécula pequeria)
a una matriz insoluble. A partir de este mo-
mento la columna es capaz de unir de manera
especifica, a partir de la disolucion, la sustancia
que va a ser aislada. La elucion se realiza cam-
biando las condiciones, de forma que la union

ya no tenga lugar.

Para poder llevar a cabo la cromatografia
de afinidad deben cumplirse varias condicio-
nes:

1) la matriz no debe adsorber por si misma
moléculas de forma significativa .

2) el ligando debe unirse a la matriz sin altera-
cién de sus propiedades de union.

3) debe escogerse un ligando cuya unién sea
fuerte.

4) debe ser posible la elucion sin destruccion
de la muestra. Una matriz muy adl es la
agarosa, debido a que presenta una adsor-

PRINCIPALES GRUPOS FUNCIONALES ASOCIADOS A LA
CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO

TIPO DE INTERCAMBIADOR | GRUPO QUiMICO NOMBRE COMERCIAL
Catiénico fuerte Sulfopropilo SP-Sphadex
Catiénico fuerte Acido sulfénico Bio-Rex 40

Catidnico débil

Carboximetilo

CM-Celulosa

Aniénico fuerte

Dietil-(2-hidroxi-
propilaminoetilo)

QAE-Sephadex

Anioénico débil

Dietil-aminoetilo

DEAE-Celulosa

Aniénico débil

Aminas terciarias

AG-3

Aniénico débil

Polietilenimina

PEI-Celulosa
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cion minima, manticne unas bucnas pro-
piedades de flujo después del enlace
quimico con el ligando y tolera los extre-
mos de pH y fuerza i6nica, asi como el clo-
ruro de guanidinio 7M y la urea, que se
necesitan a menudo para una clucion efec-
tiva.

El procedimiento de una cromatografia de
afinidad es semejante al de la cromatografia de
intercambio i6nico: se hace pasar una disolu-
cién que contiene la proteina que queremos
separar del resto a través de una matriz que lle-
va acoplado covalentemente el ligando, al cual
se une. Se lava exhaustivamente la columna, en
condiciones que no permiten (idealmente) la
unioén de ninguna molécula adicional a la co-
lumna, y a continuacién se hace pasar la diso-
lucion de elucion, para recuperar la molécula
de interés.

En el caso de la cromatografia de inter-
cambio idnico, la elucion se hacia mediante
cambio en las condiciones salinas o de pH. En
la cromatografia de afinidad, generalmente se
hace pasar un exceso de ligando, que compite
por la sustancia problema con las moléculas
iguales unidas a la columna. Por lo general, es
necesario realizar un paso adicional de diilisis
o filtracién molecular tras la elucion para eli-
minar el exceso de ligando en disolucion de la
preparacion de la muestra.

La cromatografia de afinidad es segura-

mente la técnica cromatografica de mayor re-
soluciéon y con mejores resultados ya que
aprovecha una caracteristica bioldgica unica
(unién a su ligando) de una biomolécula en
concreto. Su uso esta limitado a poder dispo-
ner de un ligando que sc una a dicha molécula,
que esté reconocido como tal y que cumpla al-
gunas propiedades:

- Especificidad de unién limitada a una
sola molécula

- Estabilidad en disoluciones acuosas, en
diversas condiciones de pH, fuerza iénica, etc.

- Capacidad de unién a la matriz inerte sin
que esto altere sus propiedades quimicas ni sus
propiedades de unién.

- Bajo peso molecular (o, al menos, bien
diferenciado de la molécula de unién) que per-
mita la separacién entre estas dos especies tras
la elucion.

La cromatografia de afinidad logra en un
solo paso una resolucién tan buena como va-
rias técnicas distintas realizadas unas a conti-
nuacion de las otras. Por lo tanto, es la técnica
preparativa o analitica de eleccién, siempre
que sea posible.

TIPOS DE CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Tipo de columna | Base de la separacion | Método de elucién
Filtracién Peso Molecular Gravedad
molecular

Intercambio Carga de los grupos Gradiente de pH,
iénico ionizables gradiente de fuerza
iénica
Afinidad Especificidad de inter- | Exceso molar de
accién entre moléculas ligando
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Electroforesis
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ELECTROFORESIS

La electroforesis consiste en la separacion
de macromoléculas biolégicas cargadas, gra-
cias a su diferentc comportamiento en un
campo eléctrico. En ese campo eléctrico, los
cationes (+) se dirigen al catodo (-), y los anio-
nes (-) al anodo (+).

Definimos la movilidad electroforétca (1)
como la velocidad de la particula por unidad
de campo eléctrico (E).

iL=V/E

La movilidad depende de varios factores.
Los mas importantes son:

a) Carga de la particula (Q): a mayor carga,
mayor L.

b) Fuerza i6nica del medio (I): a mayor I, me-
nor H.

¢) Temperatura del medio (T): a mayor T,
mayor H.

El tipo mas habitual de electroforesis es la
llamada de zona, en la cual la migracion se rea-
liza sobre un soporte. Inicialmente fue un so-
porte de papel, habiéndose sustituido
actualmente por la electroforesis en gel, funda-
mentalmente de poliacrilamida o de agarosa.
La electroforesis es una técnica esencialmente
analitica, que permite determinar algunas pro-
picdades de las moléculas (peso molecular,
punto isoeléctrico, movilidad) o bien el nime-
ro minimo de componentes de una mezcla.
No obstante, en algunas ocasiones también
puede utilizarse como técnica preparativa.

ELECTROFORESIS EN GELES DE
POLIACRILAMIDA (PAGE)

Los geles se forman por una reacciéon qui-
mica de polimerizacién de moléculas de acrila-
mida. En esta reaccion intervienen las
siguientes moléculas:
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a) Acrilamida: Componente fundamental ca-
paz de participar en una reaccién quimica
de polimerizacion.

CH, = CH - CO — NH,

b) Bis acrilamida: Forma entrecruzamientos
entre cadenas de acrilamida en polimeriza-
cion, favoreciendo el desarrollo de una
malla tridimensional.

Cll, = CH - CO - NIT = CI, - NIT - CO - CH = CI1,
c) TEMED:
Catalizador (CH3), - N — CH, - N - (CH;),
d) Persulfato aménico (APS)
Iniciador: NH,(S,0g)

En disolucion acuosa, el APS se convierte
en radical libre y transmite su condicion a la
acrilamida, que comienza a formar polimeros,
junto con la bisacrilamida.

El oxigeno inhibe la reaccién de polimeri-
zacion de la acrilamida, por lo que el gel en for-
macion se aisla del aire, cubfiendo con una
capa de agua o alcohol.

El tamafio de los poros se controla varian-
do la concentracion de acrilamida, desde el
3% hasta el 20%. A mayor concentracion, me-
nor tamafio de poro. A veces, se consigue me-
jorar la resoluciéon de la electroforesis
realizando un gel donde la concentracion de
acrilamida no es fija sino que sigue establecien-
do un gradiente continuo.

Las principales ventajas de la poliacrilami-
da como sustancia capaz de formar geles son:

1) Eleccién de la forma del gel.

2) Transparentes (no absorben a 280 nm), lo
que permite la densitometria.

3) Eleccion del electrolito.

4) No se producen fenémenos de adsorcion
ni electroendosmosis

5) Carreras rapidas (no hay evaporacion).
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6) Amplia posibilidad de tinciones.
7) Facil eleccién del tamafio del poro.

Preparacion de las muestras de proteinas
para PAGE

Condiciones nativas:

Las proteinas se separan por tamafio y car-
ga. La carga de las proteinas viene determinada
por la composicion en aminoacidos y es fun-
cién del pH. En condiciones nativas, por tan-
to, solo migrarin las proteinas con carga neta
al pH de electroforesis. De entre ellas las pro-
teinas de mayor tamano encuentran mas difi-
cultades para atravesar los poros de la red de
acrilamida estableciéndose un patrén de mi-
gracion caracteristico.

ndicion naturalizan

En estas condiciones se trata de mantener
una relacion carga/masa constante, para que
las proteinas se scparen unicamente en fun-
cién de su tamano. La separacion se basa en la
filtracion molecular, por la cual atraviesan me-
jor la malla las proteinas menorcs, y se retrasan
las de mayor volumen. Este es el caso mas fre-
cuente. La composicion de un tampon "estin-
dar" que consiga desnaturalizar las muestras
de proteinas para ser sometidas a clectrofore-
sis ha de incluir las siguientes sustancias:

Dodecil sulfato sodico (SDS): Detergente

aniénico que se une a las proteinas, confirien-

do carga negativa. La unién es constante (1,4
gr SDS/gr de proteina), lo cual consigue que la
relacién carga/masa sea constante.

Glicerol: Aumenta la densidad de la mues-
tra, facilitando su carga en el gel.

Azul de bromofenol: Colorante de muy

alta movilidad. Es un anioén, y su movilidad
marca el frente de electroforesis.

Si se trabaja con proteinas oligoméricas, o
con puentes disulfuro intracatenarios, la des-
naturalizacion completa se consigue afiadien-
do agente reductor como el B-
mercaptoetanol o el ditiotreitol (DTT).

un

Existe una relaciéon aproximadamente li-
neal entre la movilidad de un componente y el
logaritmo de su masa. Asi, podemos obtener el
peso molecular de las subunidades protéicas a
partir de una recta patrén, comparando su mo-
vilidad con la movilidad de los marcadores de
peso molecular conocido. Esta relacidon es
efectiva entre aproximadamente los 8.000 Da
y 200.000 Da.

La desnaturalizacion con SDS, ademas de
dotar todas las proteinas de carga positiva, eli-
mina en gran medida su estructura secundaria
y terciaria asi como la mayoria de las interac-
ciones con otras proteinas, lo cual ayuda a que
la separacidon se realice en funcién de cada
peso molecular.

REACTIVOS QUIMICOS NECESARIOS PARA LA
ELECTROFORESIS DE PROTEINAS SDS-PAGE

SDS - Agente desnaturalizante
- Aporta carga negativa homogénea
Glicerol - Aporta densidad a la muestra

Azul de Bromofenol

- Colorante de alta movilidad
- Indica la posicién del frente

B—mercaptoetanol

- Agente reductor de los puentes
disulfuro inter o intracatenarios
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Desarrollo de la electroforesis de proteinas
en geles de poliacrilamida

Continua

La clectroforesis mas simple se lleva a cabo
en un gel de acrilamida de composicién uni-
forme. Este tipo de electroforesis, llamada
continua, presenta problemas de resolucion,
ya que el volumen de muestra impide que to-
das las moléculas inicien la electroforesis en el
mismo lugar al mismo tiempo.

Di ,

En este tipo de electroforesis se consigue
que todas las moléculas empiecen a separarse
al mismo tiempo, desde el mismo lugar. Se
consigue, por lo tanto, una mayor resolucion.
Se utiliza un gel dividido en dos fases:

1) Gel de separacion:

Es el gel que se polimeriza primero, y se si-
tua en la parte inferior. Se polimeriza en un
tamp6n Tris-HCI a pH 8,8 y el porcentaje de
acrilamida varia segin las condiciones en cada
caso. En este gel es donde se realiza la separa-
cion efectiva de las moléculas.

2) Gel de concentracion:

Se polimeriza sobre el gel de separacién en
un tamp6n Tris-HCl, pH 6,8. En este gel se
concentran los componentes para iniciar la se-
paracién en el mismo punto. El porcentaje de
acrilamida es mas bajo, ya que interesa que to-
das las proteinas penetren por igual en el gel
concentrador.

El electrolito utilizado es un tampoén tris/
glicina 2 pH 8,8, tanto en la cubeta superior
como en la inferior.

Las moléculas de glicina, a pH 8,8, se en-
cuentran cargadas negativamente. Estos anio-
nes glicina son los encargados de transmitir la
corriente cléctrica.

Cuando los aniones de glicina entran en el
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gel de concentracidn, se encuentran cn un me-
dio a pH 6,8. A este pH, la glicina pierde su
carga y deja de transportar corriente eléctrica:
se crea un gradiente de voltaje que compensa
la caida de la intensidad de corriente. En esta
zona, la unicas moléculas capaces de transmitir
la corriente son las proteinas de la muestra.

El gradiente de voltaje hace que las molé-
culas mas alejadas dcl gel de separacion se
muevan a mayor velocidad; segin se acercan al
gel de separacién, disminuyen su velocidad.
Esto hace que todas las proteinas alcancen el
gel de separacion pricticamente al mismo
tiempo, ayudadas también por el gran tamaro
de poro.

ISOELECTROENFOQUE

En esta electroforesis las proteinas se sepa-
ran en funcién de su punto isoeléctrico (pl).
El punto isocléctrico de una proteina es el pH
en el que esa proteina tiene carga neta cero.
Logicamente, las proteinas han dc estar en
condiciones no desnaturalizadas y especial-
mente en ausencia de detergentes.

Para esta separacion, la electroforesis tiene
lugar en un gradiente de pH, donde se genera
un campo eléctrico. En ese campo, las protei-
nas comienzan a moverse segun su carga eléc-
trica y migran hasta el punto de pH igual a su
pl: entonces quedan con carga ncta cero y se
estabilizan.

El gradiente de pH se genera con anfolitos.
Estos anfolitos son compuestos inertes, solu-
bles en H,O y de alta conductividad.

Se usan mezclas de anfolitos que cubren
un rango de pl determinado. Al generar un
campo eléctrico se distribuyen segun su pl, y
confieren al entorno un pH igual a su pl.

ELECTROFORESIS BIDIMENSIO-
NAL

Es una variante de las dos técnicas anterio-
res isoelectroenfoque y PAGE. Su principal
ventaja es que la separacioén en dos dimensio-
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nes se establece en base a las principales para-
metros que diferencian a unas proteinas de
otras: el tamafio y la distribucién de cargas.

Las dos electroforesis diferentes, se reali-
zan secuencialmente, y girando la segunda 90°
con respecto a la primera.

1° Isoelectroenfoque: separamos por pl. (Pri-
mera dimension).

2° Electroforesis discontinua en condiciones
desnaturalizantes: separamos por tamano mo-
lecular. (Segunda dimension).

El resultado es un mapa completo donde
quedan separadas casi completamente la ma-
yoria de las proteinas unas de otras. Cada tipo
celular posee su propio patrén bidimensional.
Estos mapas son de mucha utilidad para carac-
terizar proteinas de las que no se conoce su

identidad.
PROCEDIMIENTOS DE TINCION

Para detectar las bandas de los distintos
componentes separados, es necesario tefiir las
proteinas presentes en el gel. En general, es
deseable que los agentes de tincién tifian por
igual cualquier proteina, de forma que pueda
hacerse estimaciones cuantitativas. Las técni-
cas mas habituales son:

Azul de Coomassie: En primer lugar, hay

que proceder a fijar las proteinas al gel, para

evitar la difusién. Para ello, incubamos con
una solucidén de etanol/acético. A continua-
cién, se procede a la tincion con el colorante
azul dc Coomasie. Después de cste paso, todo
el gel aparece tefido de azul intenso. Final-
mente una nueva incubacion con etanol/acéti-
co climina la tincidon excepto en las zonas
donde hay proteina.

La sensibilidad de este método nos permi-
te detectar bandas con 1 Ug de proteina por

mm?.

Nitrato de plata (AgNO,): Se utliza cuan-
do se trabaja con cantidades de proteinas me-
nores, ya que es mas sensible (unas 100 veces:

10 ng/mm?).

Fluorescencia: Se suele utilizar fluoresca-
mina, que al reaccionar con los grupos amino
libres de la proteina da lugar a un compuesto
fluorescente detectable. Es un método bastan-
te sensible, aunque presenta varios inconve-
nientes sobre todo la pérdida de Ila
fluorescencia con el paso del tiempo. Este mé-
todo no nos permite conocer la cantidad pre-
cisa de una proteina, ya que no es cuantitativo:
a mayor namero de grupos amino libres (p.ej:
lisina), mayor senal.

Autorradiografia: Es el método mas sensi-

ble. Puede utilizarse cuando la muestra esta
marcada utilizando aminoacidos radiactivos
(P, '#1, *H, *S), que permitirin detectar las
bandas incluso con cantidades infimas de pro-

BASE DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA
DE PROTEINAS EN DISTINTOS SISTEMAS

ISOELCETROENFOQUE

pl de las proteinas

SDS-PAGE (sin agentes reductores)

Peso molecular aparente
(con puentes inter e
intracatenarios)

SDS-PAGE (con agentes reductores)

Peso molecular aparente de
los monomeros

ELECTROFORESIS
BIDIMENSIONAL

pl y peso molecular aparente
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teina. El gel se seca y se expone con una peli-
cula sensible a rayos X. Las particulas
radiactivas marcan la pelicula, permitiendo ob-
servar las muestras después de revelar.

Con is6topos que emiten con baja intensi-
dad (H, '#C, S) podemos amplificar la sefial
con fluorografia: El gel desecado se incuba
con un fldor que aumenta la irradiacion de
particulas.

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS A
SOPORTES SOLIDOS

Las proteinas separadas en un gel pueden
ser transferidas a un soporte sélido (una
"membrana"). La ventaja principal es la versa-
tilidad y la estabilidad de las proteinas en el so-
porte: las membranas son menos fragiles
permiten la incubacion con reactivos especifi-
cos y la realizacién de experimentos tiempo
después haber resuelto una mezcla de protei-
nas en un gel.

Las membranas usadas suelen ser de nitro-
celulosa de Nylon (mas resistentes), y mem-

branas hidrofdbicas (de PVDE).

Para transferir proteinas se emplea una co-
rriente eléctrica (electrotransferencia). Al in-
terponer una membrana con afinidad por las
proteinas entre el gel y el anodo (+), las protei-
nas que migran del gel gracias a sus cargas (-)

quedan atrapadas.
Analisis de la transferencia

a) Tincién: Se suele usar Rojo Ponceau. Este
es un método reversible, ya que se destifie fa-
cilmente con agua, y no interfiere con los tra-
tamientos posteriores.

b) Inmunodeteccion: Normalmente, las pro-
teinas transferidas son detectadas con ligandos
especificos. Estos ligandos reconocen exclusi-
vamente una proteina concreta, y sirven para
revelar su presencia, cuando poseen una marca
adicional (radiactiva, quimioluminiscente....).
En la gran mayoria de los casos, el ligando es
un anticuerpo especifico que reconoce la pro-
teina en estudio. Cuando este anticuerpo no
esté marcado, se emplea un anticuerpo secun-
dario especifico del primero que presente un
compuesto que otorga la sefial de deteccion.

ELECTROELUCION

Es un método utilizado para extraer del gel
las proteinas que hemos separado por electro-
foresis. Se realiza en medio liquido, en un apa-
rato especial donde se genera un campo
cléctrico.

Se corta la banda del gel y se coloca en el
citodo (-). Al aplicar un campo eléctrico, la
proteina abandona el gel y se mueve hacia el

COMPARACION DE LOS METODOS DE
DETECCION DE PROTEINAS EN LOS GELES

METODO DE TINCION | SENSIBILIDAD CARACTERISTICAS
Comassie 1 pg/mm? - Répido y sencillo

- Es el menos sensible
Nitrato de plata 10 ng/mm? - Mis sensible

- Algo laborioso
Fluorescencia - Poco cuantitativo

- - Bastante sensible

- Manejo dificil
Marcaje radiactivo. <1 ng/mm? - Extremadamente sensible

- Requiere equipamiento especial
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anodo (+). Las proteinas se concentran en una
camara pequefia, cerrada por una membrana
de dialisis que bloquea el paso hacia el anodo.

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NU-
CLEICOS

El DNA y el RNA son moléculas cargadas
negativamente. La carga es debida a los grupos
fosfato presentes en cada nucleétido en fun-
cién de su tamano, por lo que la relacion car-
ga/masa es constante. Esta propiedad permite
separar los acidos nucleicos mediante electro-
foresis sin necesidad de desnaturalizacion.
Para ello, se utilizan geles de agarosa, un poli-
mero de galactosa. Estos geles presentan un
tamarfio de poro mucho mayor que los geles de
acrilamida.

Existe una relacion lineal entre la movili-
dad y el logaritmo de la masa molecular. De
igual manera, las moléculas de DNA y RNA
pueden transferirse a soportes solidos de
nylon o nitrocelulosa donde podrin incubarse
con sondas especificas de su secuencia. Estas
técnicas se detallan mas adelante en el capitulo
de Técnicas de Anilisis de Acidos Nucleicos.
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PRINCIPIOS BASICOS DE GENETI-
CA MICROBIANA

GENOMA BACTERIANO

La mayoria de los genes bacterianos estan
codificados en una sola molécula circular,
grande, de DNA, el genéforo bacteriano. En
E. coli esta molécula tiene aproximadamente 1
mm de circunferencia y una masa molecular
relativa de 2,56 x10°¢ pares de kilobases (kb). La
mayoria de las bacterias contienen genéforos
que tienen aproximadamente el mismo tama-
no que el de E. /. Generalmente el tamano
del genéforo procariético esta en correlacién
con la fisiologia o la complejidad morfologica
de la célula.

Se ha estimado que el genéforo de E. coli
tiene capacidad suficiente para codificar unos
3500 genes. Hasta ahora sélo se han identifica-
do unos 1000 de esos genes. Estos genes co-
rresponden a la mayoria de las enzimas
requeridas para las reacciones de intercambio
energético y de biosintesis, asi como las protei-
nas estructurales y las asociadas al movimien-
to y transporte.

No todos los genes bacterianos estan codi-
ficados dentro del genéforo. Muchas bacte-
rias, aunque no todas, contienen una o0 mMas
moléculas circulares pequenas de DNA, llama-
das plasmidos. Estos elementos, cuyo tama-
fio va desde unos pocos a varios cientos de
kilobases de longitud, funcionan en muchos
aspectos como pequefios gen6foros: se auto-
rreplican y codifican diversas funciones celula-
res. Pero ademas de por su tamafio
notablemente menor, difieren en varios aspec-
tos de los genoforos. Asi, se puede prescindir
de cllos, porque los tipos de funciones que co-
difican solo benefician a la célula en un con-
junto limitado de ambientes y no se conoce
ninguno que codifique funciones celulares
esenciales. Por ejemplo, algunos plasmidos co-
difican enzimas que inactivan antibiéticos u
otros compuestos toxicos que estin presentes
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a veces en el entorno de la célula. Los plasmi-
dos se diferencian también de los genéforos
por no estar restringidos a un s6lo hospeda-
dor. Algunos plasmidos son transferidos de
unas células a otras y sélo se replican de forma
estable en un pequefio grupo de bacterias rela-
cionadas mientras que otros plasmidos tienen
una gama de hospedadores mucho mas am-
plia.

El genéforo y tantos de estos plasmidos
como una bacteria contenga constituyen su
genoma.

Ordenamiento de los genes en el gendforo

En algunos casos, los genes aparecen aisla-
dos en el gen6foro; a partir de estos genes se
transcribe una dnica especie de mRNA que se
traduce a un solo tipo de proteina. Pero con
frecuencia existen grupos de genes que codifi-
can funciones relacionadas. Estos grupos se
transcriben a partr de un unico promotor,
formando una molécula de mRINA multigé-
nico que es traducido para formar tantas pro-
teinas como genes hay en el grupo. Este grupo
de genes se denomina operén. El ordena-
miento de los genes en operones es tipico de
muchas bacterias y proporciona una economia
de mecanismos reguladores.

La bacteria mejor estudiada en este aspec-
to (asi como en la mayor parte de otros) es E.
colr. Se han mapeado también bastantes genes
en el gendforo de la bacteria Salmonella typhinu-
rium. En el genoforo de Bacillus subtilis se han
mapeado mas de 300 genes y en ¢l de Psendo-
monas aeruginosa unos 100 genes.

MUTAGENESIS

Como consecuencia de la replicacion nor-
mal del genoforo o de su exposicién a ciertos
agentes quimicos o fisicos denominados mu-
tigenos, la secuencia de bases del gendforo
bacteriano puede cambiar. Un cambio de este
tipo se denomina mutacion.

Los cambios que afectan al genotipo celu-
lar pueden ocasionar alteraciones en las carac-
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teristicas y/o funcionalidad de los productos
derivados de su expresion (fenotipo). En con-
diciones normales de cultivo, las mutaciones
solo ocurren raramente. Tipicamente, una en-
tre cada 108 células de una poblacién contiene
una mutacién detectable en un gen determina-
do; no obstante, la exposicion a ciertos muta-
genos incrementa de forma espectacular la
frecuencia de las células portadoras de muta-
ciones (p.ej: nitrosoguanidina, que aumenta
10° veces la frecuencia de células de una pobla-
cion que llevan una mutacién en un determi-
nado gen).

Dependiendo de los genes en que ocurran
y su impacto sobre la actividad del producto
del gen, las mutaciones pueden afectar al feno-
tipo de una célula de distintas maneras. Algu-
nas mutaciones inactivan productos génicos
indispensables y, por tanto, matan a la célula.
Muchas otras mutaciones inactivan productos
génicos que no son esenciales, de modo que la
pérdida de esos productos no resulta letal. Los
clones portadores de este altimo tipo de muta-
ciones pueden mantenerse en cultivo y difie-
ren en una gran variedad de aspectos de sus
progenitores no mutados o cepas salvajes. Asi,
una cepa que lleva una mutacién que afecta a
un enzima de una ruta biosintética, pierde su
capacidad de sintetizar el producto final de esa
ruta. Si dicho producto puede ser suministra-
do a la célula en las apropiadas condiciones de
cultivo, el clon mutante puede crecer. Tales ce-
pas mutantes se denominan auxotrofos, y sus
progenitores protétrofos.

Tipos de mutaciones
Dependiendo de la amplitud de bases a las
que afecten los cambios genotipicos, las muta-

ciones pueden implicar:

1- Microlesiones: afectan a s6lo un par de ba-
ses del DNA celular. Pueden producirse por:

Sustitucién: cambio de un par de bases por
otro. Pueden ser:

- de transicién: base purica (A, G) por otra pi-
rica 6 pirimidinica (C, T) por pirimidinica.
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- de transversion: base purica por pirimidi-
nica o al revés.

Desfase: cambio del marco de lectura por adi-
cién (insercién) o pérdida (delecion) de un par
de bases.

En el caso de las mutaciones por sustitu-
cion, se ha de considerar que de los 20 ami-
noacidos que se encuentran en las proteinas,
solo dos (el triptéfano y la metionina) estin
designados por un codén unico. Asi, una mu-
tacion por sustitucion de un par de bases que
cambie un codén a otro que codifique el mis-
mo aminoicido, no cambiara la proteina pro-
ducto del gen mutado (mutacion neutra). Una
mutaciéon que cambie un codén por otro que
designa un aminoacido diferente, se denomina
mutacion con sentido erréneo. Una mutacion
por sustituciéon también podria hacer que el
codoén que codifica un aminoacido de la pro-
teina se convierte en un codon sin sentido, que
determine el final de la traduccién del mRNA
a proteina y la liberacién de una proteina trun-
cada y cataliticamente inactiva.

Las mutaciones por desfase, ya sean del
tipo +1 (adicion de un par de bases) 6 -1 (pér-

DIFERENTES TIPOS DE MUTACIONES

MUTACIONES PUNTUALES (microlesiones)
SUSTITUCION
- transicion
- transversion
DESFASE
- insercién
- delecidon
MUTACIONES DE REGIONES DE DNA
(Macrolesiones)
DELECION
DUPLICACION
- insercion
- inversién
- translocacién
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dida), cambian la pauta de lectura de todos los
codones posteriores al sitio de mutacion. Exis-
te una gran probabilidad de aparicién de codo-
nes sin sentido como consecuencia de las
mutaciones por desfase y, por tanto, genera-
cién de proteinas incompletas e inactivas.

2- Macrolesiones: cambios en un cierto nu-
mero de pares de bases o incluso genes com-
pletos. Pueden producirse por:

- Delecién: completa eliminacién de un seg-
mento de DNA. Las deleciones que elimi-
nan por completo un gen causan
obviamente la pérdida completa de la fun-
cion de ese gen. No obstante, las delecio-
nes que afectan a parte de un gen también
suelen causar la pérdida de su funcionali-
dad.

- Duplicacion: replicacion en tindem de un
segmento de DNA. Normalmente, estas

mutaciones tienen como consecuencia la
sintesis de mas producto de ese gen.

- Inversion: cambio de orientacién de un
segmento de DNA. Normalmente suelen
causar la pérdida de funcién. Cuando
abarcan varios genes, se suele producir la
pérdida de actividad de los genes de los
extremos de insercion, mientras que per-
manece la funcionalidad de los genes loca-
lizados en el centro.

- Insercién: introduccion de un segmento
de DNA dentro de una secuencia ya exis-
tente. Las consecuencias de estas mutacio-
nes estan restringidas al gen en el que tiene
lugar la incorporacién del DNA.

- Translocacién: similar a la insercidén, aun-
que se suele mantener una copia del seg-
mento translocado en su ubicacién
original (translocacion replicativa).

Mutagenos mas utilizados
Los mutigenos son productos quimicos o

agentes fisicos que incrementan la frecuencia
con que se producen las mutaciones durante el
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crecimiento de un cultivo. Estos agentes ac-
tian bien por incorporacion, asociacion o re-
accion con el DNA, provocando mutaciones.
En general, los mutigenos mas empleados
pueden clasificarse en cuatro grandes grupos
dependiendo de su tipo de interaccion con el
DNA:

A) Incorporacion al DNA. Se trata de los de-
nominados analogos de base, sustancias si-
milares a bases puricas o pirimidinicas que se
incorporan al DNA causando mutaciones por

sustitucién (normalmente, transiciones):

- 5-bromouracilo (BU): sustitucién de T: T-
A—-BU-A-BU-G=C-G.

- 2-aminopurina (AP): sustitucién de A: A-
T2 AP-T2>AP-C>G-C.

B) Asociaciéon al DNA. Se trata de los deno-
minados agentes intercalantes, sustancias
que se introducen en la cadena de DNA oca-
sionando mutaciones por desfase. La actua-
cién de estos agentes implica la produccion de
roturas en la cadena de DNA y su posterior.in-
sercion, por lo que su eficacia como inducto-
res de mutaciones esta estrechamente
relacionada con los procesos de recombina-
cion génica.

C) Reaccion con el DNA. Se trata de sustan-
cias que inducen cambios en la composicion
quimnica de las bases del DNA. Principalmente
se emplean:

- agentes alquilantes, sustancias que intro-
ducen radicales alquilo, dando lugar a mo-
dificaciones en el apareamiento de las
bases. Entre estos agentes destaca el gas
mostaza, el etilmetano sulfonato (EMS)
y la nitrosoguanidina, el mutigeno qui-
mico mas potente.

- acido nitroso, que induce la aparicion de
mutaciones por sustituciéon debido a reac-
ciones de desaminacion e introduccion de
grupos OH. Asi, por desaminacion de A
se forma la hipoxantina, que tiende a for-
mar puentes de hidrogeno con C. De este
modo los iniciales pares A-T>G-C.
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- hidroxilamina, que reacciona con grupos
amino de C, formando radicales hidroxila-
mino, de modo que los pares C-G—> T-A.

D) Daiios al DNA. Los principales agentes
capaces de causar dafios al DNA son las radia-
ciones. Las principales:

- Rayos X. Ocasionan roturas en el gen6fo-
ro y, con mucha frecuencia, se producen
reconstrucciones erréneas que originan
mutaciones incluso macroscépicas.

- Radiaciones UV. El DNA absorbe pode-
rosamente la luz UV (absorcién maxima a
260 nm), que mata ripidamente a las célu-
las. Entre las supervivientes se encuentran
mutaciones con una frecuencia muy eleva-
da debido a la formaciéon de dimeros de
pirimidinas (principalmente timinas), que
distorsionan la molécula de DNA y a la hi-
dratacién de estos restos de pirimidinas.
Las condiciones que favorezcan la repara-
cién del DNA dafiado disminuirin la fre-
cuencia de aparicion de mutaciones. Si, en
cambio, se favorece la replicacién y se in-
hibe la reparacion, aumentara el nimero
de mutaciones en las células irradiadas.

Seleccion y deteccién de mutantes

Cuando el efecto primario de una muta-
cién es la pérdida de un producto génico esta-
ble, puede darse un retraso de varias
generaciones hasta que la mutacién se mani-
fiesta fenotipicamente. Esta demora se deno-
mina retraso fenotipico y refleja el tiempo
requerido para la segregacion de las regiones
nucleares o el necesario para la dilucién del
producto génico activo que ya no se sintetiza.

La expresion de la mayoria de las mutacio-
nes depende directamente de las condiciones
ambientales o del cultivo, principalmente las
que afectan a enzimas o proteinas. Asi, bajo
una serie de condiciones denominadas permi-
sivas la mutacién no se expresa y las células
mutantes forman productos génicos funcio-
nalmente equivalentes a los del fenotipo salva-
je. No obstante, bajo otra serie de condiciones
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distintas denominadas no permisivas o res-
trictivas la mutacion se manifiesta y da lugar a
un producto alterado funcionalmente.

Considerando todos estos factores, nor-
malmente se recurre a tres tipos de procedi-
mientos para la deteccién y seleccion de
mutantes:
relati

1. Seleccién basada en el imien

o seleccion directa.

Las células se colocan un medio cuya com-
posicién sélo permite el crecimiento del feno-
tipo mutante, mientras que las células paternas
no se dividen o mueren. Un ejemplo caracte-
ristico de este tipo de seleccidn es el cultivo de
bacterias (mutantes y salvajes) en medio con
antibidticos o toxinas, de modo que si la mu-
tacion implica la resistencia a estas sustancias,
el fenotipo salvaje morira y sélo sobrevivirin
los clones mutantes.

2. Seleccion basada en la supervivencia relativa

o contraseleccion.

La seleccion se basa en el crecimiento de
las células en condiciones que inhiban el creci-
miento de los mutantes y que eliminen a las cé-
lulas en crecimiento (paternas). Asi, las células
mutantes deseadas sobreviven al tratamiento
letal, siendo transferidas a un medio apropiado
de crecimiento después de su seleccion. Este
es un método muy empleado para la seleccion
de mutantes auxotrofos (células que requieren
aportes extraordinarios de nutrientes debido a
deficiencias enzimaticas), siendo la penicilina
el agente de contraseleccién mas utilizado. En
este ejemplo, la penicilina inhibe la formacion
de enlaces transversales en el peptidoglicano
de la pared celular. Como consecuencia, las cé-
lulas que crecen en presencia de penicilina sin-
tetizan una capa de peptidoglicano debilitada,
que es incapaz de mantener la presién osmoti-
ca intracelular y las células explotan. Sin em-
bargo, en el medio que contiene penicilina
sobreviven las células que no crecen, ya que el
antibiético no afecta al peptidoglicano forma-
do previamente.
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3. Deteccidén visual.

Se han ideado una gran variedad de proce-
dimientos para poder distinguir visualmente
las colonias del tipo mutante deseado de las
colonias de tipo salvaje. En general, se recurre
al empleo de colorantes o reactivos capaces de
tefiir diferencialmente ambos tipos de células.
Este método puede ser directo o por réplica en
placa.

INTERCAMBIO GENETICO

La capacidad de intercambio de genes den-
tro de una poblacién es un atributo casi uni-
versal de los seres vivos. En los eucariotas el
intercambio se basa en que dos células haploi-
des (gametos) se fusionan para formar un ci-
goto diploide sin embargo, en los procariotas
solo se transfiere una pequefia porcién del ge-
noma de una célula donadora a otra receptora,
formandose un cigoto incompleto que conte-
ne el complemento genético completo de la
célula receptora (el endogenote) pero, con
muy pocas excepciones, sélo una porcion del
complemento de la célula donadora (el exoge-
note).

El intercambio genético entre procariotas
parece ser un proceso ocasional que ocurre
por tres mecanismos muy diferentes: transfor-
macion, conjugacion y transduccion.

Transformacion: la transformacion es un
mecanismo de intercambio genético basado
en la absorcion de DNA disperso en el medio
externo.

Las células que se encuentran en un estado
en el que pueden ser transformadas por el
DNA que esta en su ambiente, se dice que son
competentes. La entrada al estado competen-
te viene codificada por genes del genéforo y
esta marcada por condiciones ambientales. Asi
algunas bacterias son capaces de sufrir una

transformacion natural. Otras muchas bacte-
rias no s¢ hacen competentes bajo las condi-

ciones ordinarias de cultivo, pero pueden
entrar en el estado de competencia mediante
una serie de tratamientos artificiales.
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En la conjugacion, se da intercambio ge-
nético entre dos células que se hallan en con-
tacto directo, mediante un proceso que estd
codificado por genes situados en plasmidos.
En concreto, un plismido denominado plas-
mido F es el responsable de su propia transfe-
rencia cuando una bacteria que lo posee entra
en contacto con otra que carece de él. Habi-
tualmente, por este proceso sélo es transferido
el propio plasmido desde la célula donadora a
la receptora, pero a veces se transfieren tam-
bién genes del genéforo.

En la transduccion, se transfiere DNA de
una célula procariética a otra como conse-
cuencia de la formacion de un virién de un
fago aberrante en el cual parte o todo su com-
plemento normal de DNA se sustituye por
DNA bacteriano. Por lo tanto, es un tipo de
transferencia que requiere en intermediario,
denominado vector.

LOS METODOS PRINCIPALES DE
INTERCAMBIO GENETICO EN PRO-
CARIOTAS

AGENTE DE
TRANSMISION
GENETICA

NOMBRE

Transformacion DNA desnudo

Plasmido; con-
tacto directo entre
bacterias

Conjugacion

Virus (fago
aberrante)

Transduccion

Si el exogenote posee una secuencia de pa-
res homologa a un segmento del endogenote,
el apareamiento se produce ripidamente, for-
mandose de inmediato un genéforo recombi-
nante por la integracion parcial o total del
exogenote con el endogenote.

Si por alguna razén se impide el aparea-
miento y la integracion, el exogenote puede ser
degradado por procedimientos enzimaticos,
fenémeno conocido como restriccion por el
hospedador. En ocasiones, el exogenote es
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modificado enzimaticamente por el hospe-
dador, de manera que en adelante queda pro-
tegido contra la restriccion.
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CULTIVOS
MICROBIOLOGICOS

TECNICAS DE CULTIVO PURO

El objeto de realizar un cultivo de micro-
organismos es disponer de una cantidad sufi-
ciente de material biolégico a partir del cual
poder analizar una propiedad bioquimica si el
objetivo es analitico o purificar una cantidad
apropiada, si el objetivo es preparativo. El
ideal es poder disponer de un cultivo donde
todos los individuos sean idénticos, es decir,
un cultivo puro.

Los microorganismos son ubicuos, por lo
que la preparacion de un cultivo puro implica
no solo el aislamiento de un determinado mi-
croorganismo a partir de una poblacién micro-
biana natural mixta, sino también el
mantenimiento del individuo aislado y de su
descendencia, en un ambiente artificial al que
se impide el acceso de otros microorganismos.

El recipiente de cultivo debe estar inicial-
mente estéril y después de la introduccién del
tipo de microorganismo deseado debe estar
protegido de una posterior contaminacion ex-
terna. La fuente primaria de contaminaciéon
externa es la atmosfera, que siempre contiene
microorganismos en suspension. La superficie
externa de un recipiente de cultivo esta some-
tida a contaminacion y el interior del matraz o
del tubo puede contaminarse cuando se abre
para introducir o retirar el material. Este peli-
gro se reduce al minimo pasando la llama de
un mechero por la boca del matraz, inmediata-
mente después de retirar el tapén y, de nuevo,
justo antes de volverlo a colocar.

Los riesgos de contaminacion accidental
pueden reducirse, ademas, transfiriendo los
cultivos en una campana cerrada cuyo aire ha
sido especialmente tratado para reducir su
contenido en microorganismos. También pue-
den necesitarse campanas especiales y otras
precauciones para evitar la liberacién acciden-
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tal del organismo, si éste causa enfermedad, o
si ha sido producido utilizando las técnicas del
DNA recombinante.

El inéculo (es decir, el material biolégico
utilizado para sembrar o inocular un recipiente
de cultivo) se introduce generalmente con un
hilo de metal o "asa" que es ripidamente este-
rilizada en una llama, inmediatamente antes de
ser utilizada. La transferencia de cultivos liqui-
dos puede hacerse también con pipetas.

En ciertos casos, especialmente cuando los
cultivos deban proceder de un recombinante,
es necesario aislar una colonia del resto de in-
dividuos, que eran semejantes a ¢l excepto en
el DNA que se ha recombinado. Generalmen-
te se utilizan marcadores o métodos de selec-
cion por antbidticos para poder aislar
individualmente a los recombinantes separa-
dos de los no recombinantes de los que proce-
dian. En esos casos, es conveniente mantener
el medio de seleccién para asegurar que no se
pierden las propiedades genéticas del recombi-
nante.

Aislamiento de cultivos puros por méto-
dos de siembra en placa

La manera mas facil de obtener cultivos
puros de los microorganismos que forman co-
lonias discretas sobre medios solidos (como
por ejemplo, la mayoria de las bacterias, leva-
duras, muchos hongos y las algas unicelulares)
se lleva a cabo utilizando una de las modifica-
ciones del método de siembra en placa. Este
método implica la separacion e inmovilizacion
de los organismos particulares sobre o dentro
de un medio nutritivo solidificado por agar o
algin otro agente gelificante. Cada organismo
viable origina al multiplicarse, una colonia.

La siembra por estria es, en general, el
método mas util de sembrar en placa. El asa de
cultivo se esteriliza e introduce en una suspen-
sion, convenientemente diluida, de microorga-
nismos y se utiliza luego para hacer una serie
de estrias paralelas, no superpuestas, sobre una
placa de agar previamente solidificado.
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Alternativamente, los aislamientos pueden
hacerse con placas sembradas por vertido
para lo cual sucesivas diluciones del inoculo se
van colocando en placas de Petri estériles y se
van mezclando con el medio de agar fundido,
pero enfriado, que también por extension en
placa se deja entonces solidificar.

El aislamiento de bacterias anaerdbicas
por los métodos de siembra en placa plantea
problemas especiales. Siempre que los orga-
nismos en cuestion no mueran rapidamente al
ser expuestos al oxigeno, las placas pueden
prepararse de la manera habitual y luego incu-
barse en recipientes cerrados, de los cuales se
elimina el oxigeno bien sea por absorcion qui-
mica o por evacuacion. Para los anaerobios
mas sensibles al oxigeno, es preferible una mo-
dificaciéon del método de siembra por vertido,
denominado cultivo por dilucién y agita-
cién. Un tubo con agar fundido y enfriado se
inocula y se mezcla; aproximadamente la déci-
ma parte de su contenido se transfiere a un se-
gundo tubo el cual se mezcla a su vez y se
utiliza para inocular un tercer tubo de la misma
manera. Después de haber preparado de 6a 10
diluciones sucesivas, los tubos se enfrian rapi-
damente y se cierran herméticamente vertien-
do sobre la superficie una capa de vaselina y
parafina, con el fin de evitar el acceso del aire
a la columna de agar.

Los microorganismos varian enormemen-
te en cuanto a sus requerimientos. Ningin me-
dio y conjunto unico de condiciones de
crecimiento permitira el desarrollo de todos
los microorganismos presentes en una pobla-
cion natural. Es probable que s6lo una peque-
fraccion de los microorganismos
inicialmente presentes sea capaz de formar co-
lonias en cualquier medio dado. De hecho, al-
gunas bacterias y muchos protozoos y algas no
se cultivan con éxito todavia en medio solidos.
De ahi que pueda haber miles de microorga-
nismos que se depositaron también en la su-
perficie del agar y que, aunque no lograron un
crecimiento visible macroscépicamente, sigan
siendo viables. La probabilidad de que algunos
de estos microorganismos sean tomados y
transferidos es muy elevada. Nunca se debe

fia
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tomar la colonia de una primera placa para
preparar un cultivo puro. En lugar de esto, se
debe sembrar por estria una segunda placa,
utilizando una suspensién preparada a partir
de una colonia bien aislada. Si todas las colo-
nias de esta segunda placa resultan idénticas,
una colonia bien aislada de éstas puede ya uti-
lizarse para establecer un cultivo puro.

Ciertas bacterias flageladas moviles (Pro-
teus, Pseudomonas, por ejemplo) pueden ex-
tenderse rapidamente por la superficie
ligeramente himeda de la placa recién prepa-
rada. Esto puede evitarse mediante el uso de
placas con la superficie bien seca, en las que las
células quedan inmovilizadas. En tales casos,
el movimiento de los organismos en cuestion
sirve de ayuda para su purificacién ya que pue-
den separarse de otras clases de microorganis-
mos inmovilizados en el agar.

Ciertos antibiéticos son especialmente uti-
les para conseguir cultivos puros. Las bacterias
varian mucho en cuanto a su sensibilidad al an-
tibidtico penicilina, el cual puede utilizarse,
por consiguiente, a bajas concentraciones para
impedir el desarrollo de las bacterias sensibles
existentes en la poblacion inicial. A concentra-
ciones mas elevadas, la penicilina es general-
mente  toxica para los  organismos
procaridticos, pero no para los eucariéticos.
Es un agente de gran utilidad para la purifica-
cién de protozoos, hongos y algas que estén
contaminados con bacterias.

En el caso de los virus, por supuesto nun-
ca se puede obtener un cultivo puro, ya que es-
tos organismos son parasitos intracelulares
obligados; un cultivo binario, formado por un
virus especifico y su hospedador biolégico, re-
presenta la meta de purificacién para este gru-
po. Solamente a partir de un cultivo de este
tipo pueden aislarse particulas viricas, por mé-
todos bioquimicos diferentes.

Aislamiento de cultivos puros en medios
liquidos

El sistema mas sencillo de aislamiento en
medios liquidos es el método de las dilucio-
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nes. El inéculo se somete a una dilucion en se-
rie utilizando medio estéril y se inocula un gran
nimero de tubos de medio con partes alicuo-
tas de cada una de las diluciones sucesivas. El
objetivo de esta operacion es inocular una se-
rie de tubos con una suspensién microbiana
tan diluida que la probabilidad de introducir si-
quiera un sélo individuo dentro de un tubo
dado es muy pequefia. Como resultado de ello,
si un tubo muestra algo de crecimiento, existe
una elevada probabilidad de que este creci-
miento sea el resultado de la introduccion de
un sélo organismo.

El método de las diluciones tiene, sin em-
bargo, una gran desventaja: sélo puede utili-
zarse para aislar el miembro predominante
numéricamente de una poblacién microbiana
mixta. Casi nunca puede ser utilizado de ma-
nera eficaz para el aislamiento de microorga-
nismos grandes que no crecen en medios
sélidos (por ejemplo, protozoos, algas) por-
que, por regla general, en la naturaleza estos
microorganismos se hallan en un nimero muy
inferior al de las bacterias.

Cuando no puede aplicarse ni el método
de siembra en placa ni el de las diluciones, la
unica alternativa consiste en recurrir al aisla-
miento, microscopicamente controlado, de
una sola célula u organismo a partir de la po-
blacién mixta.

TEORIA Y PRACTICA DE LA ESTERI-
LIZACION

La esterilizacion es un tratamiento que deja
el objeto tratado libre de todo organismo vivo.
Puede lograrse mediante exposicion a agentes
letales fisicos o quimicos, o en el caso especial
de las disoluciones, por filtracion.

El tdnico criterio valido de muerte en el
caso de un microorganismo es la pérdida irre-
versible de la capacidad de reproducirse.
Esto se determina gencralmente mediante mé-
todos cuantitativos de siembra en placa, en los
que los supervivientes se detectan porque for-
man colonias. Cuando una poblacién micro-
biana pura se expone a un agente letal, la
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cinética de la muerte es casi siempre exponen-
cial: el nimero de supervivientes disminuye en
progresion geométrica con el tiempo.

En la practica de la esterilizacion, la pobla-
cién microbiana que ha de ser destruida es casi
siempre mixta. Como los microorganismos di-
fieren ampliamente en su resistencia a los
agentes letales, los factores que se hacen signi-
ficativos son el tamafio de la poblacién inicial
y la tasa de mortalidad de los miembros mas
resistentes de la poblacién mixta. Estos son
casi siempre las endosporas de ciertas bacte-
rias. Por consiguiente, para asegurarse de la
fiabilidad de los métodos de esterilizacion, los
objetos que se utilizan son suspensiones de es-
poras de resistencia conocida.

Esterilizacién por calor

El calor es el agente letal mas ampliamente
utilizado para la esterilizacion. Los objetos
pueden ser esterilizados por calor seco, apli-
cado en un horno en atmoésfera de aire o por
calor humedo, que proporciona el vapor ca-
liente. La esterilizacion por calor seco requiere
una duracién e intensidad mucho mayores
porque la conduccién del calor es menos rapi-
da en aire seco que en aire humedo. Ademas,
las bacterias pucden sobrevivir en estado de
desecacion completa y, en este estado, la resis-
tencia intrinseca al calor de las células vegeta-
tivas  bacterianas  estd  enormemente
aumentada, casi hasta el nivel caracteristico de
las esporas. Por consiguiente, la tasa de muerte
es mucho mids baja para las células desecadas
que para las hidratadas.

El calor seco se usa principalmente para
esterilizar material de vidrio y otros materiales
solidos estables al calor. Los objetos se envuel-
ven en papcl o sc les protege de otra forma de
la contaminacién posterior y son expuestos a
una temperatura de 170°C durante 90 minutos
en un horno.

El vapor debe ser utilizado para la esterili-
zacién por calor de disoluciones acuosas. El
tratamiento sucle llevarse a cabo en un reci-
piente llamado autoclave, que puede llenarse
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de vapor a una presion superior a la atmosfé-
rica. La esterilizacién puede lograrse asi a tem-
peraturas que estin considerablemente por
encima del punto de ebullicién del agua. Los
autoclaves de laboratorio se emplean general-
mente a una presion de vapor de una atmosfe-
ra por encima de la presiéon atmosférica, lo
cual corresponde a una temperatura de 120°C.
Incluso las esporas que sobreviven después de
varias horas sometidas a ebullicion, mueren ra-
pidamente a 120°C. Los volumenes pequefios
de liquido (hasta unos 3 litros) pueden ser es-
terilizados exponiéndolos durante 20 minutos;
si hay que esterilizar volimenes mayores, debe
alargarse el tiempo de tratamiento.

Al iniciar la operaciéon debe ser expulsado
todo el aire que originalmente estaba en el re-
cinto del autoclave y ser reemplazado por va-
por; esto se logra mediante el uso de una
vilvula de vapor que permanece abierta mien-
tras estd saliendo aire a través de ella. Por esta
razon, un autoclave debe estar siempre equipa-
do con un medidor de presién y un medidor
de temperatura. La temperatura del interior de
la camara de esterilizacion puede vigilarse in-
cluyendo entre los objetos que se van a esteri-
lizar, papeles indicadores especiales que
cambian el color si el tratamiento térmico ha
sido adecuado.

Esterilizacién por filtracién

El principal método de laboratorio usado
para esterilizar disoluciones de materiales ter-
molabiles es la filtracién a través de filtros ca-
paces de retener los microorganismos. Los
microorganismos quedan retenidos en parte
por el pequenio tamano de los poros del filtro
y en parte por adsorcion a las paredes de los
poros durante su paso a través del filtro.

Como los virus oscilan en cuanto a tamafio
hasta las dimensiones de las grandes moléculas
de proteina, no quedan retenidos en los filtros.
Por consiguiente, nunca es posible tener certe-
za de que, por los métodos de filtracién que
dejan una disolucion libre de bacterias, se van
a eliminar también los virus.

CURVA DE CRECIMIENTO DE UN
CULTIVO MICROBIOLOGICO

I - Fase de latencia
2 - Fase exponencial
3 - Fase estacionaria
4 - Fase de muerte

Niimero de microorganismos

tiempo

CRECIMIENTO MICROBIANO

En cualquier sistema biolégico, el creci-
miento puede ser definido como el aumento
ordenado de todos los componentes quimi-
cos. El aumento de masa, por si solo, podria
no indicar un crecimiento real, ya que las célu-
las podrian estar incrementando su contenido
unicamente en productos de reserva. En un
medio adecuado, y al cual se han adaptado per-
fectamente, las bacterias se encuentran en un
estado de crecimiento equilibrado. Durante un
periodo de crecimiento equilibrado, una dupli-
cacion de la biomasa va acompafiada de una
duplicaciéon de todas las demas propiedades
medibles de la poblacion, por ejemplo, protei-
nas, RNA, DNA y agua intracelular. En otras
palabras, los cultivos en crecimiento equilibra-
do mantienen una composicién quimica cons-
tante. La existencia del crecimiento
equilibrado simplifica la tarea de medir la velo-
cidad de crecimiento de un cultivo bacteriano;
como la velocidad de crecimiento de todos los
componentes de una poblacion es la misma, la
medida de cualquier componente basta para
determinar la velocidad de crecimiento.

Un cultivo microbiano en crecimiento
equilibrado imita una reaccién autocatalitica
de primer orden; es decir, la velocidad de au-
mento de bacterias en un tiempo dado es pro-
porcional al nimero o masa de bacterias
presentes en ese tiempo.
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Velocidad de aumento de las células = k
(ndmero o masa de células)

El valor de k es suficiente para definir la
velocidad de crecimiento de un cultivo. No
obstante, también se utilizan a2 menudo otros
parametros. Uno es el tiempo de duplicacion
promedio o tiempo de generacion (g), que se
define como ¢l tiempo requerido para que to-
dos los componentes del cultivo aumenten en
un factor de 2.

La ecuacion predice una relacion exponen-
cial entre el nimero de células en la poblacion
(o cualquier otra propiedad mensurable) y el
tiempo. Las poblaciones de bacterias que cre-
cen de modo que se cumplen estas ecuaciones
se dice que estan en la fase exponencial de
crecimiento.

Las poblaciones microbianas raramente
mantienen un crecimiento exponencial a altas
velocidades durante largo tiempo, sino que
esta limitado normalmente por el agotamiento
de los nutrientes disponibles o por la acumula-
cién de productos téxicos del metabolismo.
Como consecuencia, la velocidad de creci-
miento disminuye y el crecimiento llega a de-
tenerse. En este punto se dice que el cultivo
estd en la fase estacionaria. La transicion en-
tre la fase exponencial y la estacionaria implica
un periodo de crecimiento desequilibrado, du-
rante el cual los diversos componentes celula-
res son sintetizados a diferentes velocidades.
En consecuencia, las células en la fase estacio-
naria tienen una composicién quimica diferen-
te a la de las células en fase exponencial. La
composicion celular en la fase estacionaria de-
pende del factor limitante especifico del creci-
miento. A pesar de esto, pueden hacerse
algunas generalizaciones: las células en la fase
estacionaria son mas pequefias que en la fase
exponencial (dado que la divisioén celular con-
tinia después que el incremento de masa se ha
detenido), y son mas resistentes a agentes fisi-
cos (calor, frio, radiaciones) y quimicos adver-
sos. Las células bacterianas mantenidas en un
estado en ¢l que no hay crecimiento llegan a
morir. La muerte es consecuencia de diversos
factores; uno importante es el agotamiento de
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las reservas celulares de energia. Al igual que el
crecimiento, la muerte es una funcién expo-
nencial y de aqui que en una representacion se-
milogaritmica la fase de muerte venga
representada por una disminucién lineal del
numero de células viables a lo largo del tiem-

po.

Por otra parte, las células transferidas de
un cultivo en fase estacionaria a un medio fres-
co de igual composicién experimentan un
cambio de composicién quimica antes de ser
capaces de iniciar el crecimiento. Este periodo
de ajuste, denominado fase de latencia tiene
una duracién muy variable; en general su lon-
gitud esta relacionada con la duracién de la
fase estacionaria precedente.

Medicién del crecimiento

Para seguir el curso del crecimiento es ne-
cesario efectuar mediciones cuantitativas. Por
comodidad, las propiedades habitualmente
medidas son la masa celular o el nimero de cé-
lulas.

Medicion de la masa celular. La tinica ma-
nera directa de medir la masa celular es deter-
minar el peso seco del material celular en un
volumen fijo del cultivo. Para ello, hay que se-
parar las células del medio, secarlas y pesarlas.

La técnica mis adecuada para medir la
masa celular de los microorganismos unicelu-
lares es un método Sptico que consiste en me-
dir la cantidad de luz difractada por una
suspension de células. Cuando un haz lumino-
SO pasa a través de una suspension bacteriana,
la reduccién en la cantidad de luz transmitida
como consecuencia de la difraccion es, pues,
una medida de la masa bacteriana presente.
Tales mediciones se hacen normalmente con
un fotémetro o un espectrofotémetro.

Medicion del namero de c¢élulas. El name-

ro de organismos unicelulares de una suspen-
sion puede determinarse microscopicamente
contando las distintas células que hay en un
pequenio volumen medido con exactitud. Tal
operacién se lleva a cabo habitualmente en



TECNICAS DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR

unos portaobjetos especiales denominados ca-
maras de recuento. Estas cimaras van marca-
das con cuadros de area conocida y admiten
una fina capa de liquido de profundidad cono-
cida entre el portaobjetos y el cubreobjetos.
Ello permite conocer exactamente el volumen
de liquido correspondiente a cada cuadrado de
la cimara. El cémputo directo se denomina re-
cuento total de células e incluye tanto las célu-
las viables como las no viables.

Para el recuento directo de células de una
suspension puede utilizarse también un instru-
mento llamado contador de Coulter. Se hace
pasar una parte pequefia de la suspension al in-
terior de un tubo de vidrio a través de un ori-
ficio. Este orificio cierra un circuito eléctrico,
entre un electrodo del interior y otro del exte-
rior del tubo. La deteccion se basa en las dife-
rencias de conductividad entre las bacterias y
el liquido de suspension. La conductividad dis-
minuye cada vez que una bacteria pasa a través
del orificio; esto es detectado y registrado elec-
trénicamente.

La limitacién principal del recuento mi-
croscépico directo de poblaciones bacterianas
viene impuesta por la necesidad de utilizar sus-
pensiones celulares relativamente concentra-
das.

El computo de organismos unicelulares
viables puede también realizarse por recuento
en placa, ya que las células viables, separadas
unas de otras por dispersion sobre o dentro de
un medio de agar, dan lugar al crecer a colonias
independientes visibles macroscoépicamente.

Eficiencia del crecimiento: rendimiento

La cantidad neta de crecimiento de un cul-
tivo bacteriano es la diferencia entre la masa
celular (o numero de células) utilizada como
indculo y la masa celular (o nimero de células)
presente en el cultivo cuando se llega a la fase
estacionaria. Cuando el crecimiento es limita-
do por un nutriente determinado, existe una
relacion lineal fija entre la concentracion inicial
de dicho nutriente y el crecimiento neto resul-
tante. La masa de células producida por uni-
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dad de nutriente limitante es, por consiguiente,
una constante (Y) conocida como rendimien-
to. El valor de Y puede calcularse a partir de
mediciones del crecimiento total mediante la
ecuacion

XX,
%

Y=

donde X es el peso seco/ml de las células
cuando el cultivo entra en la fase estacionaria ,
X, el peso seco/ml inmediatamente después
de la inoculacién y C la concentracion del nu-
triente limitante.

El rendimiento puede medirse para cual-
quier nutriente que se imponga y una vez de-
terminado puede emplearse luego para
calcular la concentracion de dicho nutriente en
una mezcla desconocida, midiendo sencilla-
mente qué tasa de crecimiento es capaz de in-
ducir una muestra de la mezcla desconocida
cuando se afiade a un medio de cultivo que ca-
recia de él.

Debe observarse que el rendimiento por
unidad de tiempo sdlo aumenta durante la fase
exponencial. Una vez alcanzada la fase estacio-
naria, el rendimiento neto se mantiene cons-
tante mientras que el rendimiento relativo, por
unidad de tiempo, va decreciendo progresiva-
mente
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ESTRUCTURA Y PURIFICACION
DE ACIDOS NUCLEICOS

LOS ACIDOS NUCLEICOS EN LA CE-
LULA

Los acidos nucleicos son el material gené-
tico, es decir, son el lugar fisico donde se alma-
cena la informacién que se traspasa de
generacion en generaciéon. También son los
componentes fundamentales de los mecanis-
mos de traduccion de la informacion genética
en sefiales quimicas comprensibles por la célu-
la para realizar tareas determinadas.

Existen dos categorias bien distintas de
acidos nucleicos con estructuras quimicas bas-
tante parecidas pero muy distintos a nivel fun-
cional: DNA y RNA. El DNA es el material
genético de almacenamiento de informacion
por excelencia, mientras que el RNA esta en-
cargado principalmente de la transmision de la
informacién del material genético a senales
bioquimicas elaboradas (normalmente protei-
nas).

Salvo algunas excepciones, el sentido de
transmisiéon de la informacién genética es:
DNA = RNA - proteina = funcion celular.

De acuerdo con su funcion, la localizacion
subcelular de los distintos acidos nucleicos es:

DNA

NUCLEO transcripcion

v

hn-RNA

NUCLEO/

CITOPLASMA maduracién

L 4
m-RNA

CITOPLASMA traduccién

v
Proteina

Concepto de gen

La informacion genética guardada en el
DNA esti codificada. Cada unidad de infor-
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macion codificada es un gen. Cada caracter he-
redable se corresponde por tanto con un gel.

Un genotipo "natural", también denomi-
nado "silvestre" o "wild type" (wt) puede verse
afectado por diversos motivos, ocasionando
un cambio respecto al gen que aparece nor-
malmente en la naturaleza. Este cambio se co-
noce como mutacién, y mutante al individuo
que porta esta forma alterada. No obstante,
existen diversos ejemplos de genes que de for-
ma natural, existen en multiples variantes, to-
dos igualmente "normales", conocidos como
polimorficos. Aunque en muchos casos resul-
ten dafiinas ¢ incluso letales, la mutacion y la
existencia de formas alteradas de los genes
constituye la base de la seleccion y la evolucion
de las especies.

EL CODIGO GENETICO

SEGUNDA BASE
U C A G
Phe Ser Tyr Cys | U
U| Phe Ser Tyr Cys | C
Leu Ser | STOP | STOP | A
Leu Ser |STOP| Trp |G
Leu Pro His Arg | U
1l C| Leu Pro His Arg | C|3
< Leu Pro Gln Arg | AlD
g Leu Pro Gln Arg | G Q
m Ile Thr Asn Ser | U E
Z(Al De | Thr | Asn | Ser |C|Z
o Ile Thr | Lys | Arg |A|&
Met Thr Lys Arg |G
Val Ala Asp Gly |U
G| Val Ala Asp Gly |(C
Val Ala Glu Gly | A
Val Ala Glu Gly |G

CONSTITUYENTES DE LOS ACIDOS
NUCLEICOS

Los 4cidos nucleicos estin compuestos
por tres tipos de moléculas: bases nitrogena-
das, pentosas y grupos fosfato. La unién me-
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diante enlace glicosidico entre bases y azicares
origina los nucleosidos. La unién y polimeriza-
cién con grupos fosfato mediante enlace fos-
foester origina los nucleétidos. La unica
diferencia entre DNA y RNA en cuanto a su
composicion es que la pentosa del DNA tiene
un grupo hidroxilo menos (d-ribosa) que la del
RNA (ribosa), en posicion 2.

La nomenclatura de las bases, nucledsidos
y nucledtidos se muestra a continuacion:

Base Nucleésido  Nucledétido
adenina adenosina AMP
dAMP
guanina guanosina GMP
dGMP
citosina citidina CMP
dCMP
timina timidina dTMP
uracilo uridina UMP

Los nucleésidos son capaces de unir hasta
3 grupos fosfato mediante enlaces fosfodiéster
entre el fosfato y las posiciones 5" y 3” de las
ribosas o d-ribosas. La formacién de 2 enlaces
fosfodiester en las posiciones 5"y 3" de un
mismo azucar permite la formacién de conca-
témeros, de forma que los acidos nucleicos
son polimeros extremadamente largos de nu-
cleétidos y adoptan una secuencia lineal de los
4 constituyentes distintos A, C, G y T(U). El
orden lineal de dichos nucle6tidos constituye
la secuencia del icido nucleico.

La estructura global de los acidos nucleicos
depende en buena medida de sus constituyen-
tes. Estos son por un lado bases nitrogenadas
con caricter mayoritariamente hidrofébico
(aunque con grupos con capacidad de distribu-
ciéon de carga) junto con grupos fuertemente
hidrofilicos. La estructura energéticamente
mas estable seri la exposicion al medio acuoso
de los grupos fosfato, dejando ocultas las ba-
ses nitrogenadas
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HIBRIDACION DE LOS ACIDOS NU-
CLEICOS

La molécula de DNA es capaz de adquirir
una estabilidad aun mayor gracias a los enlaces
de hidrégeno, que se forman entre grupos de
bases contrapuestas.

Las bases capaces de interaccionar entre si
se denominan complementarias, y son G=C y
A=(T/U). La estructura de los 4cidos nuclei-
cos solo permite la formacion de enlaces de H
cuando dos hebras de DNA se sitian en posi-
ciones antiparalelas, es decir, una cadena en
direcciéon 5°=> 3"y la otra 3" = 5. Esta intera-
cién mantene la estructura del DNA siempre
como una doble hélice. El acoplamiento entre
bases de cadenas antiparalelas se denomina
apareamiento o hibridaciéon y obviamente
depende de la secuencia de nucleétidos de las
cadenas que se enfrentan. Solo hibridaran las
secuencias de DNA que tengan enfrente se-
cuencias complementarias. La fuerza de esta
interaccién también depende de la proporcion
entre las distintas bases. Un enlace GC aporta
3 enlaces de H mientras que un enlace AT s6lo
aporta 2. Asi, cuanto mayor sea el contenido
en GC, mayor sera la fuerza de la interaccion.

El DNA de doble cadena esta siempre hi-
bridado en condiciones normales. El RNA por
el contrario esta compuesto por una unica ca-
dena y sélo presentari zonas de hibridacion
alli donde existan secuencias de RNA de se-
cuencias complementarias que puedan enfren-
tarse en sentido antiparalclo.

Factores que afectan la hibridacién de los
acidos nucleicos

Como la hibridaciéon de dos cadenas de
DNA depende de los enlaces de hidrégeno
que se forman entre las bases, no implica la
formacion de enlaces covalentes. Se puede de-
finir un parametro denominado temperatura
de fusion (Tm) que corresponde a la tempera-
tura, donde el 50% de las moléculas estan hi-
bridadas y el otro 50% desnaturalizadas. El
DNA "normal" tiene una Tm de 80-95°C. L6-
gicamente un polimero AT estara por debajo y
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un polimero GC estara por encima de este va-
lot. El cambio es brusco y tendra un valor de-
finido para cada secuencia.

Ademas de la temperatura. hay otros facto-
res que influyen sobre la desnaturalizacion del

DNA:

pH: presencia de medios 4cidos que proto-
nan los nitrégenos de A, G y C o basicos que
desprotonan los aminos de G y T. Como estos
grupos ionizables intervienen en la formacién
de los enlaces de H, su cambio de carga hace
desaparecer la estabilizacion entre cadenas.

Concentracién salina del medio, que esta-

biliza en un rango y desestabiliza si se sube en
exceso, mediante la formacién de puentes en-
tre los grupos cargados de los acidos nucleicos
y del agua. Del mismo modo, todos los agen-
tes quimicos que debiliten las interacciones en-
tre las bases apareadas reducirin el grado de
apareamiento entre dos hebras de DNA.

Secuencia de DNA: en concreto el porcen-

taje de pares GC (que aportan mayor estabili-
dad) y presencia de desapareamientos
puntuales. Empiricamente, se ha determinado
una férmula que permite calcular la tempera-
tura de una secuencia dada de DNA, que es:
Tm = 69,3 + 0,41 (G + C) a2 0,2M de Na*, ba-
jando aprox 1°C por cada 1 - 1,5% de desapa-
reaminento. El contenido en GC no llega
nunca al 50% en los organismos superiores.
En humanos es del 40%. En los organismos
menos evolucionados hay mas variabilidad pu-
diéndose superar ese valor.

PRINCIPALES FACTORES QUE
AFECTAN A LA HIBRIDACION DE LOS
ACIDOS NUCLEICOS

- Temperatura | - Homologia de secuencia

- Fuerza i6nica | - Porcentaje de G + C

-pH - Presencia de agentes
desnaturalizantes
- Longitud - Presencia de mutaciones

puntuales
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La desnaturalizacion es reversible. Tras un
tiempo adecuado, dos secuencias complemen-
tarias desapareadas vuelven a hibridar cuando
las condiciones experimentales lo permiten
(bajada de temperatura, concentracion salina,
etc), incluso en presencia de multiples secuen-
cias no relacionadas. La desnaturalizacion es
facilmente detectable en el laboratorio gracias
al denominado efecto hipercrémico. Cuando
las bases estan apareadas y apiladas, no absor-
ben tanta radiacién UV como cuando no lo es-
tin, de manera que la pérdida de apareamiento
se asocia con un aumento de la absorbancia
(hipercromicidad) a determinadas longitudes
de onda. La renaturalizacion puede también
seguirse por pérdida de efecto hipercrémico.
Este tipo de analisis llevo al descubrimiento de
la existencia de secuencias de DNA muy repe-
tidas en los organismos superiores, definidas
por sus valores cot, /.

Gracias al fendmeno de hibridacion y a su
caricter reversible, pueden generarse facil-
mente sondas para detectar acidos nucleicos
vitro, bien en disoluciones o sobre materiales
inmovilizados, como por ejemplo filtros de
papel, de nylon o de nitrocelulosa. Este hecho
constituye uno de los pilares técnicos bisicos
en la biologia molecular, como se describira en
los apartados siguientes.

PREPARACION DE ACIDOS NUCLEI-
COS

Purificacion de DNA en disoluciones
acuosas

A menudo es necesario purificar o concen-
trar una disolucién de DNA antes de seguir
con su analisis o manipulacién. Lo mas habi-
tual es tener que eliminar proteinas presentes
en dichas preparaciones. El método general
para desproteinizar las disoluciones de DNA
es la extraccion con fenol, que desnaturaliza de
forma muy eficaz las proteinas y las disuelve.
Se emplea a la vez cloroformo, que estabiliza
la interfase agua - fenol y hace que no se reten-
ga agua en la fase organica, y alcohol isoamili-
co, que evita la formacion de espuma en las
agitaciones y ayuda a la separacion de las fases.
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La extraccién con fenol va seguida de pre-
cipitacién con alcoholes (generalmente, etanol
o 2-propanol). Este paso elimina los restos de
fenol y permite obtener un DNA relativamen-
te libre de otro tipo de solutos, con lo cual per-
mitira cambiar las condiciones del disolvente
en distintos pasos de manipulacion del DNA.
Para este paso de precipitacion es necesaria la
participacién de 0,1 a2 0,5 M de iones monova-
lentes, que luego se eliminan facilmente por
ser solubles en 70% etanol, donde el DNA se
mantiene insoluble.

Preparacion de DNA genémico

El principal problema que se plantea en
este caso es que se debe proceder a la ruptura
del tejido tan rapido como sea posible, ya que
existen muchas nucleasas endégenas que pue-
den degradar el material genético si no se inac-
tivan. A continuacion, se digieren las proteinas
con una proteasa y se eliminan proteasa y res-
tos de proteinas por extraccion organica. Fi-
nalmente, el DNA se purifica por
precipitacion con etanol o isopropanol. El mé-

todo se basa en la excepcional actividad catali-
tica de la proteinasa K y el uso de SDS como
desnaturalizante en esa digestion.

Para obtener un DNA de alto peso mole-
cular, conveniente por ejemplo para la crea-
cién de genotecas, se puede dializar frente a
un volumen grande (100 vol.) de TE durante
un minimo de 24 h en lugar de precipitar con
etanol. El rendimiento esperado es de 2 mg de
DNA por cada gramo de tejido.

Cuando el DNA gendémico se prepara a
partir de cultivos de bacterias, el procedimien-
to consiste en la lisis de las bacterias de un cul-
tivo liquido, eliminando las proteinas con
proteinasa K, los restos de pared bacteriana,
polisacaridos y restos adicionales de proteinas
con bromuro de cetltrimetilamonio (CTAB)
en presencia de alta concentracion de sales, y
recuperacion del DNA mediante precipitacion
con isopropanol. Puede llegarse a un rendi-
miento de 0,5 a 2 mg de DNA por cada 100 ml
de cultivo (a 108 - 10? células / ml).

METODOS DE OBTENCION DE ACIDOS NUCLEICOS

Material de partida Base de la separacion Reactivos especificos.
Disoluciones acuosas - Sepracién de fases - Fenol
- Precipitacién selectiva - Etanol, isopropanol
DNA gen6émico de eucari- | - Disgregacién y extraccién | - Proteinasa K
otas - Fenol
DNA genémico de procar- | - Disgregacién y extraccién | - Proteinasa K
iotas - Fenol
- CTAB
DNA plasmidico (lisis - Desnaturalizacién - NaOH
alcalina) -SDS
DNA plasmidico (método | - Disgregacién y extraccién | - Calor
de hervido) - Eliminacién del DNA - Lisozima
- TritonX 100
RNA celular - Precipitacién selectiva - Agentes caotrépicos
(tiocianato de guanidina)
- Fenol 4cido
- Etanol, isopropanol
RNA poliA* - Cromatografia de afinidad | - Oligo-dT-celulosa
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Preparacion de DNA plasmidico

Pese a que el DNA gendmico es el material
genético mayoritario de las bacterias, es mu-
cho mas frecuente querer purificar el DNA
presente en plasmidos, incluidos en las propias
bacterias. Existen diversos procedimientos:

Bt = ! 2

Existen varios procedimientos basados en
la ruptura de la célula bacteriana a los que se
afnade el uso de detergentes o condiciones que
desnaturalizan el DNA haciéndole inestable
en disolucion y forzando su precipitacion. El
DNA de los plasmidos debido a su caracter
pequefio y sobre todo por ser circular y estar
superenrollado no llega a desnaturalizarse
completamente o renaturaliza con la suficiente
rapidez como para quedar solubilizado y por
tanto podra separarse por centrifugacion del
DNA cromosémico. Las preparaciones de
DNA plasmidico obtenidas de esta manera
pueden llevar también RNA, que es soluble en
estas condiciones.

a) Lisis alcalina: Puede partirse de volumenes
pequenos de muchos cultivos a la vez. El pro-
cedimiento se basa en la lisis de la bacteria en
una disolucion que contiene SDS y NaOH, de
forma que el SDS desnaturaliza las proteinas y
la NaOH desnaturaliza el DNA plasmidico y
cromosomico. A continuacion se cquilibra
con KAcO, de manera que el DNA plasmidi-
co renaturaliza mientras que el DNA cromo-
sémico precipita rapidamente, al igual que la
mayoria de las proteinas bacterianas, junto con
el SDS, que forma un complejo con el potasio.
El precipitado, muy aparente, se elimina por
centrifugacién, y el DNA se concentra por
precipitacién con etanol.

b) Método de hervido: Es mas ripido aunque
también mas agresivo. Se basa en la triple ac-
cion del calor, de la lisozima (que degrada la
pared bacteriana) y el detergente TritonX100.
El calor y el detergente hacen roturas en la de-
bilitada pared bacteriana de manera que esca-
pan RNA y DNA de bajo peso molecular pero
no moléculas grandes como el DNA cromo-
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somico. El DNA cromosémico queda unido a
la pared bacteriana, que precipita tras una cen-
trifugacion breve.

.. .

cala

Basicamente se basan en los mismos méto-
dos que a pequefia escala salvo un paso adicio-
nal de purificacién por centrifugaciéon en
gradientes de cloruro de cesio o por cromato-
grafia en columna. El rendimiento esperado es
de 1-2 mg de plasmido para un cultivo de unos
500 ml.

Para la purificaciéon por centrifugacién en
gradientes de CsCl-EtBr, se establece un gra-
diente de densidad con CsCl en el cual las mo-
léculas de DNA se sitian segun su densidad.
En presencia de EtBr, que es un agente inter-
calante, el DNA cromosémico (muy grande,
relativamente relajado) intercala mucho EtBr,
con lo cual se hace mucho menos denso,
mientras que las moléculas covalentemente ce-
rradas de los plasmidos no pueden intercalar
tanto, con lo cual quedan mucho mas densas,
separindose ficilmente en el gradiente. Tras
recoger por separado la banda de plasmido, se
eliminan CsCl y EtBr y se precipita el DNA
con etanol.

Para la purificacion por cromatografia se
aprovecha que el DNA es una molécula alta-
mente cargada para ser purificado en colum-
nas de intercambio anidénico donde otras
moléculas no se unen. La clucién se realiza
después mediante cambios en las condiciones
salinas que eliminan la union del DNA a las
columnas.

Preparacion de RNA

El RNA tiene una localizacién celular
esencialmente citoplasmatica. Hay que tener
dos cuidados especiales con el RNA. Al ser
una molécula pequenia de unica cadena, hay
que conseguir obtenerla en su longitud com-
pleta, sin cortes. Por otro lado, las enzimas que
degradan RNA (RNasas) son enzimas muy ac-
tivas que no necesitan cofactores y que por
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tanto son muy dificiles de inactivar. La mejor
manera de trabajar con RNA es desnaturalizar
las RNasas endégenas tan pronto como sea
posible, trabajar deprisa, y asegurarse de no in-
troducir RNasas contaminantes durante la
preparacion, para lo cual habra que:

1- Usar guantes.

2- Utilizar material de vidrio tratado a 300°C
durante 4 horas.

3- Udlizar material de plistico reservado
con este fin.

4-Tratar con DEPC las disoluciones nece-
sarias.

El agente que se emplea cominmente en la
extraccion de RNA es el tiocianato de guanidi-
na, que es uno de los agentes desnaturalizantes
mds potente que se conoce. Se trabaja en unas
condiciones de pH (icido) en las que el DNA
y las proteinas llegan a ser mas solubles en la
fase organica o en la interfase que en la fase
acuosa, permitiendo la separacion entre DNA
y RNA. Una vez obtenido el RNA en condi-
ciones de reactivacion de las proteinas celula-
res, la precipitacion simple con alcoholes es el
método mas sencillo para obtener un RNA en
condiciones de pureza y rendimiento adecua-
das. El proceso de desnaturalizacion/precipi-
tacién puede repetirse sucesivamente si se
necesita una purificacién mayor.

RNA poli-adenilado

En muchas ocasiones, el estudio de los ge-
nes requiere de una mayor purificacién entre
los distintos tipos de RNA, siendo necesaria la
separacion del mRINA (que esta en su mayoria
modificado por poliadenilacion en 37) de los
otros tipos de RNA, que son mayoritarios.

Se hace uso de la cola de poliA para que se
una por afinidad a una columna de polidT aco-
plado a celulosa como soporte sélido, eluyen-
do a continuacién por cambios en la
condiciones i6nicas del medio de incubacién.
Las cantidades empleadas normalmente son
de aproximadamente 1 ml de oligodT-celulosa
por cada 10 mg de RNA de partida, y el resul-
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tado esperable, en el mejor de los casos, es de
multplicar por 10 la concentracién especifica
de un mensajero respecto a la masa de RNA
total.
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TECNICAS DE ANALISIS DE ACI-
DOS NUCLEICOS

ELECTROFORESIS DE ACIDOS NU-
CLEICOS

La electroforesis en gel (generalmente de
agarosa) es la técnica mas sencilla y de mejor
resolucion empleada en el anilisis de 4acidos
nucleicos, con posibilidades de uso tanto pre-
parativo como analitico. Es capaz de resolver
fragmentos de DNA en un rango entre 0,1 y
15 kilobases (kb), y aun puede ampliarse este
rango hasta las 2000 kb en geles de campo pul-
sante o disminuirse hasta unas pocas decenas
de pares de bases (pb) si se realiza la electrofo-
resis en geles de poliacrilamida-urea. La elec-
troforesis en geles de agarosa aprovecha que
los dcidos nucleicos estin fuerte y homogé-
neamente cargados a lo largo de toda su molé-
cula, y de que en general éstos presentan una
escasa estructuracion.

La electroforesis en geles de agarosa con-
siste en la inclusién de los acidos nucleicos en
una matriz porosa (la agarosa) a través de la
cual se obliga a circular a los acidos nucleicos
debido a la imposicion de un campo eléctrico.
Los factores que afectan la migracién de cada
molécula de DNA seran fundamentalmente:

1. El gradiente de voltaje aplicado.

2. Las condiciones salinas del medio en el
que se establece la corriente.

3. La posible conformacién del icido nu-
cleico.

4. El tamafio del poro de la matriz, que sera
quien definitivamente establecera el ran-
go efectivo de separacion de las macro-
moléculas.

Por tanto, a igualdad de todos los demas
parimetros, serd el tamafio de la molécula de
acido nucleico lo que definira su mayor o me-
nor migracion durante la electroforesis. Afor-
tunadamente, el tamafo de poro de la matriz
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de agarosa se puede modificar de forma senci-
lla, simplemente cambiando la concentracion
de agarosa, con lo cual se puede definir a priori
el rango de tamafios que se van a poder sepa-
rar en cada gel.

Los porcentajes mas adecuados de agarosa
para separar distintos rangos de DNA son los
siguientes:

Rango efectivo de
resolucion
% agarosa (en kilobases)

0,5 30al

0,7 12a0,8
1,0 10a0,5
1,2 7a04
1,5 3a0,2

Si se necesitan resolver fragmentos de
DNA menores de 200 pb, pueden también
emplearse geles de poliacrilamida, donde el
rango de separacion efectiva oscila entre las
30-600 pb (geles al 5% de concentracién de
acrilamida) y hasta las 5-100 pb para geles de
concentracion de acrilamida del 20%.

Una vez realizada la migracién de los aci-
dos nucleicos, puede visualizarse su posiciona-
miento en el gel mediante la intercalaciéon de
un compuesto, el bromuro de etidio (EtBr),
que se acumula donde haya acidos nucleicos,
marcando los sitios donde ha migrado una
cantidad suficiente de material (el minimo esta
alrededor de los 2 ng). El EtBr intercalado en-
tre las bases de DNA adquiere propiedades
fluorescentes, emitiendo en longitud de onda
visible (naranja) por lo cual es detectable foto-
graficamente.

Aplicaciones de la electroforesis en geles
de agarosa

1- La principal aplicacion de la electroforesis
en geles de agarosa es determinar ¢l tamafio
aparente de un fragmento de acidos nucleicos
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o de un plasmido por referencia con fragmen-
tos de DNA conocidos. Esta comparacion
puede establecerse en geles no desnaturalizan-
tes gracias a la escasa estructuracién que nor-
malmente tienen las moléculas pequenas de
DNA. Es importante resaltar que, dado que la
comparacion se establece en referencia a
DNA lineal, el DNA que analicemos debera
estar también en forma lineal para poder cuan-
tificar los tamanos de DNA presentes. De he-
cho, los plasmidos en su forma 'ccc' (circular
covalentemente cerrada) migran mucho mas
deprisa que los correspondientes plasmidos li-
nearizados, y estos a su vez un poco mas de-
prisa que las formas circulares no
superenrolladas. En el caso del RNA, no hay
problemas con el superenrollamiento porque
las moléculas son siempre lineales, pero si hay
muchas veces zonas con posibilidad de adqui-
sicion de estructura secundaria. Para eliminar
este problema, los RN As siempre se corren en
geles de agarosa en condiciones desnaturali-
zantes.

2- Otra aplicacién comun es la posibilidad de
cuantificacion de la cantidad de DNA. Este
hecho se basa en que la unién de EtBr al DNA
ocurre de forma constante de acuerdo con el
numero de pares de bases, por lo que cuanto
mayor sea la cantdad de DNA, mayor seri la
cantidad de EtBr capaz de unir y mayor seri la
fluorescencia emitida bajo luz UV. Por com-
paracién con cantidades conocidas de DNA
corridas en paralelo en el mismo gel que nues-
tro DNA problema, podremos estimar la can-
tidad de DNA que contiene una muestra. De
hecho, los marcadores de peso molecular utili-
zados para medir los pesos moleculares en los
geles se incluyen siempre en cantidades cono-
cidas para poder hacer esta doble estimacién
de tamafio y cantidad.

3- Una importante caracteristica de la electro-
foresis de acidos nucleicos es que se realiza en
condiciones nativas no desnaturalizantes del
DNA, es decir, que el DNA se puede recupe-
rar de forma sencilla a partir de un gel de aga-
rosa. Existen varios métodos posibles de
extraccion, entre ellos la elucion directa, la
electroelucion, la electroforesis sobre papel, la
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extraccion por congelacién/descongelacion o
el uso enzimatico de la B-Agarasa, seguidos de
purificacién y eliminacién de sales. El DNA
recuperado, una vez limpio, puede emplearse
esencialmente en cualquier tipo de experimen-
to posterior.

4- La purificacion. La propiedad que mejor
distingue unas moléculas de icidos nucleicos
de otras es precisamente su tamafio. La mejor
manera de conseguir resolver un conjunto de
moléculas reunidas en una misma preparacion
es separarlas mediante electroforesis en gel de
agarosa. Para ello, se cargan todas juntas en el
pocillo del gel e irain migrando mas cuanto me-
nor sea su tamafio. Transfiriendo a continua-
cion las distintas moléculas, ya separadas, a un
soporte solido inerte (por lo general un papel
de nylon o de nitrocelulosa), tendremos las
moléculas de acidos nucleicos separadas y sus-
ceptibles de ser detectadas de forma diferen-
cial con una sonda.

Aplicaciones mas frecuentes de la
electroforesis de acidos nucleicos en
geles de agarosa

1. Determinacion de tamanos molecula-
res

2. Determinacion del grado de superen-
rollamiento

3. Cuantificacion de la cantidad de acidos
nucleicos en la muestra

4. Purificacion de moléculas

5.Resolucion de moléculas con fines pre-
parativos (Northem, Southern)

ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE
ACIDOS NUCLEICOS

Los grupos mas representativos de los 4ci-
dos nucleicos a nivel espectroscépico son las
bases nitrogenadas. Estas presentan un espec-
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tro de absorcién relativamente similar entre
ellas, siendo los electrones deslocalizados que
realizan la transicién entre los radicales Ty TT*
los principales responsables del espectro. El
maximo de absorcion de luz UV se encuentra
centrado entre los 253 y los 271 nm, segin los
diferentes nucleétdos.

Medida de la concentracién de acidos nu-
cleicos por espectrometria

La longitud de onda donde se presenta la
maxima Absorbancia se encuentra situado ha-
cia los 260 nm. Por consiguiente, es posible
determinar la concentraciéon aproximada de
DNA por medicion de la Absorbancia a dicha
longitud de onda. Para una molécula de DNA
determinada, la medida de Absorbancia de-
pendera en una cierta proporciéon de su se-
cuencia, ya que no todas las bases absorben
igual, pero, en media, para unas proporciones
estandar de las bases, existe una relacion
aproximada que indica que 1 U de A, corres-
ponde con 50 pg de DNA de doble cadena,
con 40 pg de RNA o DNA de cadena sencilla
o con 33 Ug de oligonucledtido (de longitud
aproximada de 25 bases). Como se vera a con-
tinuacion, el método de medicién espectrofo-
tométrico consiste en la dilucién de cantidades
adecuadas de DNA (en agua) y medicion de la
Absorbancia a 260 nm y a 280 nm. A conti-

nuacion, el valor obtenido se corregira segun
el factor de dilucién en cada caso para calcular
la concentracion del 4cido nucleico en la diso-
lucion original.

Medida de la pureza de acidos nucleicos

Los principales contaminantes presentes
en las disoluciones de 4cidos nucleicos son las
proteinas. Su espectro de absorcion de luz UV
varia entre las distintas moléculas, pero siem-
pre presentan un maximo de absorcién hacia
los 280 nm, correspondientes a los picos de
absorcion de los aminoicidos aromaticos.
Dada la cercania entre los maximos de absor-
cion de acidos nucleicos y proteinas, ambos
picos se solapan parcialmente. Sin embargo,
para cada nucleétido y para las moléculas de
acidos nucleicos puros, la relacion entre la A,y
y la A4, nm debera ser constante, y aproxima-
damente situada entre los valores A,/ Asgy =
1,8-2,0. Si la medida de Ay, aumenta por la
presencia de una contaminacién de proteinas,
la relacién Asgy/ A,gy disminuira mucho. Por lo
tanto, valores que se alejen mucho del rango
1,5-2,0 indicaran una probable contaminacién
con proteinas 0 con otros grupos capaces de
absorber luz UV en esta zona del espectro
como el fenol. De esta manera, la medicién de
absorcion UV en dos longitudes de onda es
una manera sencilla de determinar la concen-

PRINCIPALES DIFERENCIAS ENTRE LOS METODOS DE ELECTROFORESIS
DE ACIDOS NUCLEICOS Y DE PROTEINAS

ACIDOS NUCLEICOS PROTEINAS
POLIMERO BASE DEL GEL Agarosa Poliacrilamida
METODO Nativo Desnaturalizante
ORIGEN DE LA CARGA Fostatos end6genos SDS
LIMITE DE DETECCION ng de DNA pg de proteina
METODO DE TINCION Bromuro de etidio Azul de Commasie
(fluorescencia) (visible)
TIPO DE MONTAIJE Horizontal Vertical
TIPO DE TRANSFERENCIA Northern blot Western blot

Southern blot

il
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CUANTIFICACION APROXIMADA DE
ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE

ESPECTROMETRIA
DNA (doble cadena) 1 U A,,=50pg
DNA (cadena sencilla) | 1 U A,,, =40 ug
RNA 1 U Ay, =40 pg
oligonucleétidos 1UA,;,=33ug

tracion y el grado de pureza de cada prepara-
cién de idcidos nucleicos obtenida. Por lo
general, el analisis espectrofotométrico se
complementa con un analisis electroforético
analitico para comprobar la integridad, tama-
fio, posible degradacioén, presencia de superen-
rollamiento, etc., de las muestras de acidos
nucleicos.

Determinacién de desnaturalizacion de
DNA mediante técnicas espectrofotomé-
tricas

Un hecho importante a la hora de analizar
espectrométricamente los acidos nucleicos es
que el comportamiento de los polinucledtidos
no es exactamente igual que el de los nucle6ti-
dos por scparado. Asi, las bases vecinas a un
nucleétido dado influyen sobre su capacidad
de absorcion de luz UV. Este efecto se deno-
mina hipocromicidad y basicamente consiste

en la disminucién en el coeficiente de extin-
cion molar que se observa en el paso entre nu-
cleétidos individuales y polinucleétidos. De
igual manera, el paso de DNA de doble hélice
al estado de DNA desnaturalizado supone un
aumento en el valor de dicho coeficiente, es
decir, un fenémeno de hipercromicidad.

Por lo tanto, para un DNA dado, los cam-
bios entre hipo e hipercromicidad son una ma-
nera directa y sencilla de medir el grado de
desnaturalizacion. Del mismo modo, el cam-
bio de hipercromicidad a una temperatura
dada refleja la facilidad con que un DNA es ca-
paz de ser desnaturalizado, lo cual es medida
directa del porcentaje de G+C respecto al de
A+T presente en el DNA, pudiéndose esta-
blecer una recta de calibracion.

CROMATOGRAFIA DE ACIDOS NU-
CLEICOS

Cromatografia de filtracion

Dado el alto peso molecular de los acidos
nucleicos en general, resulta imposible separar
diferentes icidos nucleicos entre si de forma
efectiva mediante esta técnica. La aplicacion
mas habitual de la cromatografia de filtracion
es la separacion de nucledtidos libres y acidos
nucleicos en mezclas que contengan ambos,
caso frecuente cuando se marcan isotopica-
mente 4dcidos nucleicos a partir de precursores

TECNICAS CROMATOGRAFICAS APLICADAS AL ANALISIS DE ACIDOS
NUCLEICOS

TIPO DE CROMATOGRAFIA

RESINAS

UTILIDAD FRECUENTE

Cromatografia de filtracion

Sephadex G-25
Sephadex G-50

Separacién de DNA y nucle-
6tidos tras reaccién de mar-

ionico

caje
Cromatografia de afinidad oligodT-celulosa Captura de dcidos nucleicos
columnas de biotinilados
estreptavidina Purificacién de RNA poliad-
Hidroxiapatito enilado
Separacién de DNA de
cadena sencilla y doble
Cromatografia de intercambio | Fibra de vidrio y Lavado del DNA plasmidico

resinas comerciales

tras lisis alcalina
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marcados. Las columnas empleadas son sefa-
rosas tipo Sephadex G-25 y Sephadex G-50.
Todos los acidos nucleicos quedan excluidos
de la columna mientras que los nucleétidos
entran en el volumen interno de la matriz. Este
procedimiento también es util para cambiar las
condiciones salinas de una preparacion de aci-
dos nucleicos, ya que las sales también entran
en el volumen interno de la columna.

Cromatografia de afinidad

La mas conocida aplicacién de la cromato-
grafia de afinidad sobre la preparacion de aci-
dos nucleicos es el uso del hidroxiapatito (HA)
para la separacion de moléculas de DNA de
cadena sencilla y de cadena doble. El hidroxia-
patito es una forma de fosfato cilcico que uti-
liza sus grupos fosfato para unir acidos
nucleicos. Ademas, seguramente por efectos
estéricos, es capaz de discriminar entre cade-
nas de DNA de cadena sencilla y de doble ca-
dena, uniéndose mas fuertemente al DNA de
doble cadena por tener una estructura mas ri-
gida y organizada. La técnica de separacion se
basa en la unién de la mezcla de DNA de ca-
dena doble y sencilla a la columna de HA, se-
guida de elucién con distintas concentraciones
de tampon fosfato.

Finalmente, la fibra de vidrio y compues-
tos similares en forma de resinas se utilizan
con una frecuencia cada vez mayor para aislar
acidos nucleicos a partir de diversas prepara-
ciones mediante cromatografia de intercambio
i6nico. Son la base a partir de los cuales se han
desarrollado kits comerciales destinados a ais-
lar DNA a partir de lisados bacterianos, diso-
luciones acuosas con multiples componentes
(p-¢j. reacciones de polimerizacién), e incluso
DNA incluido en geles de agrarosa.

73



Fondo editorial de Acceso Libre. UAM Ediciones



UAR DOCUMENTOS DE TRABAJO

Ingenieria Genetica



Fondo editorial de Acceso Libre. UAM Ediciones



DOCUMENTOS DE TRABAJO

INGENIERIA GENETICA

RECOMBINACION Y DNA RECOM-
BINANTE

Quiza el proceso biolégico mas relevante
en el que se basa la ingenieria genética es la re-
combinacién, es decir, la capacidad que
muestran las moléculas de DNA de poder
intercambiar entre ellas parte de su material
genético, repartiéndose algunos de sus genes.
La manipulacién del material genético en el la-
boratorio, forzando los mecanismos de re-
combinacion, transferencia de  DNA,
mutacién, etc., es lo que se conoce como in-
genieria genética.

La similitud de la estructura y composicién
del DNA vy la universidad del cédigo genético
entre todos los organismos permite recombi-
nar sin ningin problema DNA de organismos
superiores en el genoma de organismos proca-
riotas de forma rutinaria, posibilitando la ob-
tencién de verdaderas "bibliotecas" de DNA
de humano u otras especies en un "soporte"
bacteriano (en general, diversas cepas de la
bacteria E. coli o de sus fagos).

REPLICACION DE LOS ACIDOS NU-
CLEICOS

La principal caracteristica que permite al
DNA ser la molécula que almacena la infor-
macion genética es la capacidad de autorrepli-
carse, es decir, servir de molde para la creacion
de otra molécula similar a la original. Esta du-
plicacién molecular se conoce como replica-
cion. Las células cuentan con una larga serie
de enzimas para conseguir realizar esta fun-
cién, de los cuales la mas importante es la en-
zima DNA polimerasa, encargada de ir
introduciendo los nucleétidos en orden, segin
la secuencia de la cadena complementaria que
va leyendo. Los virus cuyo genoma es RNA
necesitan ademas transformar su material ge-
nético en una molécula de DNA complemen-
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tario, para lo cual disponen de una actividad
adicional conocida como Reverso-Transcrip-
tasa.

Replicacién en procariotas

En los organismos procariotas es donde se
ha estudiado con mayor profundidad los me-
canismos de replicacion de DNA, presentan-
do algunas caracteristicas particulares que
merece resaltar:

1. La sintesis (polimerizacion) de DNA es
semiconservativa, es decir, una de las dos he-
bras de DNA sirve de molde para generar otra
cadena, de manera que la molécula resultante
de DNA duplex esta compuesta por una cade-
na nueva y otra original.

2. La replicacion se realiza siempre en la di-
reccion 5°= 3.

3. Los nucleétidos que se van incorporan-
do durante la sintesis son complementarios
uno por uno a los de una cadena de DNA que
actia como molde.

4. Es necesaria la presencia de un cebador
(o "primer") que se afiade al sitio correspon-
diente de la cadena de DNA que va a ser co-
piada que aporte un grupo 3'-OH terminal que
sirva como punto de anclaje a partir del cual se
efectia la polimerizacion. Por lo general este
cebador se sintetiza en forma de RNA peque-
no por parte de una enzima conocida como
primasa.

5. Existen sitios fijos especializados en el
DNA bacteriano, conocidos como origenes
de replicacion, donde se inicia la replicacion.

6. Las dos hebras de DNA no se sintetizan
de la misma manera. Una cadena se sintetiza,
en general, de forma continuada a partir del
origen de replicacion, seguin se va avanzando
en la lectura de la cadena molde, mientras que
la hebra complementaria se va copiando de
forma rezagada en pequefios trozos que mis
adelante se unen covalentemente.
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7. La polimerizacion de DNA es un proce-
so de baja especificidad, de manera que las po-
limerasas bacterianas polimerizan DNA de
organismos superiores y viceversa y, por el
mismo motivo, es independiente de la secuen-
cia.

8. La polimerizaciéon del DNA necesita de
la presencia de una serie de actividades enzi-
maticas accesorias que ayuden al propio pro-
ceso de polimerizacion realizando procesos
como la desnaturalizacion parcial del DNA, el
desenrollamiento de las hebras que van a ser
copiadas, sintesis del cebador, etc.

La DNA polimerasa mas estudiada, mejor
conocida y mas utilizada en el laboratorio es la
DNA polimerasa I de E. e/ (pol I). Es una
proteina que tiene tres actividades cataliticas:
DNA polimerasa, 5' 3'-exonucleasa y 3'->
5'-exonucleasa. Las actividades polimerasa y
3'= 5'son inherentes al proceso de replicacion
y al de correccion del nucleétido incorporado.
De hecho, la actividad exo 3' 5' in vitro pue-
de estar dirigida tanto contra DNA de doble
cadena como de cadena sencilla, pero es mu-
cho mis activa cuando el apareamiento de ba-
ses se ve debilitada por efecto p. ej. de la
temperatura. Por lo tanto, bases que no sean

capaces de interaccionar bien con su base
complementaria del molde serin eliminadas
ripidamente y soélo permaneceran las que
muestren un buen apareamiento es decir, las
complementarias. La actividad exo 5' 3' de-
grada DNA de doble cadena y es particular de
esta enzima de E. k. Permite algunas activi-
dades especiales como el desplazamiento de
un punto de rotura ("nick translation") o la eli-
minacién de una cadena de DNA estropeada
por algin motivo. El fragmento de proteina
minimo activo, que contiene las dos activida-
des polimerasa y 3' 5' es el fragmento Kle-
now. Una variante de esta proteina Pol I de E.
col es la conocida como Tagq, base fundamen-
tal de la técnica de PCR.

En E. coli existen otras dos DNA polime-
rasas caracterizadas, pol 11 y pol I1I. Este uld-
ma es la principal encargada de la replicacion
de DNA en la bacteria en condiciones norma-
les. En realidad, es un conjunto proteico com-
plejo, formado por wvarias proteinas que
aportan diversas actividades a la funcién glo-
bal de polimerizacion (replicacién) de DNA.

Replicacion en eucariotas

Las células eucariotas utilizan polimerasas

COMPARACION ENTRE LOS PROCESOS DE REPLICACION DE ORGANISMOS
PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

SEMEJANZAS

Replicacién semiconservativa

Direccional (5°—3’)

Requiere cebador y molde

Se incorporan los nucle6tidos complementarios al molde

Las polimerasas son complejos oligoméricos multifuncionales

DIFERENCIAS

PROCARIOTAS

EUCARIOTAS

Pocos sitios de inicio de replicacion

Muiltiples sitios de inicio de repliacacion

Una dnica polimerasa actia sobre cada
hebra de DNA

Hay dos polimerasas, actuando cada una
sobre una hebra de DNA
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similares a la pol III de E. co4, es decir, un con-
junto de proteinas en el cual se suman diversas
funciones relacionadas con la polimerizacion
del DNA vy actividades accesorias. También el
DNA se copia de forma diferente en una cade-
na lineal y otra en fragmentos y también es ne-
cesaria la participacién de proteinas que hagan
accesible el DNA a la maquinaria de polimeri-
zacion y la presencia de actividad primasa que
aporte el cebador (un ribonucleétido de unas
10 bases) a partir del cual polimerice el resto
del DNA. Las principales diferencias entre los
organismos procariotas y eucariotas es la pre-
sencia de multiples sitios de iniciacion de repli-
cacion en los cromosomas de los organismos
superiores, en contra del sitio unico del cro-
mosoma bacteriano, y la actuacién de dos po-
limerasas diferentes a la vez, una en cada hebra
de DNA, en lugar de una unica molécula ac-
tuando sobre las dos.

APLICACION DE LOS PROCESOS DE
REPLICACION A LA SINTESIS DE
SONDAS DE DNA

La enzima DNA-polimerasa I de E. w/ o
su fragmento Klenow se utlizan frecuente-
mente para la sintesis iz vitro de DNA de se-
cuencias conocidas. Si durante el proceso de
sintesis se introduce una molécula "marcada"
que podamos detectar de forma sencilla y sen-
sible, podremos generar una "sonda" de DNA
de secuencia conocida. Utilizando el fragmen-
to Klenow, consistente en las actividades poli-
merasa y 3' = 5' exonucleasa, podran marcarse
sondas en presencia de nucleétidos y el tam-
p6n adecuado (gracias a la actividad polimera-
sa) y la actividad 3' = 5' exo servira como
correctora de errores.

Si se necesita preparar DNA marcado ra-
diactivamente (o de alguna otra manera) de
alta actividad especifica, se puede bajar la con-
centracion de uno (o dos) nucleétidos hasta 1-
2 mM. Por debajo de esta concentracion, se ra-
lentiza mucho la sintesis de DNA. En ausencia
de nucle6tidos, esta actividad ira generando
cortes en DNA de cadena sencilla o doble.
Después del marcaje de los acidos nucleicos,
es conveniente separar los nucleétidos (espe-
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cialmente el radiactivo) del DNA sintetizado,
cosa que puede realizarse por cromatografia
de exclusion en Sephadex G-25 o G-50, a tra-
vés de cuyos poros entran los nucleétidos,
pero no el DNA sintetizado.

Marcaje de DNA en los extremos

Se parte de fragmentos de DNA con extre-
mos 5’-protuberantes, que quedan marcadas
en el extremo 37, segin se rellena por accion
de la polimerasa, con una actividad especifica
esperada de 107 cpm/mg). Una ventaja adicio-
nal del marcaje de extremos, en lugar de la mo-
lécula completa es que no se produce radiolisis
de la molécula sintetizada y, salvo el decai-
miento radiactivo, las sondas son estables du-
rante meses.

También pueden marcarse extremos 3'-
protuberantes. Se emplea una enzima similar a
la DNA polimerasa I de E. ¢/, que es la poli-
merasa del fago T4. Esta enzima es mucho
mas activa que la bacteriana en lo referente a
su actividad 3' = 5'-exonucleasa. En ausencia
de nucleétidos afiadidos, degrada la zona pro-
tuberante y parte de la zona del duplex (el 6p-
timo es el 30% de la secuencia). Si se afaden
entonces nucleétidos (uno de ellos marcado),
la actividad polimerasa rellena la zona digerida
del "duplex", resultando en una molécula mar-
cada.

Marcaje de sondas por "RANDOM PRI-
MING"

El procedimiento se basa en el uso de
cebadores o "primers", que son tipicamente
hexanucleétidos, sintetizados con secuencias
al azar. Como estan sintetizadas al azar,
encontraran con cierta frecuencia secuencias
"diana" donde sean capaces de hibridar y
funcionar como cebadores. La hibridacion es
independiente de la secuencia del molde de
DNA y el fragmento Klenow de la DNA
polimerasa I de E. ¢/, extendera el DNA a
partir de estos "primers", ahora si copiando
especificamente la secuencia. El resultado es ]a
sintesis de multiples fragmentos relativamente
largos que cubren la secuencia molde
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completa y marcados homogéneamente en las
dos cadenas a lo largo de toda la molécula, con
una actividad especifica de unos 10® cpm/mg

Marcaje de sondas por "NICK TRANS-
LATION"

En este caso, se necesitan las tres activida-
des polimerasa, 5' 3'y 3'= 5'exo de la DNA
polimerasa 1 de E. co/i. Se requiere partir de
DNA con una mella en su secuencia (0 un
hueco). Si el DNA que interesa marcar no dis-
pone de tal mella, la enzima DNasa I pancrea-
tica incluida en cantidades traza en la mezcla
de reaccion es capaz de originarla.

Las tres actividades de la DNA polimerasa
I actian coordinadamente de la siguiente ma-
nera: la actividad exo 5'= 3' degrada la cadena
en posicion "downstream" del hueco o la me-
lla, mientras que la actividad polimerasa reem-
plaza la cadena antigua por una recién
sintetizada con bases nuevas y la actividad 3'
5' sirve de correccién de errores. Si incluimos
un nucleétido marcado, obtendremos un
DNA marcado homogéneamente a lo largo de
toda la molécula con una actividad especifica
de unos 10%cpm/mg).

Transferasa terminal

Para extremos 3', la enzima Transferasa
Terminal es capaz, de forma independiente de
la secuencia agregar nucledtidos (marcados o
no) al extremo 3' de una cadena de DNA. Esta
enzima introducird, en condiciones éptimas,
una cola de nucleétidos salvo que tengamos en
el medio nucleétidos modificados que carez-
can del extremo 3'a partir de los cuales crecer.

Medida de la polimerizacién de DNA.

La manera mas sencilla de determinar el
grado de replicacion de una cadena de DNA es
determinar si los monémeros (nucledtidos)
han pasado a polimeros (cadena de DNA).
Hay varias maneras de determinar este para-
metro:

- Insolubilidad en acido de la mezcla de
reaccién tras la polimerizacién. Este método
se basa en que los icidos nucleicos son
insolubles en el 4cido tricloro-acético,
mientras  que los  nucledtidos  (u
oligonucleétidos hasta unas 10 bases) son
solubles. El precipitado se recoge sobre un
filtro de fibra de vidrio y, si el nucleétido esta
marcado, podemos seguir su incorporacion
determinando la radiactividad retenida en el
filtro.

TIPOS DE MARCAJE RADIACTIVO DE DNA

TIPO DE MAR- ENZIMA ISOTOPO EMPLEADO
CAJE UTILIZADA
Marcaje en 5’ Puntual PNK 2P-y-dNTP
Marcaje para Varios nucledtidos en | Sequenasa (T7) | *S-a-dNTP
secuenciacion el extremo 5’
Marcaje en 3 Varios nucleétidos en | Transferasa 2P-a-dNTP
el extremo 3’ terminal
"Nick translation" | Homogéneo DNA Pol 1 2P-o-dNTP
"Random priming" | Homogéneo Klenow ZP-a-dNTP
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- Unién a columnas de intercambio aniéni-
co, como el DEAE, capaces de unir desde po-
linucleotidos muy largos hasta trinucleétidos,
resultando especialmente util para determinar
la polimerizacion de moléculas pequenas utili-
zando nucleétidos marcados radiactivamente.
La polimerizacién se puede seguir determi-
nando la radiactividad en las fracciones reteni-
das y eluidas de la columna. Si no se requiere
cuantificar un marcaje de manera muy exacta,
bastari con separar el DNA marcado del nu-
cle6tido por cromatografia de filtracion y de-
terminar la cantidad de marca en la fraccion de
alto peso molecular.

- Determinacion de efecto hipocrémico,

segun el DNA va polimerizando formando ca-
denas dobles.

- Determinacién del incremento en visco-
sidad que se produce por la polimerizacién del
DNA.

TRANSCRIPCION DE ACIDOS NU-
CLEICOS

Se conoce por transcripcion al proceso por
el cual la informacion genética almacenada en
las moléculas de DNA es transmitida median-
te la sintesis de moléculas de RNA. Las molé-
culas de RNA son de cadena sencilla, por lo
que sélo una de las cadenas del DNA sirve de
molde para la sintesis de una molécula de
RNA. Esto no excluye que de forma excepcio-
nal a partir de un fragmento de DNA se pue-
dan producir dos RNAs diferentes por
transcripcion de sus dos cadenas. Estos dos
RNAs tendran secuencias complementarias.

Un problema inherente a la transcripcién
es la complejidad de la maquinaria de trans-
cripcién de organismos procariotas y eucario-
tas, lo cual hace dificil que los genes se
transcriban 7z vitro de forma reproducible y
sencilla. Este problema se ha logrado solucio-
nar gracias al uso de RNA polimerasas de los
bacteriéfagos T7, T3 y SP6. Las RNA polime-
rasas de estos fagos son enzimas monoméricas
que presentan muchas ventajas para su efecti-
vidad en ensayos de transcripcion in vitro:
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1. La actdvidad polimerasa esta presente en
una tnica molécula, con lo cual son mu-
cho mis ficiles de purificar y de producir
a gran escala.

2. Son muy procesivas, por lo que servirin
para producir sin problemas trinscritos
largos.

3. Reconocen una unica secuencia de unos
20 pb, lo cual permite una sencillez mayor
para disenar vectores donde puedan ex-
presarse insertos para la transcripcion in
vitro.

4. Son muy especificos en su reconocimien-
to de secuencia, con lo cual no iniciaran al
azar en sitios no deseados.

5. Son polimerasas muy activas, permitien-
do rendimientos muy elevados (se pue-
den llegar a generar 60 mg de transcrito a
partir de 2 mg de DNA en 30 min).

El RNA asi preparado puede utilizarse di-
rectamente como sonda en ensayos de hibri-
dacién, como molde para ensayos de
traduccion in vitro, para su anilisis en electro-
foresis, etc.

A diferencia de las DNA polimerasas, las
RNA polimerasas no requieren un cebador
para iniciar la transcripcién. Los mecanismos
de transcripcién son bastante complejos y
caen fuera del objeto de este capitulo. Baste
decir que las RNA polimerasas tiene que reco-
nocer sitios en el DNA a partir de los cuales
llevar a cabo la iniciacién de la transcripcion.
Estos sitios se denominan promotores. Exis-
ten también importantes mecanismos de regu-
lacién a distancia, en los que la secuencia
operadora puede estar alejada en algunas kb
del promotor en cualquiera de las dos direccio-
nes. Este tipo de accién fue primero descrita
en eucariotas, donde se identificaron intensi-
ficadores ("enhancers"), que son secuencias
capaces de activar la expresion de genes que
estan situados a una distancia genémica consi-
derable.
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Aplicacion de los mecanismos de trans-
cripcion a la sintesis de sondas de RNA.

La transcripcion i vifro consiste en la sin-
tesis de un RNA (de cadena sencilla) a partir
de una molécula molde de DNA de doble ca-
dena. Puede clegirse la cadena que queremos
tener marcada y de generar una molécula
(RNA) que hibrida con una estabilidad un
poco mayor que la correspondiente secuencia
de DNA. En presencia de un nucle6tido mar-
cado, podemos sintetizar una molécula de
RNA marcado de forma homogénea a lo largo
de toda la molécula. El hecho de resultar mar-
cada una unica cadena tiene la ventaja adicio-
nal de que a la hora de usar este producto
como sonda molecular no hay posibilidad de
auto-hibridacién como ocurre con el DNA de
doble cadena, que limita un poco la sefial. Adi-
cionalmente, la transcripcion in vitro se em-
plea para sintetizar RNA como proceso
intermedio para poder realizar una traduccién
in vitro, o para estudiar directamente la funcién
del RNA.

MANIPULACION DEL DNA CON EN-
ZIMAS DE RESTRICCION

El avance de la ingenieria genética ha sido
posible gracias a la facilidad de manipulacion
del DNA vy a la posibilidad de generar molécu-
las hibridas de DNA de distintos origenes.
Unas herramientas imprescindibles para poder
manejar fragmentos de DNA definidos son las
endonucleasas de restriccion.

De entre todas las enzimas que hidrolizan
enlaces fosfodiéster en el DNA, las endonu-
cleasas de restriccién se caracterizan porque
producen dos cortes, uno en cada cadena
DNA duplex y lo hacen de forma especifica
tras reconocer una secuencia "diana". Esta
"diana" blanco de reconocimiento y corte de
las endonucleasas de restriccion generalmente
es una secuencia palindrémica, lo que significa
que cada una de las cadenas puede dividirse en
dos mitades que son complementarias, es de-
cir, existe un eje de simetria central.
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La ruptura de cada enlace genera un extre-
mo 3°-OH y otro 5°-fosfato. Cuando el sitio
de ruptura es el mismo en las dos cadenas se
producen extremos romos. En este caso el si-
tio de corte coincide con el eje del blanco.
Otras veces los sitios de corte en cada cadena
no coinciden y se generan extremos cohesi-
vos, que pueden ser protuberantes en 3" o en
5”. Habitualmente los cortes en las dos cade-
nas ocurren de forma simétrica respecto al eje
de blanco.

Del tamafio de la secuencia de reconoci-
miento dependeri la frecuencia con que un en-
zima corte un DNA. En el caso mais sencillo el
blanco es un tetranucle6tido. En este caso, de-
jando aparte que determinadas combinaciones
de bases son mads infrecuentes, podremos en-
contrar un sitio de corte cada 256 pb. Las en-
donucleasas de restriccion con el blanco de
mayor tamafio, reconocen y cortan octanu-
cle6tidos. Estos enzimas en teoria encuentran
un blanco cada 15 kb aproximadamente y son
atiles para el mapeo fisico de moléculas gran-
des. Las enzimas mas usadas reconocen hex-
anucleétidos.

La principal propiedad de la endonucleasas
de restriccién es su especificidad. Una molécu-
la de DNA genera un conjunto constante de
fragmentos al ser digerida con una endonu-
cleasa de restriccion. Si los extremos produci-
dos son cohesivos, estos fragmentos podrin
unirse entre si o con los producidos por otra
enzima que genere extremos compatibles. Si
los extremos son romos la unién es posible in-
dependientemente de la enzima utilizada. La
regeneracion del enlace covalente requiere
siempre la actuacion de una DNA ligasa.

La principal aplicacién de las enzimas de
restriccion es poder incluir fragmentos de
DNA de forma recombinante en un sistema
(normalmente un plismido o un genoma viral)
que permita su manejo, produccion y analisis
de forma individual. Este proceso es conocido
como clonaje de fragmentos de DNA, y se ex-
pone a continuacion.
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CLONAJE DE FRAGMENTOS DE
DNA

El objetivo final de la ingenieria genética es
lograr disponer de forma ilimitada de una
DNA de secuencia dada y poder manipularlo
segun las necesidades de cada caso. La forma
en que este objetivo se logra normalmente es
creando una molécula hibrida que contenga la
secuencia de interés como inserto dentro de
un vector, que frecuentemente sera un plasmi-
do bacteriano o un genoma viral. De esta ma-
nera, mientras mantengamos un clon de
bacterias que porte el plasmido hibrido, asegu-
raremos la presencia de forma estable del
DNA que queramos estudiar. Se han manipu-
lado plismidos distintos de manera que aco-
plen una serie de sefales de utilidad, entre ellas
las siguientes:

1- Resistencia a determinados antibiéticos,
como ampicilina o tetramicina.

2-Secuencias "poli-linker", consistentes en
una serie de sitos de restriccion poco co-
munes puestos en tindem.

3-Senales de inicio de transcripciéon para
T3, SP6 o T7, para permitir la transcrip-
cion in vitro.

4- Senales de iniciacion para M13 para per-
mitir la secuenciacion de cadena sencilla.

5-Sitios ColE1 para permitir la sintesis de
los plasmidos en las bacterias en alto nu-
mero de copia, lo cual aumenta el rendi-
miento de produccién del plasmido por
hacer la replicacién independientemente
del cromosoma bacteriano.

6- Secuencias marcadoras que indican si se
ha introducido un inserto dentro del "po-
li-linker".

7- Otras especificas si los plasmidos se van
a utilizar para otros propoésitos, como por
ejemplo para la creacién de proteinas hi-
bridas con la molécula GST o la adicién
de una cola de His o de secuencias de re-
tencién intracelular, llevaran la secuencia
correspondiente en cada caso, o si sc ne-
cesita expresar el correspondiente DNA
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en células de eucariota, deberan llevar un
promotor (suele ser viral) capaz de ser re-
conocido por la RNA polimerasa-1I eu-
cariotica, senales para intensificadores e
intrones para mejorar la expresion, etc.

La ligacion del fragmento que queremos
perpetuar ("clonar") en el vector adecuado se
realiza de forma sencilla mediante la actuacién
de la enzima ligasa, que une fragmentos romos
o cohesivos entre si. Para ello, el inico requi-
sito es que los fragmentos que deban unirse
tengan extremos compatibles. Una vez ligadas
las moléculas en un unico plasmido, éste se in-
troduce en bacterias competentes y se selec-
cionan, gracias a la presencia de la sefal de
resistencia a antibiéticos presente en el plasmi-
do. A continuacion, se eligen, dentro de todas
las bacterias del cultivo que se ha intentado
transformar, aquellos clones que contengan el
inserto correspondiente. El término clonaje de
DNA hace referencia a que sera la inica colo-
nia o "clon" de bacterias el que porte este
DNA.

Cabe resaltar que no sélo el DNA, sino
también el RNA de forma indirecta, puede in-
troducirse en un vector de forma estable. Para
ello, se emplea la enzima viral Reverso Trans-
criptasa, que es una DNA polimerasa que ut-
liza RNA como molde y que por tanto realiza
una copia del RNA a su secuencia comple-
mentaria de DNA para, a continuacién, reali-
zar una copia de la copia, resultando
finalmente una molécula de DNA de doble ca-
dena con secuencia similar a la del RNA del
que procede, y que puede integrarse como in-
serto dentro de un vector plasmidico o viral.

La fuente del DNA a insertar puede ser va-
riada, por ejemplo DNA genémico, digerido
con enzimas de restriccioén o cortado en sitios
distribuidos al azar, RNA transcrito en reverso
o DNA ya presente en otro vector. En cada
caso, la estrategia de clonaje puede variar, pero
implica la ligaciéon al DNA del vector, cosa que
puede hacerse directamente mediante el uso
de ligasa o de forma indirecta utilizando un
adaptador (una secuencia corta de DNA de
doble cadena que aporta extremos distintos
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para compatibilizar dos extremos incompati-
bles).

Mediante el uso de estas técnicas, se han
llegado a construir unas herramientas muy ut-
les conocidas como genotecas de DNA, que
son mezclas de fagos o bacterias que contie-
nen en su conjunto la secuencia completa del
genoma de un organismo pero cada fago o
bacteria individual sélo lleva un pequefio frag-
mento del total. Cada trozo de genoma ha de
estar presente en varias copias para asegurar
que la genoteca sea representativa de todo el
genoma. Existen dos tipos basicos de genote-
cas:

Genotecas genémicas, cuyo DNA clonado co-

rresponde al DNA genémico de la especie que
se trate y que, tanto, es esencialmente indepen-
diente del tipo celular del que se haya obtenido
la muestra de DNA.

Genotecas de expresion o de cDNA, consis-

tentes en genotecas que portan como inserto
un DNA artificial, creado a partir del RNA por
la acciéon de una Reverso Transcriptasa y que,
por tanto, es una réplica de los genes que se es-
tan expresando en una célula en un momento
y en una situacién determinadas. Como cada
célula transcribe un conjunto limitado y espe-
cifico de genes, cada genoteca de expresion
sera especifica del origen celular y del momen-
to del desarrollo o el tratamiento #n vitro que el
tejido haya sufrido antes de extraer el RNA co-
piado a DNA.

OTRAS ENZIMAS DE UTILIDAD EN
INGENIERIA GENETICA

Fosfatasas.

Eliminan el grupo 5°-P del DNA o RNA
dejando un grupo 5-OH. Los dos usos princi-
pales de estas enzimas son:

1- Hacer susceptibles a los acidos nucleicos
al marcaje con T4 polinucleétido kinasa
que introduce un ATP -marcado o no- en
extremos 5-OH.
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2- Impedir la ligacién de determinados frag-
mentos dentro de una mezcla (normal-
mente, previniendo la auto-ligacién de un
vector) para favorecer las ligaciones de
insertos en condiciones desfavorables.

Exonucleasas

Degradan los icidos nucleicos a partir de
los extremos. Existen diversas actividades, se-
gun los requerimientos del sustrato:

1- Exonucleasas de DNA de cadena sencilla

(exo VII).

2- Exonucleasas de DNA de cadena doble
(exo E 5'~3ewn I3 2 5,

Endonucleasas no especificas de secuen-
cia

Degradan los acidos nucleicos en sitios in-
ternos de las moléculas. Entre ellas, se cuen-
tan:

1- Endonucleasas especificas de cadena sen-
cilla, como nucleasa S1 o, la nucleasa de
judia (mung bean).

2- Endonucleasas de cadena doble, como la
DNasa 1.

Ribonucleasas

LLa mayoria son endoribonucleasas. La mas
comunes son:

- La RNasa A, que degrada tras C o U de
forma muy activa, independientemente
de si el RNA es de doble cadena o no. A
concentraciones salinas mayores de 0,3 M
de NaCl, es especifica de RNA de cadena
sencilla.

- La RNasa T1, que corta tras la G y tam-
bién sobre RNA de cadena doble o senci-
lla, salvo a concentraciones de Na ClI
superiores a 0,3 M.

- LaRNasa H, que digiere el RNA presente
en forma de "duplex" con RNA, sin afec-
tar al RNA o al DNA por separado.
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Ligasas

Catalizan la reaccién de unién entre un
grupo 5'-P y un grupo 3'-OH. Esta actividad
repara mellas en el DNA de cadena doble y
une fragmentos de restriccion que tengan ex-
tremos romos o extremos cohesivos compati-
bles. Existen dos ligasas comerciales, una de
E. coli y otra del fago T4, ésta uiltima mucho
mas activa (de hecho, ésta es la inica capaz de
ligar extremos romos).

LA REACCION EN CADENA DE LA
POLIMERASA (PCR)

La reaccidn en cadena de la polimerasa es
béasicamente una reaccion de polimerizacién
de DNA, en la que se han introducido algunas
modificaciones destinadas a conseguir una
amplificacion selectiva y muy eficaz de un
fragmento pequeno (de hasta algunas kb) de
DNA. La PCR esta sujeta a las mismas carac-
teristicas de la replicacion del DNA, como son
la necesidad de un molde y un cebador para la
sintesis del DNA. Sus principales ventajas son
la rapidez con que el método se lleva a cabo,
evitando pasos mas lentos como el clonaje, la
hibridacién, etc. La sencillez del proceso en su
conjunto es maxima (una simple reaccién en
un tubo) pudiendo llegar a conseguirse un
enorme grado de amplificacién (de varios mi-
llones de veces o incluso mas), inalcanzable
con el resto de las técnicas.

El proceso implica la participacién de un
molde de DNA del que se quiere amplificar
una regién, dos oligonucleétidos (de longitud
entre 20-30 bases; al menos 16), los cuatro
dNTPs (50 uM), un tampon, sales y una DNA
polimerasa. La reaccién se inicia calentando la
mezcla a temperaturas que desnaturalizan
completamente el DNA molde (94°C) durante
5 minutos. Se baja la temperatura ripidamente
de manera que los oligonucle6tidos cebadores,
cuya secuencia se ha escogido de manera que
sean capaces de hibridar con los extremos de
la secuencia que se quiere amplificar, hibriden
con sus secuencias diana. A continuacion, se
deja actuar a la DNA polimerasa para que po-
limerice ("extienda") a partir de los cebadores.

Los cebadores deberin hibridar uno en
cada cadena de DNA y de manera que los pro-
ductos recién sintetizados se extiendan uno
hacia la direccion del otro. Cada nueva cadena
sintetizada rebasa por lo tanto la posicion en la
que el otro cebador se unié en la cadena com-
plementaria, generindose dos productos de
extension de longitud indeterminada. A conti-
nuacion, se vuelve a calentar la misma mezcla
de reaccion a 94°C, pero esta vez durante un
tiempo corto, de manera que los productos hi-
bridados de pequeiia longitud se separen y sir-
van ahora de molde de nuevas parejas de
oligonucleétidos cebadores (que se ponen en

GRADO DE AMPLIFICACION
ALCANZADO MEDIANTE PCR A LO

LARGO DE LOS CICLOS
CICLO Moléculas diana
(doble cadena)
1 0
2 0
3 2
4 4
3 8
‘16 16
8 64
10 256
12 1.024
14 8.192
16 16.384
18 65.536
20 262.144
22 1.048.576
24 4.194.304
26 16.777.216
28 67.108.864
30 268.435.456
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exceso molar de miles de veces sobre el DNA
molde). De nuevo se deja actuar a la polimera-
sa un tiempo suficiente sintetizindose dos
productos de extension en sentidos opuestos.
La unica diferencia es que, ya que ahora la ca-
dena molde no tiene la longitud inicial de la
molécula, sino que acaba donde empez6 la sin-
tesis dirigida por el otro cebador, la cadena sin-
tetizada tene wuna longitud definida,
correspondiente a la distancia entre los sitios
de hibridacién de cada cebador. Se repite este
ciclo desnaturalizacién/hibridacién de ceba-
dores/extensién de la polimerasa durante un
numero suficiente de veces (normalmente 30-
35), tras lo cual se habra amplificado varios
millones de veces (27°) la secuencia de interés.

La DNA polimerasa I de E. ¢/ es una en-
zima que podria realizar la reaccién en cadena.
Sin embargo, tiene el inconveniente de inacti-
varse a las temperaturas necesarias para la des-
naturalizacion del DNA, con lo cual deberia
anadirse enzima nueva tras cada ciclo de des-
naturalizacion. Este problema se ha soluciona-
do gracias al empleo de otra polimerasa
similar, pero obtenida dec una bacteria capaz de
crecer a temperaturas muy altas, Thermus agua-
ticus, y que es mucho mas resistente al calenta-
miento. Este hecho ha permitido automatizar
la PCR sin tener que parar a cada ciclo para
afiadir polimerasa activa cada vez. La tempera-
tura 6ptima de polimerizacion para la DNA
polimerasa de esta bacteria (denominada Taq)
es de 72°C. El empleo de esta temperatura
para el paso de extension tiene la ventaja adi-
cional de evitar en parte la hibridacién con
baja especificidad de los cebadores a sitios del
DNA no deseados, ya que la probabilidad de
que esto ocufra €s mayor cuanto menor sea la
temperatura (que seria de 37°C para la polime-
rasa de E. cw/). De igual manera, realizar "hot
start", es decir, disparar la reaccién con los
componentes de la muestra precalentados a
94°C, ayuda a eliminar problemas de especifi-
cidad.

El grado y especificidad de hibridacion de
los cebadores a sus sitios correspondientes es
el mas critico para determinar la fidelidad y
rendimiento de la reaccién de PCR. Basica-
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LAS PRINCIPALES APLICACIONES
DE LA PCR

1. Clonaje de fragmentos de DNA amplifi-
cados

2. Creacion de genotecas de expresion
3. Preparacion de reacciones de secuencia

4. Deteccion clinica de procesos malignos o
infecciones

5. Deteccién de mutaciones

mente, este parametro va a depender de dos
factores: la temperatura de hibridacién y la
concentracion de algunos iones, en concreto
Mg?*, que se optimizan normalmente de for-
ma empirica (aproximadamente 1,5 mM). El
factor que mejor se controla es la temperatura.
La temperatura de hibridacion de los cebado-
res depende de su secuencia (en concreto, de
su porcentaje de G+C), de su longitud y de la
posible presencia de desapareamientos con la
secuencia diana. En general, en la mayoria de
los casos esta entre 50 y 65°C. Una gran venta-
ja del método es que permite la hibridacion de
oligonucleétidos que no presenten un 100%
de homologia con la secuencia con la que de-
ban hibridar. Esto ocurre muy frecuentemen-
te, por ejemplo en casos en que se quiera
amplificar secuencias homodlogas en otras es-
pecies cuya secuencia no se conoce completa-
mente correspondan a sitos donde hay
variantes alélicas. En estos casos, basta bajar
unos grados la temperatura predicha para un
100% de homologia para conseguir una buena
hibridacién de los cebadores. Este hecho se
aprovecha con mucha frecuencia para intro-
ducir mutaciones a propésito en los genes, por
ejemplo para crear moléculas mutantes que
hagan perder una funcién a la proteina que co-
difican. En general, estas mutaciones se intro-
ducen en las zonas 5 de los cebadores ya que
éste es el lugar donde interfieren en menor
medida con la hibridacién.

No obstante, la PCR presenta también al-
gunos inconvenientes:
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- La Taq polimerasa o algunas variantes
hechas por ingenieria genética carecen de acti-
vidad correctora 3'=> 5'-exo, con lo cual pre-
sentan una tasa de incorporaciones erroneas
bastante alta, del orden de 2x10* nucleétidos
por ciclo (en torno al 0,25% de los nucleétidos
incorporados). El problema puede ser espe-
cialmente grave cuando aparece alguna muta-
cién en los primeros ciclos de la PCR, ya que
quedara fija la mutacién en los ciclos posterio-
res y aparecera en la mayoria de las moléculas
amplificadas. Existen moléculas modificadas
de Taq polimerasa que presentan una mejor
eficacia a la hora de incorporar un nucleétido
correcto y que se emplean cuando es necesaria
una maxima fidelidad de copia.

- La concentracién 6ptima de Mg?* es muy
baja, y por tanto esta muy sujeta a las posibles
sales o quelantes que puedan estar disueltas en
las preparaciones de DNA o al exceso de nu-
cleétidos. Por tanto, hay que poner a punto las
condiciones experimentales para cada caso
concreto de DNA vy parejas de cebadores.

- Inherente a la principal ventaja del méto-
do, que es su enorme sensibilidad, esta el de-
fecto de presentar una probabilidad muy alta
de amplificacién de contaminantes. Dicho de
otra manera, contaminantes que en otros tipos
de analisis pasarian desapercibidos, resultan
evidentes en la PCR y pueden llegar a interferir
con los resultados.

A pesar de estos inconvenientes, la PCR se
emplea cada vez con mis frecuencia. Los usos
mas comunes en el laboratorio son los siguien-
tes:

1) Amplificacién de secuencias de DNA o
RNA con el propésito de su clonaje. Para me-
jorar su eficacia de clonaje, suelen introducirse
sitios artificiales de restriccién convenientes
que permiten su clonaje direccional en un vec-
tor adecuado. Pueden incluso amplificarse re-
giones cuya secuencia se conoce solo en parte
utilizando cebadores de secuencias parcial-
mente degeneradas o bajando la temperatura
de hibridacién para permitir la hibridacién de
secuencias de homologia incompleta. Si el ma-
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terial a clonar de partida es RNA, se requiere
un paso adicional de Transcripcion en Reverso
para crear una molécula de DNA de cadena
doble (podria servir también DNA de cadena
sencilla) que sirva de molde para la PCR.

2) Creacion de genotecas de expresion. Cuan-
do se necesita conseguir una genoteca en la
que estén representadas todas las moléculas de
RNA de un tejido dado, se necesitarin ceba-
dores capaces de amplificar todas las secuen-
cias de DNA que hayan pasado a DNA por la
Reverso transcriptasa. Normalmente, se intro-
duce artficialmente una cola de dG al cDNA,
de manera que con oligonucleétidos polidT y
polidC se logran amplificar todos los cDNAs
existentes en la mezcla formados a partir de
todas las moléculas de RNA originales. En ca-
sos como é€ste, es especialmente necesario te-
ner varios representantes de cada cDNA para
evitar artefactos debidos a la baja especificidad
de incorporacién de nucleotidos por la Taq
polimerasa.

3) Preparacion de productos de DNA para se-
cuenciar. La secuenciacion de DNA requiere
DNA de cadena sencilla, que puede prepararse
por PCR mediante la técnica denominada
PCR asimétrica, consistente en la sobre-pre-
sencia (de 100 veces) de un cebador respecto
del otro. El menos abundante se agotara pron-
to en la reaccién de PCR, y s6lo podra ampli-
ficarse DNA con el mis abundante,
resultando en un exceso molar muy grande de
una cadena sobre la otra, lista para secuenciar.
La propia Taq polimerasa puede servir como
la propia enzima polimerasa en reacciones de
secuencia realizando el marcaje a temperaturas
altas, cosa especialmente util cuando por mo-
tivos de estructura secundaria del DNA, el
marcaje a temperaturas bajas es dificil.

4) Deteccion de infecciones o de células can-
cerosas. Cuando se sospecha una infeccion en
etapas tempranas con un patogeno, o cuando
el agente infeccioso estd presente en cantida-
des tan bajas que es dificil su deteccién por
técnicas convencionales, puede utilizarse la
PCR para la deteccion de una sensibilidad mu-
cho mayor. Basta analizar una muestra peque-



TECNICAS DE INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR

fia de tejido empleando oligonucleotidos
especificos del patégeno en cuestion que no
hibriden con ninguna secuencia del hospeda-
dor. LLa misma aplicacién puede seguirse para
detectar la eficacia de un tratamiento contra un
cancer, especialmente en los casos en los que
se conozca la existencia de una translocacion
cromosémica o de algin defecto genético que
pueda seguirse. La principal ventaja en este
caso seria poder realizar este analisis antes de
que, por su extension, sea evidente macrosco-
picamente.

5) Deteccion de mutaciones. La PCR es segu-
ramente el método mis ripido de muestreo de
mutaciones, acoplado a la secuenciacién de
fragmentos amplificados. En algunos casos, se
logra hacer un muestreo aun mas ripido si
existen mutaciones puntuales relativamente
frecuentes en un gen que correlacionen con la
pérdida o apariciéon de un sitio de restriccién
dentro de una pequefia zona del fragmento
amplificado. Cuando se afinan muchisimo las
condiciones de hibridacién de los oligonucleé-
tidos, puede incluso detectarse la presencia de
mutaciones utilizando un panel de "primers"
que representen las posibles formas alélicas
del gen correspondiente. Para otros tipos de
mutaciones no puntuales, como inserciones o
pérdida de regiones de DNA, la amplificacion
del DNA correspondiente a dicha region pro-
ducira fragmentos de tamanos diferentes al
original, que podran distinguirse facilmente en
geles de agarosa.

6) Creacion de mutaciones dirigidas. La posi-
bilidad de hibridar cebadores que incluyan
desapareamientos puntuales respecto a las se-
cuencias originales de amplificacién permite
incluir en esos cebadores cambios de manera
que se originen mutaciones hechas "a medida"
de acuerdo con las necesidades. Por ejemplo,
se puede introducir un codén de terminacién
de traduccién prematura, con lo cual una pro-
teina serd mas corta de lo debido, perdiendo
por ejemplo el sitio de anclaje a membrana, la
regulacion por un factor o la actividad enzima-
tica completa. También pueden dirigirse los
cambios hacia la sustitucién de un aminoacido
por otro, de manera que podamos estudiar la
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funcién de zonas muy concretas de una protei-
na, etc. A veces, las mutaciones se incluyen en
el DNA simplemente con el propédsito de
crear sitios de restriccion que permitan un clo-
naje direccional en un vector compatible o
para poder eliminar o sustituir como un "cas-
sette” secuencias de una proteina o de un gen
en una zona similar de otra proteina o gen.

SECUENCIACION DE DNA

La secuencia de nucleétidos de una molé-
cula de DNA es la caracteristica bisica que le
diferencia del resto de moléculas de DNA y es
la base de su funcionalidad individual. El desa-
rrollo de técnicas que permitan de la manera
mas rapida y sensible la determinacion de la se-
cuencia de DNA es un proceso fundamental
para poder entender, manipular o modificar la
informacién genética. Existen dos métodos
basicos de secuenciaciéon de DNA, uno basa-
do en reacciones quimicas y otro basado en re-
acciones "bioldgicas" enzimaticas. El método
"quimico" consiste en la degradacién de DNA
con reactivos quimicos especificos de cada
una de las bases. El método "enzimatico" con-
siste en la extension, con una polimerasa, de
un cebador que hibrida en posicion 5 respecto
de la region que se va a secuenciar. La reaccién
termina progresivamente utilizando dideoxi-
nucleétidos. La DNA polimerasa habitual "Se-
quenasa" puede sustituirse por Taq polimera-
sa, que permite realizar la reaccion de
secuencia a temperaturas altas, con lo que pue-
den evitarse problemas de secuenciacién en
regiones del DNA donde exista mucha estruc-
tura secundaria, que desaparece a temperatu-
ras altas.

El resultado de los dos tipos de secuencia-
cién es la generacion de una coleccién de oli-
gonucleotidos en la cadena sencilla con un
extremo fijo y otro variable, diferencidndose
entre si en que cada molécula tiene un nucle6-
tido incorporado mas que la anterior, segin el
orden de nucleétidos de la cadena de DNA
que se esta secuenciando. El punto clave es
que se generan cuatro tubos por separado, to-
dos los oligonucleétidos que acaban en A, en
C, en G o en T. Los cuatro conjuntos de oli-
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gonucledtidos se resuelven mediante electro-
foresis en carriles separados en geles
desnaturalizantes de poliacrilamida-urea, de
manera que pueden compararse los tamanos
de las moléculas respectivas. Estos geles han
de ser capaces de distinguir fragmentos de
DNA que difieran en una sola base de tamafio.

El tamafio méaximo de oligonucleotidos
que pueden resolverse en un gel es de unas 800
bases. Para secuenciar fragmentos mayores,
puede ser util romper el DNA en fragmentos
pequefios (bien de forma dirigida o al azar) y
analizar la secuencia en estos sub-fragmentos.
Esto es particularmente importante en el mé-
todo "quimico", donde todas las moléculas
presentes se degradan por accion de los reacti-
vos correspondientes. En el método "enzima-
tico" se pueden disefar varios cebadores que
vayan cubriendo progresivamente la secuencia
de interés, separados por unas 500-800 bases
de forma que la secuenciacion a partir de ellos
permita determinar la secuencia completa sin
recurrir a la digestién del DNA de partida.

El desarrollo de la secuenciacion enzimati-
ca consta de los siguientes pasos:

1) Desnaturalizacion del DNA, mediante

calor o alcali e hibridacion del cebador sobre el
DNA desnaturalizado. En muchas ocasiones
es mas conveniente utilizar vectores que pue-
dan expresarse en el fago de E. coi M13, que
tiene un genoma circular de cadena sencilla,
evitando tener que desnaturalizar el DNA y
asegurando la secuenciacién direccional a pat-
tir del punto deseado.

2) Marcaje del DNA. Para ello, se anade una
mezcla de nucledtidos a bajas concentracio-
nes, de los cuales uno estara marcado y se rea-
liza una reaccion de polimerizacion.

3) Parada de polimerizacion especifica de
secuencia. Se separa la mezcla de reaccion en
cuatro tubos y se afiade otra mezcla de nucleé-
tidos que contengan ademas respectivamente
uno de los cuatro nucleétidos en su version di-
deoxi, es decir 2', 3' deoxi ATP, CTP, GTP o
TTP (que se incorporan con igual facilidad que
las versiones "normales" 2'-deoxi). La incor-
poracién de uno de estos dideoxi impide la in-
corporacion de mas nucleétidos en su extremo
3'y supone la terminacion de la cadena en ese
punto. Para cada reaccidn, la proporcion entre
las formas deoxi y dideoxi determina la mayor
o menor probabilidad de que la cadena termi-
ne prematuramente y por tanto puede esco-

REACTIVOS UTILIZADOS EN LA SECUENCIACION QUIMICA DE DNA

Reactivo Tipo de Nucleétido | Diana de
reaccion reconoci-
miento
Dimetilsul- | Modificante Guanina N7
fato (DMS)
Acido for- Modificante | Guanina + Nitroégenos
mico Adenina del anillo de
las purinas
Hidracina | Modificante | Timidina + Anillos de
Citosina pirimidinas
Hidracina + | Modificante Citosina Anillos de
NaCl citosina
Piperidina Ruptura - Grupos
modificados
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gerse una mayor proporcion si se quiere
secuenciar en zonas mas alejadas del sitio de
hibridacién del cebador y viceversa.

4) Terminacién. Por lo general, la resolucion
de la secuencia obtenida mejora incluyendo
una reaccion de terminacion, consistente en la
polimerizacion de la cadena de DNA en con-
diciones 6ptimas, por ejemplo, aumentando
mucho la concentracién de nucleétidos 2-
deoxi, e incluso anadiendo una enzima como
la Transferasa Terminal. De esta manera, las
cadenas que no se hubieran elongado suficien-
temente, pero que carecieran de un nucleétido
dideoxi en su extremo 5' se alargan hasta al-
canzar una longitud que impide que entren en
el gel de poliacrilamida y no interfieran con la
electroforesis del resto de los fragmentos.

5) Separacién de los fragmentos generados
en un gel de electroforesis de poliacrilamida-
urea en condiciones desnaturalizantes, seguido
de autoradiografia.

En el caso de utilizar nucleétidos marca-
dos con fluorescencia, puede acoplarse un sis-
tema de electroforesis en el que se detecta en
la parte final del gel la presencia de las sefiales
de fluorescencia (una sefial distinta para cada
nucleétido A,C, G 6 T). Es el método conoci-
do como secuenciacién automatica, que ac-
tualmente es el que presenta las mejores
caracteristicas en cuanto a rapidez y resolu-
cién. En definitiva, el paso que limita basica-
mente el nimero de muestras que pueden
analizarse y la longitud de DNA que puede se-
cuenciarse en un solo experimento radica en la
resolucion de la electroforesis de DNA en los
geles de poliacrilamida-urea. Los avances mas
recientes en secuenciacion han tratado sobre
todo de introducir mejoras en esta técnica,
acoplando sistemas de ordenadores que inter-
pretan directamente los resultados generados
en los geles o reduciendo el numero de carriles
en los geles necesarios para obtener la misma
informacién, ademas de manipular las enzimas
que participan en la reaccion de secuencia o in-
tentar dirigir especificamente la secuenciacién
hacia zonas codificantes del genoma. Actual-
mente, se pueden secuenciar de forma rutina-
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ria del orden de mil pares de bases diarias de
DNA en un laboratorio preparado.

HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEI-
COS

Las técnicas de hibridacién consisten en el
apareamiento, especifico de secuencia, de dos
hebras de acidos nucleicos de distintos orige-
nes.

Estas técnicas son hoy las mas ampliamen-
te usadas en biologia molecular. Originalmen-
te, se describi6 el Southern (llamado asi por el
nombre de quien lo ide6) donde el DNA se di-
giere con una o varias enzimas de restriccion,
los fragmentos obtenidos se separan por elec-
troforesis en gel de agarosa, se desnaturalizan
en el gel con dlcali y se transfieren, ya desnatu-
ralizados, a un filtro de nitrocelulosa o de
nylon. Esta transferencia puede llevarse a cabo
a vacio o por simple capilaridad haciendo pa-
sar un tampon de alta fuerza iénica. El DNA
se fija irreversiblemente a la nitrocelulosa por
tratamiento a 80°C o por irradiacién con luz
ultravioleta. Este filtro se hibrida a continua-
cién con la sonda marcada y desnaturalizada
en presencia de secuencias no complementa-
rias que evitan la unién inespecifica de la son-
da al filtro (SDS, ficoll, albumina,
polietilénglicol, DNA heter6logo). Tras la hi-
bridacion el filtro se lava en tampones de fuer-
za i0nica progresivamente para
eliminar la sonda que no haya hibridado.
Como veremos mas adelante, la magnitud de
la hibridacién pucde controlarse variando la
fuerza i6nica, las temperaturas de lavado e hi-
bridacién y la concentracién de agentes desna-
turalizantes. Tras los lavados, el fragmento de
restriccién que contiene secuencias comple-
mentarias a la sonda se detecta por autoradio-
grafia si ésta es radiactiva o por un método
enzimético con sustrato cromogénico, si la
sonda estd marcada con biotina o digoxigeni-
na.

menor

El DNA de fagos, plasmidos y del cromo-
soma bacteriano puede también transferirse a
nitrocelulosa o nylon directamente desde un
cultivo en placa. El filtro se coloca sobre la
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placa de agar donde han crecido las bacterias
que contienen los plismidos o han sido infec-
tadas por los fagos. El DNA se une entonces
al filtro y éste se trata con dlcali para desnatu-
ralizarlo. Tras la hibridacién con sonda marca-
da, apareceran sefiales en la autoradiografia
que corresponden a colonias de bacterias o zo-
nas de lisis de fagos que contienen DNA ho-
mologo al de la sonda empleada.

El Northern es una técnica equivalente al
Southern pero referida al RNA. El conjunto
de RNA extraidos del material biologico es
fraccionado también por electroforesis en gel
de agarosa que separa las moléculas de RNA
segun su tamano. Como éstas tienen gran ten-
dencia a formar estructura secundaria que difi-
cultaria su separacion correcta por tamanos, se
desnaturaliza por calor antes de la electrofore-
sis y se incorpora algun agente desnaturalizan-
te al gel, generalmente formaldehido. Al ser los
RNAs moléculas de cadena sencilla, se trans-
fieren directamente del gel al filtro. La hibrida-
cién y el lavado son equivalentes que en el caso
del Southern.

Otra técnica de hibridacion es la hibrida-
cion i sitw de tejidos. En ella, se detecta al
RNA presente dentro de las células. El corte
histolégico del tejido o células crecidas en cul-
tivo fijadas a un portaobjetos se tratan con
proteinasa K para permeabilizar las células y se
hibridan con la sonda entre porta y cubreobje-
tos. La hibridacién se detecta por método en-
zimatico o por autorradiografia segun el
marcaje de la sonda, pero en este caso el uso
de **P esta limitado por el hecho de que la ra-
diacién B que emite es demasiado energética y
ofrece poca resolucion si se quiere distinguir la
presencia de RNAs especificos a nivel celular.
Por esta razén se prefiere marcar las sondas
con S o con *H, que ofrecen mejor resolu-
cion aunque menor sensibilidad.

El resultado de un experimento de hibrida-
ci6én va a depender de la estabilidad de los hi-
bridos que se produzcan. El duplex se
estabiliza por complementariedad entre las ba-
ses enfrentadas y, por tanto, cuanto mayor gra-
do de similitud entre ambas cadenas, mayor
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estabilidad. Pero por otro lado, un aumento
moderado de la temperatura es suficiente para
deshacer los puentes de hidrégeno entre las
dos cadenas, lo que hara a los hibridos mas
inestables a temperaturas altas. Sustancias
como la formamida o la urea son capaces de
competir en la formacién de puentes de hidré6-
geno con las bases del DNA o RNA y su pre-
sencia compromete la estabilidad de los

hibridos.

Otra fuerza a considerar para controlar la
hibridacion es la repulsion electrostatica entre
los grupos fosfato cargados negativamente en
las dos cadenas de acido nucleico, que tiende a
separar las dos cadenas del duplex. La presen-
cia de cationes en el medio tiende a neutralizar
la carga de los iones fosfato y, por tanto, la
fuerza de repulsion que generaban. A concen-
traciones de 16n sodio por encima de 0,1 M las
cargas estan neutralizadas y las moléculas de
doble cadena son estables. Por el contrario, los
duplex son muy inestables en agua pura (baja
fuerza i6nica).

Disponemos, por tanto, de tres parime-
tros para controlar la hibridacién entre dos
acidos nucleicos:

a) La temperatura. A temperaturas altas solo
se mantienen hibridos muy estables.

b) La concentracion de formamida. En pre-
sencia de formamida se inestabilizan los
hibridos. Su efecto es equivalente al de
temperatura.

c) La fuerza i6nica. A baja fuerza iénica se
van a deshacer los hibridos mas inesta-
bles.

El rigor ("astringencia") de una hibrida-
cién se varia jugando con dichos parametros y
permite discriminar entre hibridos perfectos y
los que presentan algun desapareamiento. La
siguiente ecuacion relaciona la temperatura de
fusion de un hibrido de acidos nucleicos (Tm),
la fuerza i6nica, la concentracion de formami-
da, la temperatura de hibridacién y la compo-
sicion de bases del DNA para sondas mayores
de 100 nucleétidos:
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Tm = 81,5 + 16,6 log M + 0,41 (% G+C) -
0,61 (% formamida) - 500/n

donde T es la temperatura en grados centigra-
dos, M es la concentracion molar de iones de
sodio, (%o G+C) es el procentaje de bases G y
C en el DNA considerado y n el tamario de la
sonda en pares de bases.

En un experimento de hibridacion realiza-
do en condiciones "rigurosas" s6lo hibridaran
secuencias muy homdlogas o muy similares. Si
se desea que la sonda hibride con un DNA o
RNA con menor grado de complementarie-
dad se hibridara en condiciones menos riguro-
sas o "relajadas". En condiciones rigurosas se
suele hibridar a 20-25°C por debajo de la Tm.
Unas condiciones tipicas en una hibridacion
de Sourthern o Northern donde la sonda es
100% homodloga al DNA o RNA a hibridar
son: 50% de formamida, 0,6M NaCl y 42°C, o
bien se puede prescindir de la formamida e hi-
bridar a 65°C (aumentar la concentracion de
formamida en 1,5% equivale, aproximada-
mente, 2 aumentar la temperatura de hibrida-
cién en 1°C). Sin embargo, para detectar un
gen por el método de Southern usando como
sonda el gen de una especie distinta se rebaja-
ria la concentracion de formamida hasta el
10% y/o la temperatura de hibridacién hasta
30°C, es decir, hibridacion en condiciones "re-
lajadas".
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BIOLOGIA CELULAR
EHISTOLOGIA

La célula es la unidad funcional y estructu-
ral de los seres vivos. Aunque en un organis-
mo como el humano existen mas de 200 tipos
distintos de células, la mayoria comparte una
serie de caracteristicas en cuanto a su arquitec-
tura y funcionamiento. Por otra parte, la histo-
logia estudia las células y su entorno, el
material extracelular, que contribuyen a for-
mar los tejidos del cuerpo. Inicialmente, esta
disciplina estaba limitada por la capacidad del
microscopio 6ptico para descubrir detalles de
los tejidos. El microscopio electrénico amplié
considerablemente su campo de estudio por-
que es unas 1.000 veces mas potente que el 6p-
tico. Aparte de esto, muchos otros
instrumentos y técnicas han contribuido a am-
pliar ain mas el campo de estudio de la biolo-
gia celular, especialmente el desarrollo de las
técnicas de cultivo celular que han permitido
mantener y reproducir en vivo muchos tipos
celulares, propagandolos # vitro en medios
adecuados.

LOS PRINCIPALES TIPOS DE MI-
CROSCOPIA OPTICA

MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO
Observacion directa

MICROSCOPIA DE CONTRASTE
Tincién de estructuras
Contraste de Fase: Refraccion de la luz
por los objetos

Interferencia: Divisién de la luz en dos
haces; uno atrarviesa la muestra y se hace
interferir con el otro.

Polarizacién: Refraccion de la luz polari-
zada por objetos birrefringentes; detec-

cion de moléculas con estructuras
ordenadas
Fluorescencia: Extremadamente sensible.

Deteccion de macromoléculas fluores-
centes; deteccion indirecta (Abs) para lo-

calizar cualquier tipo de componente

95

INSTRUMENTOS Y MATERIALES DE
ESTUDIO '

Microscopios
Microscopio 6ptico

El microscopio 6ptico es un sistema de
tres lentes: el condensador, el objetivo y el
ocular, que colaboran a ampliar la sefial 6ptica.

El condensador concentra la luz y proyecta

un haz luminoso sobre la preparacion en estu-

dio.

El objetivo proyecta una imagen aumenta-
da de la preparacion en direccion al ocular, que
de nuevo la aumenta y la proyecta sobre la re-
tina, sobre una pantalla o sobre una placa fo-
tografica. La ampliacién total proporcionada
por el microscopio es igual al aumento del ob-
jetivo multiplicado por el aumento del ocular.

El factor mas significativo para una buena
imagen es la resolucién, que es la minima dis-
tancia en la que dos particulas aparecen como
objetos separados. El limite de resolucion de
los mejores microscopios 6pticos es de 0,2
pum. Lo que determina la riqueza de detalles de
la imagen proporcionada por un sistema 6pti-
co es el limite de su resolucién y no la amplia-
ciéon del tamafio de los objetos. El limite de
resolucion depende esencialmente del objeti-
vo. El ocular apenas aumenta de tamaro la
imagen proyectada en su plano focal por el ob-
jetivo.

Existen diferentes especializaciones del
microscopio éptico que deben destacarse:

Microscopios de contraste de fase. El estu-

dio de los tejidos vivos al microscopio es difi-
cil, ya que, con raras excepciones, sus
componentes son incoloros y transparentes.
El microscopio de contraste de fase permite
estudiar muchos detalles celulares in vivo.

La velocidad con que la luz atraviesa un
cuerpo transparente depende de la cantidad de
materia presente y determina el indice de re-
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fraccion de ese cuerpo. Cuanto mayor sea la
densidad, mayor sera el indice de refracciéon
y menor la velocidad con la que la luz atraviesa
ese cuerpo. Dado que las distintas estructuras
celulares (nucleo, mitocondrias y granulos de
secrecion) presentan indices de refraccion di-
ferentes, producen retrasos diferentes de las
ondas luminosas que los atraviesan, lo que da
origen a diferencias de fase entre las ondas lu-
minosas emergentes. El microscopio de con-
traste de fase presenta dispositivos especiales
que transforman las diferencias de fase en di-
ferencias de amplitud, dando, en consecuen-
cia, diferencias de intensidad luminosa, a las
que es sensible la retina. Es una técnica muy
util asociada a las técnicas de cultivo de células,
ya que permite distinguir nitidamente dentro
de ellas muchas estructuras subcelulares.

Microscopio de polarizacién. La luz que

atraviesa un filtro de polarizacién se transfor-
ma en luz polarizada, es decir, pasa a vibrar en
una sola direccion. Colocando un segundo fil-
tro de polarizacién en el microscopio, por en-
cima del primero y con su eje perpendicular, la
luz no atraviesa el conjunto. El primer filtro de
polarizaciéon se coloca encima del condensa-
dor y recibe el nombre de polarizador. El se-
gundo filtro, o analizador, se coloca entre el
objetivo y el ocular. Cuando el polarizador y el
analizador estan con sus ejes perpendiculares,
el campo del microscopio aparece oscuro.
Pero si entre ambos filtros hay estructuras que
contienen determinadas moléculas, estas es-
tructuras apareceran brillantes sobre un fondo
oscuro. Esto ocurre porque las moléculas
orientadas son anisotrépicas o birrefrigen-
tes y modifican el eje de luz recibida del pola-
rizador. El microscopio de polarizacion es un
instrumento util para el estudio de estructuras
celulares orientadas tales como celulosa, cola-
geno, microtibulos o microfilamentos

Microscopio de fluorescencia. Cuando son

excitadas por determinadas longitudes de on-
da, algunas sustancias absorben energia y emi-
ten luz de mayor longitud de onda. Dichas
sustancias se denominan fluorescentes. En
microscopia se utiliza la excitacion con radia-
cién ultravioleta para que la radiacién emitida
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caiga en la zona de luz visible. Las sustancias
fluorescentes aparecen como estructuras bri-
llantes sobre un fondo oscuro. Después del
objetivo del microscopio se colocan filtros que
dejan pasar la luz, pero eliminan la radiacion
ultravioleta para proteger los ojos del observa-
dor.

Algunos compuestos fluorescentes son
constituyentes normales de las células, como la
vitamina A y las porfirinas. Diversos coloran-
tes son fluorescentes y, al tener afinidad por
ciertos componentes celulares, se utilizan para
su identificacién. Uno de los colorantes fluo-
rescentes mas empleados es la naranja de acri-
dina, que se une al DNA y al RNA. Observado
al microscopio de fluorescencia, el complejo
naranja de acridina-DNA emite una fluores-
cencia verde amarillenta y el complejo naranja
de acridina-RNA, rojo amarillenta. Esto hace
posible localizar e identificar los dos tipos de
acidos nucleicos. Asociado con técnicas inmu-
nolégicas, el microscopio de fluorescencia
permite localizar estructuras o moléculas reco-
nocidas por anticuerpos especificos a los que
se ha unido un fluoréforo. Esto permite mul-
tiplicar la aplicaciéon de la técnica haciendo
practicamente universal el tipo de estructuras
que pueden detectarse.

Microscopia electronica.

El microscopio electrénico posee una alta
resolucion y las imagenes obtenidas muestran
una riqueza de detalles impresionante. Los
electrones se producen gracias a la incandes-
cencia en el vacio de un filamento, el citodo,
que emite electrones. Estas particulas se acele-
ran debido a una diferencia de potencial de 60
a 100 kV que existe entre el filamento y el
anodo. Este haz de electrones es desviado me-
diante lentes electromagnéticas, de manera pa-
recida a lo que sucede con el microscopio
optico. El condensador enfoca el haz en el pla-
no del objeto y el objetivo forma una imagen
de éste, que se amplia mediante una o dos len-
tes (lentes proyectoras) que proyectan la ima-
gen final sobre una pantalla fluorescente o
sobre peliculas fotogrificas.
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Debido a que los electrones son facilmente
absorbidos por el objeto, resulta necesario em-
plear cortes muy finos de los tejidos (de 20 a
100 nm de espesor: cortes ultrafinos). Mien-
tras que en el microscopio optico la luz es ab-
sorbida por las estructuras tenidas, en el
electronico los electrones lo son por partes del
objeto que contienen atomos de elevado peso
atémico. El resultado es que las estructuras
que absorben los electrones aparecen oscuras
sobre la pantalla fluorescente y se llaman elec-
trodensas. L.a capacidad de absorber los elec-
trones depende del numero atémico, por lo
que, a fin de aumentar el contraste, es costum-
bre impregnar los cortes de tejidos con meta-
les pesados, resultando asi una imagen nitida y
bien visible. Los metales mas empleados para
esta "tincién electrénica” son el osmio y las sa-
les de plomo y de uranio

Ademas del microscopio electronico ya
descrito, llamado de transmision, existe otro
tipo, denominado microscopio de barrido o
"scanning electron microscope". En este tipo
de microscopio, entre la lente electromagnéti-
ca y el objeto se intercala una bobina de barri-
do que provoca una desviacion del haz de
electrones de tal modo que éste va a incidir
punto por punto sobre el objeto, en una se-
cuencia determinada. El objeto, a su vez, no se
deja atravesar por el haz de electrones debido
a su espesor y a una capa formada sobre su su-
perficie por la evaporacion de un metal pesado
(p-€j., oro). De este modo, el haz de electrones
que incide sobre el objeto (lamado haz prima-
rio) sufre reflexiones, originando electrones
secundarios que son captados por detectores
especiales que generan una sefal eléctrica,
transferida a un sistema de deteccién.

CORTES HISTOLOGICOS

La obtencidn de cortes de tejido es el mé-
todo mas usado para realizar estudios citologi-
cos e histolégicos al microscopio 6ptico.
Generalmente, las muestras deben reducirse a
cortes finos, lo suficientemente transparentes
como para ser estudiados al microscopio. Es-
tos cortes se obtienen con un instrumento de-
nominado microtomo pero, antes de
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proceder a cortar los tejidos, es necesario so-
meterlos a una serie de procesamientos que
deben intentar preservar la estructura y com-
posicién quimica que tenian in vivo. Dicho
procesamiento incluye los siguientes pasos:

1.- Fijacién. A fin de evitar la destruccién de
las células y de sus componentes, los tejidos
obtenidos del cuerpo de un animal deben ser
adecuadamente tratados de inmediato tras su
obtencion. Este tratamiento se denomina fija-
cién. La principal funcién de los fijadores es
insolubilizar las proteinas de los tejidos. Di-
cha insolubilizacion es fundamental en la fija-
cién, ya que las proteinas son las principales
responsables de la estructura de las células y
los tejidos. Uno de los mejores fijadores para
trabajos de rutina con el microscopio éptico es
el formaldehido al 4% en solucién tamponada.
Ademas, la fijacion favorece el endurecimien-
to de los tejidos, lo que facilita su manipula-
cién, e incrementa los indices de refraccion vy,
por tanto, facilita la diferenciacién 6ptica.

Para que las imédgenes de gran aumento y
resolucién del microscopio electrénico refle-
jen de la ultraestructura celular, son necesarios
cuidados especiales en la fijacion. Se udliza ha-
bitualmente una fijacion doble, primero con
una solucién tamponada de glutaraldehido y, a
E:ontinuacic')n, con una solucion también tam-
ponada, de tetradxido de osmio.

En ocasiones es preferible la congelacion
ultrarrapida de los tejidos en isopentano o iso-
propano en nitrégeno liquido tamponados
con glicerina acuosa (2-30%) con cl fin de evi-
tar la formacion de cristales de hielo. De este
modo el tejido se conserva intacto, ya que la
congelaciéon no inactiva las enzimas y dificulta
la difusion de moléculas pequeias.

2.- Inclusién de la muestra y obtencién de los

cortes. Para la obtencién de los cortes que hay
que estudiar al microscopio, los tejidos deben
ser embebidos y rodeados de sustancias de
consistencia firme. Las sustancias mas utiliza-
das para ese fin (medios de inclusién) son la
parafina y las resinas plasticas.
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Antes de ser impregnados, los tejidos de-
ben sufrir una serie de tratamientos. En la pri-
mera fase del proceso, denominada
deshidratacién, se extrae el agua de los teji-
dos pasiandolos por bafios de concentraciones
crecientes de etanol, generalmente del 50%,
hasta etanol puro (100%). A continuacién, el
etanol es sustituido por un liquido miscible
con el medio de inclusion. Para la inclusiéon en
parafina se emplean generalmente xilol o ben-
zol. Los tejidos embebidos en esta sustancia se
vuelven translicidos, razén por la cual esta
etapa se denomina diafanizacién o aclara-
miento. A continuacioén se sumergen los teji-
dos en resina pléstica a temperatura ambiente
o en parafina fundida en estufa, generalmente
a 60°C. Debido al calor, el xilol o el benzol se
evaporan y los espacios anteriormente ocupa-
dos por ellos lo seran por la parafina. A conti-
nuacion, se coloca el tejido en un molde que
contiene parafina fundida y se deja solidificar
a temperatura ambiente, formandose un blo-
que de parafina con el tejido en su interior (in-
clusién).

Los bloques incluidos son cortados en el
microtomo obteniéndose, generalmente, cor-
tes de 6 a 8 um de grosor. Estos cortes se es-
tiran en agua caliente y luego se colocan en los
portaobjetos.

Ademais de la inclusién en parafina, de uso
generalizado, también se emplea la inclusion
en resinas sintéticas para permitir obtener cor-
tes mas finos (de 1 a 2 um), que proporcionan
imégenes mucho mas definidas al microscopio
optico.

Para cortar los tejidos ultracongelados, se
emplea un tipo especial de microtomo deno-
minado criostato. En estos casos, los cortes
se realizan a -25°C y se mantienen a bajas tem-
peraturas hasta su utilizacién.

Para la microscopia electronica se precisan
cortes todavia mas finos (aproximadamente de
0,02 2 0,1 um). Para ello, los tejidos se embe-
ben en resinas duras a base de epoxi, necesi-
tandose navajas de vidrio o de diamante para
cortarlos.
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3.- Interpretacion de los cortes. Al estudiar un

corte histolégico al microscopio, es preciso te-
ner presente que la estructura de las células y
los tejidos esta alterada por el procesamiento
histolégico y debe considerarse la posibilidad
de que durante todo el proceso se hayan pro-
ducido artefactos.

Las etapas del procesamiento histologico
que siguen a la fijacién (deshidratacion,
aclaramiento, impregnacién y  tincion)
introducen también algunas modificaciones en
los tejidos, principalmente una importante
retraccion (disminucién del volumen) de las
estructuras y aparicion de espacios claros. Esta
retraccion esta producida principalmente por
el calor (60 °C) necesario para la inclusion en
parafina y practicamente desaparece cuando la
inclusion del tejido se hace en resina plastica.

Por otro lado, el fino espesor de los cortes
obstaculiza el estudio tridimensional de los te-
jidos y 6rganos. Para llegar a comprender la ar-
quitectura tridimensional de un drgano o
tejido es necesario el estudio de cortes realiza-
dos en distintas direcciones. Los 6rganos pe-
quefos o partes de 6rganos mayores pueden
estudiarse mediante cortes seriados, del ma-
terial en cuestion analizando ordenadamente
las estructuras que existen en una determinada
muestra.

CENTRIFUGACION FRACCIONADA

Se denomina centrifugacién fraccionada al
proceso fisico por el que se aplica la fuerza
centrifuga para separar orginulos celulares,
de acuerdo con el coeficiente de sedimenta-
cién de cada una. El coeficiente de sedimenta-
cién de una particula depende de su tamario,
forma y densidad, asi como de la densidad y
viscosidad del medio. Mediante la técnica de
centrifugacion es posible tedricamente aislar
cualquier orginulo celular, para poder deter-
minar su composicién quimica y estudiar sus
funciones #n vitro de manera separada del resto
de los componentes de la célula.

El método mas habitual es realizar disolu-
ciones con mas propiedades de densidad y vis-



DOCUMENTOS DE TRABAIO

cosidad determinadas, que posibilitarin la
separacion de las distintas fracciones. Para ob-
tener medios de densidad y viscosidad distin-
tas pueden emplearse sacarosa y resinas
plasticas solubles e inertes, de diversa compo-
sicion.

Inmediatamente después de extraer el teji-
do u 6rgano en estudio y llevarlo a la disolu-
cion de densidad conocida, éste se somete a la
accion de un homogeneizador, cuyo tipo mas
frecuente es un cilindro de vidrio dentro del
cual gira a gran velocidad un émbolo unido a
un motor eléctrico.

Tras este procesamiento, se inicia la centri-
fugacion del sobrenadante, utilizando fuerzas
centrifugas cada vez mayores. Las particulas
mas densas (organulos) sedimentan primero.
El sobrenadante de cada centrifugacién se so-
mete a una fuerza centrifuga mayor, lo que
permite separar los distintos componentes ce-
lulares en pasos consecutivos.

Al someter una célula a la accién de una
fuerza centrifuga es un medio concreto, sus
organulos se distribuyen en diferentes capas o
fracciones. En cada capa se encuentra un uni-
co tipo de organulo y su posicién dentro del
tubo dependera de su coeficiente de sedimen-
tacion. '

Una variante de la centrifugacién fraccio-
nada es la centrifugaciéon en gradiente. El
gradiente consiste en una solucién cuya con-
centracion es maxima en el fondo del tubo y
minima en la superficie, presentando un au-
mento gradual. Sobre ese gradiente estabiliza-
do se deposita el homogeneizado celular y se
centrifuga. Los distintos organulos y compo-
nentes se detendran alli donde se produce un
cquilibrio entre la accion de la fuerza centrifu-
ga y la tendencia de fluctuacion de la particula.
Esta técnica permite obtener fracciones mas
puras de los distintos organulos subcelulares.

CULTIVOS CELULARES

Las células vivas recién obtenidas del cuer-
po de un animal pueden depositarse en un li-
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quido adecuado y ser examinadas durante
cierto tiempo al microscopio. Sin embargo, es-
tas células moririn y entrarin en autolisis al
cabo de poco tiempo. En determinadas condi-
ciones, se ha logrado mantener vivas y propa-
gar células disgregadas /7 vitro durante tiempos
muy largos, una técnica que se ha determinado
genéricamente cultivo celular.

Las disoluciones que contienen los nu-
trientes necesarios en los que las células se
mantienen vivas se llaman medios de cultivo.
Estos deben renovarse con frecuencia, pues
los nutrientes se agotan al mismo tiempo que
se acumulan los productos téxicos del meta-
bolismo.

Los cultivos se emplean para el estudio del
metabolismo de las células normales y cance-
rosas, asi como para experimentos con virus,
los cuales solamente proliferan en el interior
de las células. L.os micoplasmas, y algunos pro-
tozoos han sido estudiados también en culti-
vos celulares porque se desarrollan en el
citoplasma de células hospedadoras.

LLa mayoria de las células obtenidas de teji-
dos sanos prolifera en los cultivos durante un
periodo de tiempo programado genéticamen-
te. No obstante, algunas de éstas células sufren
una modificacién que las hace "inmortales".
Este proceso se denomina transformacion y
representa la primera ctapa en el camino de
una c€lula normal hacia una célula cancerosa.
Prictocamente todas las lineas celulares que se
mantienen en los laboratorios de investigacion
estan constituidas por células transformadas.

En general, las células poco diferenciadas
hacia tipos celulares determinadas se mantie-
nen y propagan en cultivo con mayor facilidad,
mientras que ocurre lo contrario, las células
que tenian en el tejido originan un mayor gra-
do de diferenciacion.

Las células normales crecen indiferencia-
das como precursores, y el inicio de la diferen-
ciacion se ve acompanado de un cese de la
proliferacion que puede ser permancnte. Por
el contrario, las células transformadas o tumo-
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rales han perdido la capacidad de controlar su
propio crecimiento, y crecen de manera des-
controlada. No presentan en algunos casos la
inhibicién por contacto, que induce la forma-
cion de monocapas celulares en otros tipos de
células, y pueden presentan distintos grados de
diferenciacion.

Las condiciones que favorecen la prolife-
racion celular son: baja densidad del cultivo,
baja concentraciéon de Ca** (100 - 600uM) y
presencia de factores de crecimiento como
EGF (epidermal growth factor), FGF (fibro-
blast growth factor) y muchos otros, especifi-
cos de los distintos tipos celulares. Alta
densidad celular, alta concentraciéon de Ca** y
presencia de determinados factores (hormo-
nas como hidrocortisona, NGF, retinoides),
favorecen la diferenciacion y reducen la capa-
cidad de crecimiento.

Fuentes de tejido

La lista de los diferentes tipos celulares que
se han crecido en cultivo es muy extensa, € in-
cluye elementos del tejido conectivo como fi-
broblastos, tejido esquelético (hueso vy
cartilago), musculo esquelético, liso y cardiaco,
tejidos epiteliales (higado, pulmén, piel, vejiga

y rifion), células endocrinas (adrenales, pituita-
ria, islotes pancreiticos), melanocitos, células
del sistema inmunitario y diferentes tipos de
tumores.

En general los cultivos derivados de em-
briones sobreviven y proliferan mejor que los
de los adultos. Esto es un reflejo del bajo nivel
de especializacion y la presencia de precurso-
res o células "stem", con capacidad de division
en el embrién. Los tejidos adultos tienen un
menor crecimiento y una mucha mayor pro-
porcion de células diferenciadas.

Es necesario hacer constar que, pese a que
puedan proceder directamente de tejidos u 61-
ganos, los cultivos celulares carecen de organi-
zacion estructural, han perdido la arquitectura
histolégica y a menudo las caracteristicas bio-
quimicas asociadas a ella. Pueden propagarse,
expandirse y dividirse en réplicas idénticas, pu-
rificarse mediante crecimiento en medio selec-
tivo separacion fisica o clonaje para obtener
una capa celular con uniformidad considera-
ble, pero no tienen por qué contener todas las
propiedades que presentaban in wiro, especial-
mente las relacionadas con la interaccién de
una células con otras del mismo tejido y con el
medio extracelular.

COMPARACION ENTRE LAS CONDICIONES DE CULTIVO DE CELULAS
PROCARIOTAS Y EUCARIOTAS

PROCARIOTAS

EUCARIOTAS

Medio de cultivo definido

Componentes no definidos (suero) en el
medio de cultivo

Tiempo de duplicacion corto (minutos)

Tiempo de duplicacién largo (horas)

midos (horas)

Posibilidad de transformacion con plas-

Posibilidad de transfeccion estable
(semanas)

Cultivo en bafio térmico con oxigena-
cién aérea

Cultivo en incubador térmico en pre-
sencia de CO, (tamp6n bicarbonato)

Cultivo de células en suspension

Cultivo en adherencia o suspension

Frascos de cultivo de vidrio o plastico
sin requerimientos especiales

Frascos de cultivo de plasticos especial-
mente adaptados al cultivo

Pase a cualquier dilucién

Necesidad de pases a diluciones bajas
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Subcultivo

Los cultivos aislados frescos se conocen
como cultivos primarios hasta que son "pa-
sados" o "subcultivados". Normalmente son
heterogéneos y poseen un ritmo de crecimien-
to bajo, pero son mis representativos de los -
pos celulares del tejido a partir del cual se
derivan. Tras varios "pases" una linea celular o
muere o se "transforma" para convertirse en
una linea celular continua estable.

El subcultivo permite la expansion del cul-
tivo, la posibilidad de clonaje, la caracteriza-
cién y preservacion y supone un mayor grado
de uniformidad, aunque puede causar una pér-
dida de células especializadas. Por supuesto,
los subcultivos suponen el sobrecrecimiento
de uno de los tipos celulares presentes inicial-
mente. El tipo celular con mayor capacidad
proliferativa acaba sobrecreciendo y despla-
zando a los demas.

Las lineas celulares establecidas son de me-
nor tamarnio, menos adherentes, mis redon-
deadas, con una relacion nucleo/citoplasma
mayor que los cultivos primarios de los que
procedian. Incrementan su tasa de crecimiento
(el iempo de duplicacion se reduce de 36 - 38
horas a 12 - 36 horas), muestran reduccién en
la dependencia de suero, un aumento en la efi-
ciencia de clonaje, una mayor capacidad para
crecer en suspension liquida o en agar y un au-
mento en la tumorigenicidad, comparados con
sus progenitores.

Seleccion del medio de cultivo

Existen diversos medios de cultivos co-
merciales, con diversas variaciones respecto a
sus componentes. En general, consta de dos
componentes diferentes: uno definido, consti-
tuido por sales, vitaminas, aminoacidos, tam-
pones, etc., y uno indefinido, que consiste en
suero obtenido a partir de animales (general-
mente de ternera o suero autélogo) La selec-
cién de medio es en buena medida empirica,
asi como lo es el uso de un determinado tipo
de suero.
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Una vez se ha seleccionado un tipo de me-
dio, ha de intentar mantenerse constante du-
rante tanto tiempo como sea posible. Por lo
general, ningin medio de cultivo definido es
capaz de sustentar la vida de las células en cul-
tivo, porque carecen de algunos factores esen-
ciales, desconocidos en la mayoria de los
casos. El suero fetal es la fuente mas habitual
de dichos factores adicionales. Suele utilizarse
el suero fetal bovino por ser bastante limpio y
poderse producir en lotes suficientemente
grandes. Aun asi, es necesario testar la induc-
cion de crecimiento por cada lote de suero,
para comprobar si es capaz de hacer proliferar
a un tipo celular determinado.

Sustrato de los cultivos celulares

El polipropileno previamente tratado para
hacerlo humedecible y con carga neta negativa
es de uso comun hoy en dia. En casos especia-
les (cultivo de neuronas, células musculares,
células endoteliales de capilares y algunos cul-
tivos epiteliales) el plastico esta recubierto ade-
mas con gelatina, colageno o poli-lisina, que
les confiere una carga neta positiva. También
puede utilizarse vidrio, pero debe ser lavado
cuidadosamente con un detergente no toxico y
practicamente no se usa NuNCa.

Los pocillos varian en tamarfio desde "lim-
bros" (o "multdwell plates”, de 1 mm? de su-
petficie y capacidad para 5 - 10 pl de medio) y
placas de microtitulaciéon (de 30 mm?, 100 -
200 ply 96 pocillos), hasta una gama de placas
y frascos de hasta 180 cm?, y "rollerbottles"
para cultivos a gran escala.

Preservacion de lineas celulares

En la actualidad se han obtenido miles de
lineas celulares diferentes a partir de tejidos
humanos y de otras especies. Muchas de ellas
provienen de tejidos normales y poseen una
capacidad limitada de duplicaciéon. Otras pue-
den propagarse de manera indefinida. Ambas
pueden ser expandidas para producir gran nu-
mero de alicuotas, congeladas, y caracteriza-

das.
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En los dltimos 30 afios la "American Type
Culture Collectdon" (ATCC) viene preservan-
do y caracterizando la mayoria de lineas celu-
lares existentes.

Crioconservacion

Los cultivos celulares pueden conservarse
viables congelados durante largo tiempo para
posteriormente, ser descongelados y volver a
proliferar en cultivo.

El dafio celular causado por la congelacion
y descongelacion es causado por los cristales
de hiclo que se forman en el interior celular,
que harian estallar las células. La adicion de un
agente crioprotector como el dimetil sulféxido
(DMSO) o el glicerol, y 1a seleccion de las tasas
adecuadas de congelacién y descongelacion,
minimizan el dafio celular. Por otro lado, estos
crioprotectores son toxicos y deben eliminarse
o diluirse suficientemente tan pronto como
sea posible una vez que las células se han des-
congelado y deban volver a proliferar.

Mientras la preservacion a corto plazo de
lineas celulares puedc realizarse en congelado-
res a -80°C, es necesario el almacenamiento en
nitrégeno liquido (-196°C) o su vapor (135°C)
para tiempos mas largos. En estas condicio-
nes, pueden mantenerse viales congelados de
la mayoria de las lineas celulares practicamente
de forma indefinida.

Contaje de células usando un hemocito6-
metro

Un hemocitémetro es una ciamara de con-
taje dividida en cuadrantes de tamafio definido
especificos, a la que se afiade un volumen esta-
blecido de células en suspension y se determi-
na el numero total de células realizando unos
simples cilculos. El hemocitémetro se utiliza
para cuantificar el nimero de células de un cul-
tivo o para determinar el nimero de células
viables después de tefirlas con azul tripan.

El contaje de células utilizando un hemoci-
tometro es arduo, pero es un método que per-
mite distinguir células vivas de células muertas
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(usando azul tripan). Solamente se producen
errores significativos usando un hemocitéme-
tro, cuando se cuentan pocas células (<100;
preferiblemente se deben contar 300 células).
El método de contaje es el mis directo y sen-
cillo para controlar el grado de crecimiento de
una poblacién celular en propagacion.
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