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Biol og i stas por muc hos a~os se han in t8 I'esado en el campo de ustan 

cias químicas Gamo ácidos nucl oicos , las cuales j unto con las proteí - -

nDS ~ componen la principal macromoleculas const ituyentes de las c~lu--

l as . La historia de los ácidos nucl eicos empi eza en el a~o 1 869 donde 

Friedri ch ~1iescher (14 un bi oquímico suizo, t r abajó en Tubigen , P.lem~ 

nia , separ ando sus ta ncias químicas de la c~l ula s , una de las cuales 

l as llamó " r~UCLEliJ ¡;, del núcleo de las éelul Els de pus . Miescher mas 

tardo retornó a Bas l e y contínu6 su trabaj o sob r8 el "NUCL EIN " extra--

yándolo del es perma del sal m6n . rf¡a s b3I'de descubrie ron uS!Jl nNUC LE Irl!l 

ten í a propiedades de ácido y as í convinó en llam8rl' como ác i do " NU-

Exis ten des ti~os de ~cidos nuc18 icos: ácido dss oxirribonucleico 

(O NA) Y á c ido ribonucle ico (RNA) , cuya química nos otros discutiremos 

cortarnente .-

Análisis q uímicos y desarrollo de colorantes histoq uímicos , revela--

ro n t~cnicas de que el ONA de l as c:lulas , es t á res tr ingido a l núcl eo -

y apa r ece localizado en l oe c romosomas mient r as que el RNA está sob re -

otra pa rte del núcl eo como bien el citoplasma . Mu has evidencias indi-

rectas e ventual izaron a una í ntima y universal a sociación de ONA co~ 01 

mate rial gen~ tico , por e j emplo ; 
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1) El ONA está presBnte en todas las células, como animales, -

plantas o bacterias; en ellas está virtualmente restringida al núcleo.-

2) Todas l as células somáticas de cualquier espec ie contienen 

una cantidad constante de ONA presindiendo de la función diferencial 

de RNA , sobre lo contrario , varía marcadamente con el mecanismo de ac ­

tividad .-

3) La acción de l a mutación genética de l a luz U. V. tiene su -

culminación que parte del espectro (253,7 Aº) los cuales están especí­

ficamente abso r vidos por los ácidos nucleicos .-

4) La adición de ácidos nucleicos de l a misma espec ie pero con 

un genotipo diferente, cambia el fenotipo de la célula. -

Para decirlo en pocas palabras , l a a ctual hipotésis de trabajo 

sienta el principio de que los genes, situados en e l cromosoma , están 

compuestos de ONA (ácido dosoxi rribonucleico) . Cada gene contiene in- ­

formación codificada en forma de una serie específica de nucleótidos -

depúrina y pirimidina adj untos a l a molécula de ONA~ Cada geno tiene 

una serie diferente. Esta información pasa del ONA de un gene a una 

cl ase especial de RNA (ácido r ibonucleico) ~ llamada mensajero RNA . Es­

te elemento que sintetiza el núcleo , pasa a los ribosomas del r e tículo 

endoplasmático , donde se combina con el RNA, presente, y dé un modelo 

para la síntesis de una enzima o cualquier otra proteína , espec ífica . 

La informaci ón primero codificada como una serie específica de nucleó­

tidos en el mensa jero RNA y por último es llevada en el mismo orden --
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específico de aminoácidos a l a molécula de proteína. A continuación p~ 

demos estudiar al gunas pruebas y aspectos s obre lo s que se funda l a hi 

pó t es is. 

IMPORTANCIA DEL DNA EN LOS CROMOSOM~S.-

Se ha demos trado qu e los cromosomas contienen ONA , RNA Y bas 

t a n tes va riedades de proteínas, Ci entíficos han pr ocedido a análisis -

químicos directos de l os cromosomas a i s l ados . Med i ante l a homogeniza-­

ción de células y sepa r ac ión de s us núcl eos por c entrifugación , con 

nueva homo genizac ión de los mi smos , dichos científicos han logrado - -

muestras de cromosomas puros con ultracentrifugación . Con el pr evio re 

cuen to c elul a r y luego el análisis químico, Mirs ky (15), del instituto 

Rockefell er, demostró que hay alreded or de 6 x 10-9 miligramos de ONA 

por núcl eo de l as células s omáticas y 3 x 10-
9 

miligr amos en los nú--­

cl eos de óvul os o de l os es perma tozoos. En los tejidos de r econocido -

ca rácterpoliploide (con mas de dos pares de cromosomas por núcl eo ), La 

cantidad de ONA e n el núcl eo co rrespond e ~l múltiplo de cromosomas de 

lo s que s e sabe s u presencia . L ~ s células con c uat ro pares de cromoso­

mas (tetraploides ) se han visto con un cont enido nucl ea r de 12 x 10-9 

de ONA. En otros anális i s se ha demos trado que dicha centidad es esen­

cialmente la misma en t odas l as células de un or ga nismo determinado . -

La cantidad de variedad de proteína (la histena ), también es c onstante 

en l as dife rentes cél ul as . Por contraste, l a ca ntidad de RNA es bastan 
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t e variable en l as células; de este hecho se ded uc e que , por l a cons -

tancia de ONA como de genos en todas 18s células , y por ser de la mi­

tad de l as ge rmina l es , el ONA es parte esencial de l a ma teria genéti--

ca .-

Si l os c r omosomas s e trataran con desoxirribonucleasa , enzima 

que específicamente hi droliza el ONA, este se elimina de c romosomas , -

pero queda lo que podr í amos llamar l a Hsomb r a " del mismo . Por el con-­

trario, un c r omosoma t r a t a do con en zimas proteolí ticas se fr agmenta lo 

que sug i ere su estructura a bose de un núcl eo cont í nuo de proteínas a 

l o l orgo de l a cual hay concentraciones de DNA. Daniel Mazia (15), do 

la Universidad de Californ i a , ha domostrado que los cromosomas pueden 

hace r se solubles mediante agen t es como el Vern ese , el cua l solo debe-­

ría des in tegra r los l azos salinos . El tra t amien t o con dicho agente de 

part í cul as del t amaño de una banda de cromosomas~ Mazia interpretó es ­

t a observac ión en el sentido de que 01 DNA Y l as proteínas de l os cro­

mosomas es tán r eun ídos normal mente por cationes bivalentos como l os -­

calc io y magnesio , de ma ne r a que a l ser eliminados po r la a cción del -

Vernese , so desintegra el ácido nucleico y l a s pr oteínas . Si se s acan 

conclusiones de este conjunto de hechos se ll ega al concepto de que el 

c r omosoma , está formado po r una prote í na fundamental , a l o largo de -

l a cua l es tán i mpl an t ados molécul as de pro t eínas l as que conservan su 

posic ión por os l abon es de sal es cálcica y mognésica~ . 
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COMPOS ICION QUIMICA y ESTRUCTURA DEL DNA SEGUN 

WATSON y CRICK . 

COMPOSICION QUI MICA : Del gra n núm ero de vegetales , a nim~es y 

agentes bacterianos se ha l og r ado extra er DNA en alto grado de pure za. 

Con el análisis so ha puesto de relieve que consta de un azúca r, l a do 

soxirribosa , ácido f osfórico y base s ni t roge nadas ; de és t as últimas se 

h8n encontrado cuat r o clases ; dos purin2s ( adenina y guan ina) y dos pi 

rimidinas (citosina y timina ) . Al pode r se a i s l a r, purifica r y analiza r, 

mas muostra s de DNA , han descubie rto qu e l as proporciones de estas cla 

ses purinica y pirimí dica e r an d i s tintas , ounquo según un t i po común . 

En t odas l as mues tras , l a cantidad t otal de purinas er a i gua l a l a do 

pirimidina , l a de aden ina igua l a l o timina , y l a de gua nina i gual a 

l a c itosina . - El DNA ais l ado de lo s tejidos de l os mamí fe ros 8 S en 

genar a l más abundante en guanina y citosino , y r el a tivomonte mas es ca ­

s o en adenina y timino .-

ESTRUCTURA DEL DN~ : La r egul a ridad do l as es tructura s r epeti-­

das constituía una parado j a , porque l os a nális i s químicos indic~ban 

que l as beses purina y pirimidina presentaban uno suces ión al a zar , y 

a pesa r de es t a dis tribución cas ual , l as imág enos obtenidos con l os -

rayos X mostra ban una r egularidad r epetitivo . Wil kins puso estos cono­

cimi en tos a disposición de sus colegas de Cambridge . Watson y Crick c~ 

nacía n lo s r esultados a nalíticos de Chargaff, que indicaban l o eq uiva ­

l encia cuantita tiva de l a guanina y l a citosina con l o aden ina y l a ti 
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mina . Por último , Gull ond hab í a insistido en l o exi stencia de numero- ­

sos enloces de hidrógeno , e incluso había suge r ido que los cadenas de 

ONA podían r eunirs o por enl acos de hidrógeno para formar complejos de 

muchos codenos .-

Wo ts on y Crick aporta r on nueva horramiento a l o ta rea; el aná 

lisis conforma cional . Es t e pasatiempo intelectual constituye un apéndl 

co de lo s conocimientos sobre la es tructura de los átomos y moléculas 

r eunidos por l os cr i stal ógro fos de rayos X. Se conoce con mucha pres i­

ción el tamaño r ea l de los diversos átomos , r ep r esontándolos con esfe­

r as unid as por pequoñas varitas que r ep roduc en l a distancia de lo s en­

l oces . La investigación cien tífica se ha titulado jocosamente juego -

organizado poro adultos; nuestros juegos paro armar son los modelos mo 

l ecul a r es , por medio de l os cuales pueden explor a rs e l o pl aus ibilidad. 

de varias estructuras moleculares . • Porque si un átomo no puede alcan­

za r a otro , o es demasiado voluminoso para ocupar determinado sitio en 

el modelo a es cala , su ex i stencia en una molécula estable r es ulta muy 

i mprobable . 

Watson y Crick hiciero n model os a escal a de las cuatr o bases 

del ONA , y encontramos que s i se colocan juntas (como si se unier a por 

un enlace de hid r ógeno ) adenina con timina y guanina con citosino , las 

dimensiones t otal es de esos dos pa r ejas son idénticas. Este f ué motivo 

de regocijo , porque de acue rdo con los datos de Chargaff , en cada uno 
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do es tos pa r es , l os unida des so enouentran en ca ntid ades equival entes 

y s i f o rma b a n tal es pa r e j os e n e l ONA, Cs t 2 equiv a l e ncia a nalitica e r o 

obliga toria .-

Lo f or mación de estos pa r es unido s por enl ac es de hidróg eno, 

con dimens iones id é nt icas , podía r esolv e r l a pa r ado ja que constituía n 

l us da tos de l os r ayos X, l a apa rición de os tructura s r e petitivas ca-

si id énticas a pes a r del deso rd en d8 l o s uc es ión a l a zor de l as bases . 

Las unid ades quo se r pi ten, no son bases a islado s de dife r entes t ama -

ños , s ino pa r es do bases de dimens i ones igua l es . Los es tructuras uni--

dad por enloc es de hidró geno de dos pa r es de bases compl ementa ria s , -

s on l os que se muos tra n enseguida : 



¡{rqu¡lectura de 101 ¡{,idol Nucleicol 

Azúcar-adcnina 

/ 
Fosfato" 

Azúcar-timina 
/ 

Fosfato" 

Azúcar-guanina 
/ 

Fosfato ". . . Azucar'-tunma 

/ 
Fosfato 

Timina-azúcar 

"-Fosfato 

Ad
' • / 

cnma-azucar", 

Fosfato 

C" • / . Itosma-azucar 

"- Fosfato 

Adcnina-azúca/' 

"- Fo¡(ato 

"-Azúcar-citosina 

/ Fosfato 

G' • / 
uanma-azucar '" 

Fosfato 

Sucesión comJ l. 'll .;-,ia de las baus en los dos hilos de la doble hélice. 
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El modelo de Watson y Crick ( 6) del DNA , como se l e llamo , 

consiste pues en una dobl e hélice, con uno c8deno gir ondo al r ededor -

de l o otr o . Lo sucesión de boses en codo codeno complemento l o de l o 

otr o . Ens eguido se os i ento uno r ep r esenta ción bi di mensional de un se~ 

mento de DNA . En 10 años el model o DNA ha s olido de l o to rr e de mo r M -

fi l de l os l aboratorios , a l o exh ibición pública . Esto brilla nte hiPi 

tesis es compatib l e con todo s l os ca r acte r es físicos conoc idos del 

DNA , y odemós pr edice uno de sus i mpo rtantes funciones biológicas , s u 

modo de dupl i cación . Por su tra ba j o y brillante explicación de l o es . 

t ruc tu r a del DNA , Watson y Cr ick gana r on en 1951, el premio Nobel .-

An tes de dividirse l o célula, su contenido de DNA, debe dupli­

ca rs e , pa r o que codo cél ul a hij a quede dotado con r epr oducciones impe­

cables del moteriol genético total . Uno estructura de DNA con dos hé­

lices idénticos unidos por enl oces de hid rógeno proporc i ono el modelo 

id eo l pa r o asto duplica ción . Si l os dos hilo s se sopa r an como los dos 

mitades de un cierre automático , y coda medio r esorte sirve de modelo 

sobre el cual pued e r ep r oducirse l a ot r o mitad , por e j em plo uno timino 

fr en t e a uno oden i no , y una guanina fren t e a uno citosina, esto gara n­

tizo l a duplicoción exacta del DNA , y en co nsec uencia, del gene . 

Est e método de dupl icaci ón del DNA estó r ep r esentado esquiem~ 

ticamente o continuación, donde l a l e tras mo yúsculas r ep r esentan l os -

boses ( T en l ugar de timina , A de a denino , C de citosina , y G, de 9U~ 
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nina ; P r op r ese nta el en l ace de fo sfato , y los pentágonos , l a des oxi-

rribosa) : 

• ~ J\ .r 

Es quema de l a duplica ción de un model o de Wa t son y Crick del -

DNA. Las cadenas de polinucleós idos e n línea grueso de l os dos mol écu-

l as hij os , r epres entan l os filamentos r ecién sintetizados .-
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HISTORIA DE LA INVESTIG ACI ON DE LA EXTRACCI ON DE 

LOS ACI DOS NU CLEICOS. 

En vis t a del r áp ido desarrollo en l as t édn i cas pa r a el fracci~ 

namien t o de ác idos nucl e icos , hay un in te rés consider ab l e en l a msdi-­

ción de la cantidad tota l de ácidos nucl eicos en t e jidos de planta , a ­

nimal y bacterias . En 1961 Hutchis em y Munro (8) , hacen un detallado -

est udio de toda l a lite r a tura sobre 6cidos nuc l e icos publica ndo da tos 

y concluyendo que no son infaliblo l us proc esos hasta ahJ ra i doados .-

Des de 1961 no ha n s i do intro ducidos principios importantes l o 

cual ha c e pa t ente el valor como m8todos de es timac i ón de ácidos nuc¡ e i 

cos o Sin embargo al gu nos de los pr ob l emas asociados con v ~ rios mé to-­

dos ha n sido ahor8 resuel tos y es t o es consec uentement e ap r op i ado a ha 

c er patente 18 reapar ición de valiosos procesos pa r a l a estimación de 

ácidos nucl eicos .-

Los mótodos r evis ados aquí, ha r an r eestricta s una a plicación 

de determinación cuc tita tiva de ácidos nuc¡eicos en material biológi--

co .-

Ma s adelante , métodos específicos pa r a l a es tima ción de áci-­

dos nucleicos pueden ser aplicados a un t e jido, es to es generalmente 

necesa rio suj et a r el tejido a ciertos proc es os prelimina r es para l a r e 

moción de componentes que puoden int erf erir con l a est imación de los á 

cidos , despuós de ós t o l os ácidos son oxt r a ídos en un es t ado parcial--
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me nte purificados y finalmente est imados .• -

Aunque haya muchos métodos pora I D extracción de l os ácidos -

nucl e icos , l a mayor í a de los inv es tigado r es han us ado va riantes de 

tres métodos , llamados po r sus origina dores : Schmidt y Tha nnha use r 

(13); Schn e i der (11) y ogur y Ros en (10) . 

RESUMEN DE LOS TRES METoDº~D~~XTRACCI ON MA S IM?oRTANJES . 

En l os tres procesos , el paso inicia l es designado a remover -

l as mol éc ulas, poquoñas (nucl eó tidos libres ) y lípidos , sobr e l a r egión 

en que l os componentes ácido- sol ub l es y lípidos pueden interf erir con 

l as r eacciones qu í micas aplicadas en l a est i mación de los ác idos nu-­

cl eicos . En el caso do Schmidt-Tha nnhauser y Schne ider , el te j i do ho ­

mogenizado es previame nte extra ído con ácido frío y luego por salven-­

tes lípidos . En el mé t odo de ogur - Ro sen, el prime r paso es r emoción -

de lípidos, seguido por el t r atamien t o con ácido frí~.-

Después de éstos tra tami ontos preliminares, los ácidos nucl e i 

cos son extta í dos del r es iduo de tej idos . En el caso de Schmi dt- Thann 

haus e r el r es i duo de tejido es digerido en álcali el cua l cambia el -

RNA en una forma no grand emonte precipitabl e por ác ido . ConsecuentGme~ 

te puede se r separado del t e jido 01 DNA por digestión ác ida l a cual 

causa pr ec ipitación de DNA y pr ote ína . En el proc eso de SChne i der , -

TCA caliente ó ácido perclórico caliente es usado en ext r acc ión de am­

bos ác idos nucl ei cos; el tejido de prote ína s es r el a tivamonte inso¡u--
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bl e e n ácido c~lionte . Finalmente , en el mótodo de Ogur- Ros en , RNA es 

extroído con ác id o perclórico frí o do convoniente fu e rzo y e l ONA es -

subsecuentemente removido con ácido porclórico colionte . 

La e tapa final de l os tr as procesos es l a es timo ción de loS 

contidodes de RNA y ONA e n el ex tracto , Los ácidos nucl e icos contienen 

tr os distintos componentes químicos : 

a ) p ur inos y bases pirimidic2s 

b) ribosa y dosoxirriboso 

c) f os furos . 

Conseeuontemento l os métodos de de terminación do ácidos nuele~ 

cos pueden basarse sobre l a intensidad de abso rción ultraviol e t o sobro 

r eacciones específicos paro l a s ~entosos o sobre l a ostimaeión do fos ­

fur os en el oxtracto . Un método de es timac ión depondiend o de absor--­

ción ultravfuloto o sob ro estimación de fosfuros , sin distinguir ent r e -

RNA Y ONA , estos son los métodos de Schmidt- Thonnha user yOgur- Ros en , 

por lo tanto puede sor a plicodo solamentc cuando los dos ácidos son 

primor ament o bion s eparados . Por otro l ado r oaeción de color ospoeífl 

ca por a ribosa y desoxirribosa, admito hace r l o estimación de RNA y 

ONA ind Dpcndientem8nte e n l o mismo solución . Esto es l a ba se dol proce­

so de Schne id er . 

Dur.ant e l os pas ados 20 oños , num orosas invcs tigodor es han USD ­

do os tos tros proces os b2sieos , al analizar 01 ácido nucl oico eont oni­

do on t e jido do pl antas y onimal os , y mic roorga nismos . Muchas modifica 
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cionos on los mótodos original es han s i do doscritos . 

Si n omb argo, con ea dn t e jido ha y que desa r rolla r por modio de 

l a inv os tigoción , un mótodo ospac í fico por o l a oxtracción de l os óci--

do s nucleicos .-

PROCESO ESCOGIDO POR MUNRo y FLECK -----~- ---- ---
Munr o y Fl eck (9) , hici e r on un os tudio do l os tros mótodos y -

concluyoro n qua en gon a r a l el método do Schmidt- Tha nnhous or , tieno l a 

mejor base t ócnica y pr8ctica . Oc l as varias modif icaciones da ósto -

mótodo , ollos oscogieron el s iguionta pr ocoso poro l o ex tracción do hí 

godo de r a tón : 

"Haca r una solución 1 : 20 dol t e jido homog enizado on ác i do frío 

con a guo dostilado . Pip e taar 5 c . c . ( oquiv al ant o a 250 miligramos de 

pos o húm odo) de el t o jido dontro do un tubo da 1 5 c .c. adic iona r 2 . 5 -

c . c . da ác id o fr í o , mozcla r y montonorlo por as pacio de 10 mi nutos a -

Oº C.- Contrifugor, y luogo dos carta r la fracción supernada nto (fra cción 

ácido- so l ubI o ) y l a var 01 precipitado dos vacos co n ácido porclórico -

0 0 2 N f río . Desaguar el oxcoso de ácido por inva r sión al tubo br oveman 

t e sob r o pop al f iltro.-

Adicionar 4 c . c . de KoH , 3 N o incubar o 37ºC por aspacio de 

1 ho r a (horno o baño de maría ) , des puós do l o incubación Gnfria r con -

hi el o y pr acipitar las prot s ínas y 01 DN A por adición do ácido percló-

rico 2~ . Dospu~s de cs porar por tiempo de 10 min utos en frío , contri 
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fugar el precipitado y deca nta r l a fr a cción s up e rnada nte (RNA) . Lava r 

dos veces con 5 cc . de ácido fosfó rico 0 . 2 N Y ndicionar l os l ava dos a 

l a fracción do RNA . Seg uidamente ad icionar 10 c.c . do ácido perclóri -

ca 0 . 6 N a l a f r a cción do RNA y l avados esta fr a cción se lleva hcsta -

100 c .c. con agua destilada, do nde una so lución do r ibo nucl oótidos e n 

ncido perclórico 0 . 1 N de a bsorción ul traviol ota l a cual os l e ída a 

260 milimi c r as . 

La estimación del contenido de ONA on e l pr ecipitado obtenid o 

sob r e l a acid i fi ca ción do digestión a l calína , es disuelta en 5 c . c . -

do KOH 0 . 3 N por cal entam i ento br eva a 37ºC, s i os necos a r io l a solu-

ción os ll evada 2 50 c . c ., incluye ndo una a dición de 12 mililí tros do 

KOH 0 . 3 N da nd o una solución do ONA on KOH 0 . 1 N.- 2 c . c . de ésta so--

l ución es us ada para l a est i mac ión de ONA por el mótodo de Ceriotti 

(4) .- " 

El mencionado mótodo do Ceriotti , 8S una modificación de l a -

r eacción de Oisch e en que "dcs ox i pentosa ha ce una reacción con difeni-

l amina en una mezclo de ácido ncético gl ac i a l y ácido s ulfúrico a 

100º C pa ra da r un colo r a zul , qu e es es t able despuós de 10 minutos de 

cal ent2do (5)" • 

.;...P...;.R.;o.O ...;.PO;;;..S;;;..I:;..T;..;;O'-.._-..;:;.O~E;;:..L __ ~P.-:.R. E_S_E_N_TE ____ T_RA_B~.JQ. 

Noso tros emp 8zamos con el mó t odo es cogido po r Munro-Fl eck 

r ealizand o que cndn t e jido ti el ".1 sus peculiaridados y que por l o t o. n--
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to es nocos ario hoc 8r modificucionos p2 r ~ l o mo j or oxt r a cc i ón do los -

ácidos nucl e icos on codo tojido . 

As í qua 01 propós i to de esto tra ba j o presentad o aquí, os 01 do 

surroll o de uno mod ific2ción do l método de Mun ro - Fl ock (original mente 

Schmidt- Thonnhaus er) pora 12 oxtracc ión do l os á cidos OIm) Qj,.cos del TI - ~ 

MO del ga nodo bovino. -



2 .- PAR T E E X P E R 1 M E N TAL ----- - ---. . - ----~ - -- ~- _. - ~ ---- -- -
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MA TE~I A L Y EQUIPO 

1.- El) .;...M_A..;...T.::;.;E R,.;...I,.;...A.:.;:L'-.-.....;::.G E=r~ E R AL: 

Oste riz e r, centr í fugél , r efrl 

ge r ado r , mache r o y mat eria l de ru tina en 01 l Elbo r a t o--

rio de micr ob i ol ogíél .-

b) MA TERIAL ESPEC IA L: 
~-. .. . " -

Alcohol 90%; ácido tricloro -

Elcút ico (TCA) ; éter , clorofor mo , hidróxido de potasio , 

ácido pG r cl órico , 1cido Elcótica , dif onil amina r oac ti-

va (ácido sulfúr ico difonilamina , ácido acótico ) , a C8-

t él l dehí do .-

2. - TI MO ext r aído del ganado bovino . 

E QUI~~ : Cal orímetro BAUSCH ANO LOMB . 

3 .- ['lE TODO . .o_E L T_RABA JO : Cado 8xpe rimento fué r ope tido por 

lo mínimo dos vec es y el DNA dete rminado a va riEls con 

contra ciones .-
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DESARROLLO -º--ª-.ENSAYQJ1AJ3.A. ,L.A .. º-ETI..R.i"~rNA~l.Q.N-º-E. DNA . 

Sogún lo recomondación do i"lunro y F1 8ck (9), oscogí primer ame!} 

te un ensayo par~ In dútorm inación do DNA basado on l a r oacción de l a 

porción de desoxirribosn . El ensayo escogido porllos para hí gado , es 

l a reacción do l a desoxirribosa con difenilamina , descrita en pógina -

do l n prosente tósis . Dicho procGso es un o modificación de l a reac--­

ción descubierta orig inalmonte po r Discho ( 5) y modif i cada por Burton 

(1) . 

Según Burton (2), 01 mecan ismo de l a r oacción es el s iguiente; 

Los enlaces entre l os purinas y l a desoxirr iboso son dóbil es y l a dif~ 

nilamina r oaccio na con l os r os iduo s do pentosa original mento combina-­

dos con las purinas . Por l a distribución a l azar de l as basos l a deter 

minación es valida para cualquior ONA . 

Surtan camb ió l as condiciones para el d sa rrollo del color en 

el e nsa yo por la ad ición de acotaldohído y tambión varió 01 tiempo de 

desar r ollo de dicho calor: en luga r do 10 minutos a 100ºC que usaba -­

Di scho , tomó un tiempo do mas horas .- Surtan (2), Cr r ft y Lubron (4) ; 

Gil os y Myors (7), propusioron otros cambios e n adición do otros r eac­

tivos, la proporción de ace taldeh ído a l a solución de ONA y e¡ tiempo 

de desarrollo de color . La rea cción do Dische 8S uno r 3acción en que 

el ca l or de solución es proporcional él l a cantidad de ONA presento en 

el ensa yo . Los camb i os propuestos son con el propósito do exagorar el 
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color y ento nc es ha c e r un onsayo mas fino . Naturalmente, el ensayo os 

cogido po r un invest igad or depende r á del t e jido , l as condiciones de ex 

tracc i ón del DNA y el es t ado do l os re ctivos . El me jor mótodo de de ­

terminación sería el que ho c e la mayor difEronciac i ón en tro dos canti­

dades DNA (la difer encia de color de l os dos , med idos por l a dens i dad 

optical es máxima ) y natura l mente 01 proces o en que l a densidad opti-­

cal es directamente proporcional a l a conc entrac ión de DNA . 

Noso tros probamos l as modificocionos propues t as por Ceriotti -

(3), Surton (2), Cref t y Lubran (4) y por Gil es y My ers (7), con va - -

rios ti empos y condiciones del deso rrollo del col or. -

Ceriotti, propuso el método descrito e n l a página de l o 

pr esente tés i s . Us a ndo nuestros r eactivos, no nos fué posibl o desarro 

lla r ningún cal or por calentamie nto de l o solución en NaoH 0 . 2 N po r -

solamonte 10 minutos . El color duscr r ollado después de neut r aliza r l o 

solución con HCI0
4

, fué insuficiente y no fu é po r po rcional a l a conc e 

tración do DNA ~ 

Siguiendo l a proposic ión de Surtan , añadimos: "á cido porclóri­

ca hasta una conc entroción de 0 . 2 N, luego añad imos 1 c.c. do l a sol u­

c i ón DE DNA a 2 c . c . de una solución al 2% de dif enilamina y 1.5% aci­

do sulfúrico'on'6c ~do acótico gloc ~ al, cpntenicndo 0.08 mgrjml de ace. " 

tald eh í do . La mezclo fué incubnda n 30ºC t oda l a: noche y 01 color azul 

obtonido f ué meüído' on un 0~poctof o tQm8 tr o (7)". Seg ún l os r es ultados· ' 

de Gil es y Mil es 
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(7), l a ad ición dd ác ido sulfúrico os innecos8 r io , y los r usul.tados ... 

mQ 'ores son obte nidos us a nd o dobl e l a porpo rc ión r ocomendada po r Bur--

t on , dc l a solución pru eba oe ONA a solución do r cactivo . También e-

llos r ocomi end an l ecturas do l o abso rción a 595 m y a 700 m ~/ con 

l a grófica de l a difercnci~ oe l os dos va l or as (595- 700) pr opo rcional 

a l a concentración dol ONA . 

Creft y Lubran (4) , r ocomiGnda n una concuntrnción de difenila-

mina al 2% y un tiempo de dosa rr oll o dc 48 horas. Ell os dic en t amb ién 

quo so consiguen mejores r osultados con l a a dición de aco t a ld ohído . 

Schnoid e r (12), también dic e que se consiguen los mo j a r es r es ultados -

en l a a us encia de aco t aldehído . Noso tros probamos l as tros modif ica-

ciones con va rios tiempos dc dus ::1 rrollo . Con cada pruoba l e ímos l e a~ 

so rción a 59 5 m ~ y 700 m ~ • La solución del ONA fué diluída nntos -

del tr2 ta~ i ento on c ada caso pa r a dotormina r si la conc en trcción dol -

ONA es proporcional Q l a abso r v::¡ ncia . 

~~SULTADO~: En l a figura 1 so ve l os r es ultados de l a modif i-

ca ción do Surton n 16, 36 Y 66 horas del dosarrollo del color , con gr~ 

fic as de l a s l ecturas a 595 m y l a diferencia do l as l octuras a 595 

m y 700 m • 

La figura 2, cnsoña l a modif i cac ión de Cr8ft y Lubran y l a fi -

gura 3 , el proceso de Mil es y Gil os on l as mi smos condicionas . La fi -

gura 4 es l a proporción de s olución pruoba dol ONA a solución ro~ ctiv o 

E'!SUOl EC,' ("ENTR' 
UNIVEP.::lICJAü e::: F.O:L :iALV' 
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pr opuosta por Mil es y Giles, pero sin ace t a ld ehído. 

Como se puedo obso rvor ún l QS gróficos , ul color es estable -

dospuós de 36 horas B t emperat ura ambiente . La diforoncio on 01 tiom-

po do dcsarrDllo , os probobl em8nto dob ido a l o del 2cotoldehído en 

nuostro l abora torio . Sogún Burton (2) , so consiguen mo j or es r es ulto--

dos solamente con a cetaldohído fresco . Los mó tod os do Burton (fig . 1) 

y do Craft y Lubran ( fig . 2) dan curvas bion r ecta s on l os concentra 

cionos usadas . La mc jor diforonciac i ón (la inclinac i ón de l o línea ) 

so consigue del mótodo de Burton . Do l e s dos línoas (obsor vanc ia o -

595 Y l a dif er c nc i a do abso rva ncia do 595 mil - obsorvancia a 

700 m'" dan casi l os mismos r esultados . Poro l a línoo do l a absor--

vancio do 595 posa mas ce r ca de cero obsorvoncia o cero concontración 

do DNA Y po r es t o r a zón osc og imos as t o procuso . 

RESUMEN DEL PROCESO DE NUESTRA DETER MINA CION DEL DNA 

Desp ués del tra tamicnto con NoOH I N, por espacio do 1 hora , -

acidificando l a solución hasta ácido perclórico 0 . 2 N. Diluímos la so-

lución o concentracio nes de 10%, 20%, 33% , 50%, 80%. Y 1 00% do -

l o conc ontrac i ón original, con un bla nco do 0%. Colocamos 3 mI . de 

cado una do dichos solucionos con 3 mI . de un o solución al 2% de 

difenil amina en ácido a cót i co gl ac i a l conteniondo 0 . 08 mgr/ml. de ace 
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tol dohído . Omi timos 01 1 . 5% do 6cido sulfúr ico r ocom8 ndodo po r 8urton , 

porq uo l a so lución es t a ba acidificada por l a adición del ác i do porcló­

rico a ntes . Inc ub amos l a müzc l a a t om pe r a tura omb i onte , po r ospo c io -

do 36 hor as y lu ego l oí mos 1 3 a bso r va ncia 8 595 m).l on e l ospectofot~ 

mo tro . 
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TRATArUE NTO PRELrrUNAR DEL TEJIDO 

2 .- b) TEORIA: 

Deb i do a l n prús encia corrient e dennucl oasa 

en l os t e jidos, os convoni en t o t oma r precausionos al t i omp o de ob t ener 

01 t o jido mues tra . Muchos i nvestigado r os os umon que es suficionto on-

frior l a mu es tra rapidament o . Hos ta ahora , os practico común 01 homo -

gonizar 01 t e jido brov emonto en hiel o , o amortiguar y subsoc uenteme~ 

te procipita r l as proto ínas y ác idos nucl e icos con ác i do frío , 01 cual 

es mas probabl o que ca usa r l o inactivoc ión do l a nucl essa y a l a voz -

des a l oja r l a groso intorf e r en t c .-

Ciortos a utores , han onfotizado l a neces i dad do enfriami ento -

duronte l o oscic ión de l os t e jidos an imal os . 

La des in tegración de l o muos tra t ej ido es un paso crítico en -

l a ob t enc i ón exacta de contenido es timad o de ác ido nucleico. Pa r a ha -

cers e e f ectivo debe purmitirse l o ob t ención de mu os tra uniformo y to~ 

biGn r omper 01 mate ria l suficiente pa r o f acilitar l o comploto uxtrac-

ción de ác idos nucl e icos a ntes estimado s .-

I 
En r es umon , se doberó hacer en mas cosos l o osc ición de toji--

dos lo m2S pronto pos ibl o , entonc es homogonizor en agua f r í o y final-

mente l o mu estra es homogonizodo .-



29 

PR AC TIC A: 

Primor amon t e l a muostro fu6 de s alojad , do su cont enido dc gra­

sa sup orficial, po r cortes hocho s con un ob j eto co n f ilo , onseguida -

la mu os tra se colocó on contac to con un a solución de s a l c omún 01 

0 .5% con 01 fín do mantono r ba ja I D temperatura , Luego homogonizamos 

l a muostra por modio do un osterizer, por o sopa ra r 01 material gras oso 

sup erfici al en r eserva , por l o que fué nec esario contrif ugar l a mues-­

t r a e Hab i endo obtenido una mues tra homogonizadc on alto porcentaje -

(99%), se procod ió 2 sepa r ar el motoria l gr asoso do su intorior , pa r a 

ésto se trató l a muostra con a lcohol do 90º hirviondo .-

Con el fin do l og rar u obt eno r e l t i emp o en que se dobe dG man 

t enor l a muostra en a lcohol hirvic ndo por o de t orminar moyoros contid~ 

dos de ácidos nucl e ico , va riamos l os tiempos on un r ango de 15 minutos 

o 2 hor as . Despuós de aplicc r Gstos t i ompos obtuvimos l os r as ultad os 

qua doscribir mos Q c ontinuac ión: 

RESULTADOS: Como yo humos di cho , va riamos l os tiempos de man­

ten imion t o de l o muest ra on alcohol hirviondo y a l a naliza r l os r es ul ­

t ados obtonidos , deducimos quo 01 ti um po óptimo dob e ró do so r de 60 -

minutos , Los r osultodos ob t onidos f ueron l os siguiontos: 

Al mantoner l a mu estr o on a lcohol hirvie ndo dura nte un t i empo -

do 1 5 minutos , se obtuvo una obso rvoncia do 0 . 30; ensog uidc se ma ntuvo 
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l n mu ost r a po r un ti empo de 30 minutos con unn dete r minac ión de 0 . 60; 

con un tiempo do 45 minutos obtuv i mos un2 Gs timociún du 0 . 74; nl em- ­

pl ca r un ti omp o ue 60 minut os ob tuvimos 01 tiompo óptimo , ya que s o de 

tu rminó el 0 . 81 . Al um pl ea r tiomp os mayores de 60 mi nutos s e uo t ormi­

nG r on po r c onto j os muno r es do 81%, t~ l os c omo : con 75 minutos , 69%; -

con 90 mi nu tos , 48%. 

Como pod amos observa r 01 t i empo ópt i mo es do 1 hor a , debido a 

s u máxima doto r minación de ONA . 

Ha y que hac or nota r qu o l o mu ostro y 01 olcohol pa r a hacorl os 

horvi r , s e montuvi er on on boño do mn río . 

La siguiGnt o gráfica nos dom uGs tro l o d icho anteriorm ent e: 
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EXTRACCI ON DE LIPIDOS EN LOS TEJ IDOS . 
------ -_ .- - - _. -__ " ---_o .. ____ ._~ _ . . __ 

JEO~: En l os métodos origin2l es de Schmidt- Thannhouse r y -

do Schneider, por anál i s i s dol ácido nuc1 8ico , l as cantidades do áci-

do nuclaico on el t e jido fuero~ finolmunta ob tonidas o chcqueouos por · 

fosfolípidos po r mudio do salvantes lípi dos y on consecuencia, l o in--

cl us ión de un poso de ox trocción do lípi dos ha venido a so r orig ina l -

en es timocio nes de ácido nucl oico yo soa que apa r ozco o no pn r o manto-

nar cualquier ventaj a ospeciol. Lo voriud od de sol ventos lípi dos usn -

dos por diforontos invostigadores es muy considaroblo, despu~s do l o -

pr ec ipitación con ácido frí o , una secuenc i o común ha sido el oxtr aer 

01 r os iduo de tojido con ctonol frí o 01 95% Y entonces he r vido en une 

mozcl o do 3:1 en etanol y étor . Al gunos a utoras hon sog uido és to por 

oxtracción con éter y ~lgunas vocos con e t onol-cl or ofo rmo ó metanol-é-

tor.-

En general, dos extracciones con me tanol (pa r e r emover l os l e-

citinos ) y dos con 3:1 etanol - clo r ofo rmo ( pare r emover l os cefalinas 

y eS fing omielinos) aliminor omos l os fosfolípidos dol t ej ido . Si éste 

pos o es seg uido po r un l ovcdo con 3:1 a t onal - éter, l uego con éter , un 

pulv erizado seco pucde ser obtenido pormiti endo que el éter se evopore 

o t Gmpor otura ambiento . 



Munro y Fleck, dicen quo as t e poso, r ofiriún uo s o nI tr8 t a - -

mionto s e solventes , qua no es sium pr e n ~cosG ri J y 8 vocos s o piordo -

DI\JA •. -

PRACTICA: Hicimos do t erminaciones do DI\JA ompl oD ndo on una -

t a po de l pr oc es o mozcl as dcl solv ent c , comu l os indicados e n lo t oo-

río . 

También hic i mos de t orminacionos do DNA , ompl ca nd o un pr oces o -

e n el c uol se suprim í a l o ot2pO de oxtrocci6n do l{pi dos con d ichos --

s ol ventes . Al anal izar los dotas obtonidos no dimo s cuento qu ~ l a s -

de t ermina cionos con el s egundo proceso fu ers n ma yo r os qu e l os detormi-

nacionos logradas con el primo r o . 

Con ósto comp r oba mos l o dicho por Munro y Fl ock quiones demos -

tra r on que l o extr eci6n do l{pidos no or o noc esario . 

RE ..J ULTA DOS~ ----- -~ 

Al omitir l o o xtrocci~ n do l{pidos c on l os s olv entes ant os men 

cionado s , hubo un a umonto dol 40%, e ~mo LS domostr a do on l o figura s i-

gu i ente : 
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TEORIA: 

Dopondi~ndo dol método es cog ido pGra 01 anál isis do ácidos nu-

cle i cos , t r es gru pos dG componen tos do t u jido de ba jo pes o mo l ocul a r 

puodon int erf erir on l as es tim2ciones fina l os~ 

a ) mucl eótidos libres y enzimas uo nucl oó tidos 

b) a zúca r os 

c) fosfato inorgánico y fósfo r o inorgánico, compu estos do boja 

p8S0 mo l oc ula r . 

Por ejempl o , una porción de hígado contione ap r oximadamonto -

\ 

8 mg r . do RNA por gramo de tcjido¡ as í fa l ta r omo ver los nucle6tidos 

adeninicos que pueden as í mismo causa r uno sob r oost imación de 110% 

del contonido e n el tejido . En tejidos ba j os de RNA (músc ul os ) , e l 

e r r or puede da r mayo r . Simila rm en t o a zúca r es libr os pu edo n interfo--

rir con l os colaros de l as reacc i onos poro ribosa y dosoxirribosa . -

Es un pol i gr o p ~ rticul ar para a nalistas est udi2nt os on tojidos do 

plantas , pero e n r es umon 01 uso común do homogoniza r 01 t o jido an imal 

en soluc iones do sucrosa , puedo gu i a r al gu nas voces o subs ecuentes di 

ficultcdcs en l o determ ina ción do RN A por el método de Orcicol poro 

ribosa a menos qu e l a s ucrosa S80 c uidouosamonte r emovida . Finalmonte 

l a r emoc i ón de compuestos do f osf uros do bojo peso mol ecular, os oso~ 

cia l para 01 ace rtado uso del método do Schmi dt - Thannha uso r, 01 prim~ 
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ro descrito on el cual l os ácidos nucl cicos s on ost imados por mudio -

dol cont onido ue fósf or os , ontancas el pr oceso or igina l no 8S muy usa 

do a hora muy o menudo, Gs t o tienc r esult ado do puco impo rtoncic . 

Los mútod os usados en l o r emoc ión de óstes s ustancias intorf e ­

r entes os pr ec ipita ción do ostos écidos nucl uicos , prote ína s y o tras 

molGculos l a rgos con ácid o frí o , usualm unt o TeA o ácido porclórico . 

PR_A_ClIC.A. Q~P.L.E hDA: 

Con r esp octo a l o ox trocción de molúculos pequeños tratando do 

mod ifica r 81 método de Schmidt- Thonnhousor , humos r omo vido todos esos 

c umpuestos de bo j a peso mol ocu12r con écido tricloroacético, va riondo 

yo soo su conc ontra ción o 01 núm e r o d8 r emoc i ones o extracciones logr~ 

das con dicho ácido . 

Lo t em pe r a tura bo j a lo cual S L ~fuct uo ron dichos r omoc i ones fuó 

dontro de un r a ngo mínimo de OºC o 2ºC . 

Con r especto o l os conc entraciones us a dos os t os fu e r on l os si-­

guientos: 5%; 7%; 10%; 12%; ohor o con r as pocto 01 número de l a vo- ­

dos, estos se va ria r on on un r a ngo de 1 l a vad o o 8 l a vados . 

DospuGS do estudior l os r cs ultados 11 ga mos o un acua rd o do que 

el porc entaje de ~cido o ocupa r dabío de se r de 10% y 12%, Y cn lo 

que conci e rne 01 númoro do r emociones , 6stos d .bíon dE so r en un núme-

r o do tr as o cuatro. 
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RESUL TWOS: 

eon respec t o u l a extracción d8 mo18culns pequoñas trotando de 

modificar 01 método dc Schmidt- Thannho us or, homos hucho dotorm inacio-

nes do ONA , yo sea variando l a conc ont r ación del TeA o 01 n~mero de -

l avndos hochos con dicho ácido . 

Al v2riar lo concentración dol ecido, so ob tuvioron l os s i ---

guiontos r os ultados: con TeA 5% l a obsorvoncia es do 0 . 68 ; pero con 

TeA 7%; se obtuvo un aumento dol 9% . Luogo rumovimos l es moléculos -

pequeños usando uno concontración dol ác i do do 10% y 12%, entonces 

hubo un a um ento dol 48%, os decir, que con r ospocto a l a determinación 

con TeA 5% ob tuvimos un aumonto del 57%. Al hoce r dote r minacionos con 

porc ontaj e do TeA mayoros do 10% y 12% hubo l a misma concontroción 

de ONA , l a cual nos vieno a comp r oba r l a domostración por Schmidt- Thu~ 

nh nus e r , de que un porcontaje do 10 y 12 , dobon dJ sor l os porcontojes 

óptimos . Se observan estos r esultados en l ~ figuro 

Hay que notar , que al ll eva r a coba l as remociones con l os di-

ferantes porcenta j os dc TCA , l os remocionos fu e ron hechas en un n ~moro 

do 3 , con un tiompo do du r ac ión de 15 minutos codo uno . 

Est e n~mero do 3 r omocionos , so dod uj o luego de he cor varios -

ens a yos con diforentos númoros d~ romociones . Con 1 romoción so obtu-

vo uno abs orv nnciu de 0 . 51; luogo r omo vimos dos vocos y la obsorvon--
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c i a dcte r minodo f uó de 0 . 78 . Con tres y cu~tro r emoc i ones hubo uno -

doto r mina ción do 1 . 25 con l o cu al noso tros dcd ucimos quo e r o el númoro 

do r emociones óptimas .-
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TEO flI A ~ Ln fun c i ón del hi dró, id o de sodio es en s í, s e pa r 8 r -

0mbas écidos nucloicos me di ente el mecanismo de diferencia en ros isten 

c i o a l 61col i. Es por el comp rotnm i onto diforente hoc i e el 61col i de 

l os es l ab onas 3,5 f os f od iós t or , entr o 1 03 nucloótid osod ycc entes en- -

t r e 01 RNA Y ONA . En el cnso del RNA Gxpuesto a l ¿lcoli enc iclico , -

tri~ster 8S f ormado con el grupo hidroxilo en el C2 de le rib oso y -

este oxpont6ncamente hidr olizo a da r dos o tres nucloótidos . En 01 cn 

so del ONA dualipentoso, no contiens 01 grupo hidroxilo en C
2 

y a 

cons ocuencia no puede form8 r l e eS8nciol 2,3 fosfodiéster l uego , on--

t onces es r cs istonto 2 lo digestión al celina . 

Aunque vorios ol col ís han s i do omplocdos en éste hidrólisis , -

s ol o el hidróxido de sod io y 01 hi dró xi do de pa t Qs i o hnn sido l os mes 

utilizado s . 

PRACTICA: 

Entr o l os pr ocodimiontos que hemns l l ovodo Q ce bo c on el fin -

do l ag r or 01 tiempo nec esa rio en el cua l s u debe monte nor l o muestr o -

en contacto con e l 61coli, humos du t c rmiíl o.do quo 01 tiem po do diges--

tión dober6 do ser de tr es hor cs y med i a y a uno t ompu r a tura simila r -

o l o del ambiente . 
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En 10 que conci urne 8 hidr ólis i s a l colíno , hicimos varios on-

s oyas con el fin do l ogra r el tiempo nec osa rio un el cual se debí a de 

mant ener l o mU8str a en con t 0cto con el álcoli, pa r 2 as í separar ambos . 

ncidos nucl oicos . 

ESTI MACION - SEPA R;,CION DE DNA: 
~ • • - - - - - • __ _ _ .. .. - Oo. _ _ _ "' ~ 

Dos pu6s do hocor l os ensa yos on t e d i chos , obtuv i mos l os ru--

s ultados siguiontos: 

DE TERM I NACION DE ONA POR ABSORV NC IA: . -~ ... -----.. .....- -_. ~ --

1 5 ....•..............••.•••• 0 . 53 

30 ••••..•.. . el ••••••• o • • ••••• 0 . 61 

45 ••••••• • •••. •• . • •• ~ ••••••• O. 70 

6 0 ••.•..••...••..••.••...••• 1. 2 5 

150 •.•••...•• ..• .•..•..•.. . •• 1. 2 8 

180 •.....•........ .. ........• 1.36 

210 ............... . ..... . ..... 1. 'tO 

Al aplicar un tiompo do 240 minutos (4 hor cs) , d i sminuyó el -

porc 0nto j e do OETERM INACION do ON A cons i do r ob l omonto , dobido al trota 

miento vigor oso .-
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La conclusión do ús to trubajo cons i stirá on onumer ar 01 a umon­

t o on c 2da etapa dol proceso y s ogún l os vorioc iones hechos, y l os c o~ 

dicionos óptimas oscog id ns pa r o 01 procoso finol on coda poso dol pro-

coso . 

Con r es pecto 01 proc oso de nues tro dot e rminoción del ONA homos 

concluído quo dobc r 6 se r el sigui~nte: 

DospuGS del tratomi onto con NaoH lN, por ospacio do 1 hora , 

a cidificamos 18 solución hos tq ácido porclóric o 0 . 2 N. Dil uí mos 18 -

solución 8 concontrociones de 10%, 20%, 33% , 50%, 80% Y 100% 

do l o concentrac i ón original, con un bl a nco do 0%. Colocamos 3 ml . -

do coda uno do dichos so l ucion8s con 3 ml. do una solución a l 2% do -

difanil om ina on ácido acético glacial cont oni end o 0 . 08 % mgr/ml . do 

ec otald ehí do . Incubomos l a mozcl a 8 t empor otura ambionto , po r os pocio 

do 36 hor es y luogo l e í mos l e obs orvancia a 595 m 

t ómotr o . 

en 01 ospoctofo-

En cuanto al aumento l og r ado e l hacer uno va riación de tiempo 

en el tratamionto inicial con al cohol do 90 º hir vi ondo fué de un pequ~ 

ño porc ontaje , per o en fín so l og ró el aumento que se os po r aba . El ro 

sul t odo fu é do qu o l o muostra deb í a do monteno r e n ol cohol de 90º hir ­

viendo por espacio de 1 hora . Hoy quo hac e r nota r , qua 01 olcohol -

so hac í a horvir por modio do baño maría .-
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Con r ospecto [) l a oxtrncción do moloculos poqueñas, hicimos va 

rios pro cos os varia ndo 12 conc ontra ción del o>( tractor, on és t e caso 

TCA, y t ambién voria ndo el núm e r o eJe r omucioncs . La conc ontroción dcü 

TCA fUG va riado on un r élngo do 5% o 1 5%: 5%, 7%, 10%, 12%, 

15%.-

Con TCA 5% el ONA oxtra ído dió un o a bs orvancio do 0 . 68 

Con TCA 7% el ONA e xtraído cl i ú un él obso rvoncia do 0 .7 7 

Cun TCA 10% 01 ONA e xtrél í do dió uno 2bso rv él ncio do 1 . 30 

Con TCA 12% 01 ONA oxt r él í do di ó une. obs orva nci3 do 1.30 

Con TCA 15% el ONA oxtra í do dió un é) a bso rvancia do 1 . 20 

Como podemos obs orv ar, con TCA 10% y TCA 12% , hubo uno mayor 

clo t orminoción; con TCA 1 5% una disminución dol 10% que fuó estimado -

dobido 01 tratamionto vigoroso a plicado . 

Es t e onsayo fuó ll ovado él c a bo o uno t emp c r a tura de OºC a 

29C . La s rem ociones fu or on llovada s , en un númer o de tras , por 

es pacio d 15 minutos codé) uno . 

Con r espocto 01 núm er o de r omociones , hicimos va rios ensayos 

ompl oand o en ósto ca so TeA 10% por osp acio de 15 minutos cado una do 

ol l as, él uno tempe r a tura do OºC o 2ºC . 

Con 1 romoción so dot c rminó una obs orvancia do 0 . 52 

Con 2 r emociones s e de t e rminó uno obso rva ncia do 0 . 78 
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Con 3 r cmocionos so uu t cr minó un o obsorvoncio do 1.25 

Con 4 r emociones s~ cc t c rminó uno obsorva ncic do 1 . 25 

Con 5 r em~ cionos so ot crminó uno obsorvonc i o do 0 . 64 

Con 6 r emoc i unes su dutcrminó uno obsurvoncio do 0 . 64 

Con 7 r omociunes se determiné un o obso rvencio do 0 . 64 

Con 5 , 6 , 7 , romoc i ones hubo una disminuc i ón on l o dJterm inoc ión, -

dob ido al tr2tomiGnt o vigoroso . 

Ll uvamos Q cobo un ons Dyo con el fi n do dotG rminor 01 tiempo 

necos ~ ri o en 01 cuol so dLbía de m~nt8nGr on 01 61coli por o dote rmi-

nar mayo r os cantidados do DNA . El 61coli cmplcado fuó NaOH ; IN . 

Los r osultados obten i dos fuor on l os s i gu i ontos : 

TIEMPO : (minut~l ABSORVA[~CIi, ü E L" SOL UC ION DE DNA 

1 5 ••... . .•• 00 • •••• ••••••••••• 0 . 53 

30 ••••.•.• • •••• o • •• ••• • o • • o • • O • 61 

60 ••..•..... . . o o • • <t • o o •• • • .:. •• 1 . 25 

150 • . ..•.. •. .. . o • •• •••• •• •••• , 1 . 28 

1 80 •.... . . ... ..... . . .. . . o • • • •• 1 . 35 

210 ..•.. •....... . ••... " •. . .••• 1 . 40 

240 •.•.•.•.... . . . . .. ...... . . o , 1 , 20 

Podamo s concluír que ~n un tiompo de 3 horas y media 
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(210 minutos ) pod emos de t e rminar mayoros cantidades de DNA .-

Do l os va rios exporimuntos , os cog i mos 12s condiciones óptimas 

en coda poso paro s e l ecc iona r un proceso fin ol.-

COMPARACION DEL PR OC ESO INICIAL CON EL PROCESO FIN~L: 
~~~=-=:'":::=:::::::~~ ---_._---- ._-
- ----- _.- •• _ _ _ _ o _____ ~ __ - __ • • 

TR ~T~M IE NTO PRELIM IN~R 

EXTRACCION DE MOLECUli,S 

PEUUEÑ:,S: 

EXTRgCCION DE LI PIDOS: 

HIDRO LISIS ALC\ LI NA" 

PROC . INICIhL PROC . FINAL 

30 minutos on al- 60 minutos en alcohol 

cohol hirviend o . hirv it...ndo . 

TCA 10% a 0ºC- 2º C TC A 10% a OºC- 2ºC 

3 vacos por 15 mi - 3 voc es por 15 mi-

nutos c Cl dn vc z. nutos cado voz . 

C1
3

CH - alcohol (1 :3 ) s u cmitió . 

Gtcr- a l cohol (1 ~ 3)o 

l a t om pur otura Clmb i 

ento ; 3 oxtr Cl ccionos 

con coda mezc l o , po r 

espac i o do 15 minutos 

CCldel uno . 

l hora on NaOH: I N 3 ,1/2 hor o on NaOh: 

In. 

Se observCl l o compar ación dol pro cos o in i cial y dcl proceso fl 

na l e n l o figuro . El procoso duso rroll ouo por mosotr os dó un aum ento -

dol 50% , mes dcl proc uso de Mun r o y Fl uck .-
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