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1 I. INTRODUCCION 

Con e1 descubr imi ento de Watson y Crick (32), en la década de 
loa 50's, de la estructura de doble hélice de la molécula de DNA, 
empezó una gran cadena de experimentos y de nuevos 
descubrimientos encaminados a elucidar los procesos moleculares 
involucrados en la transmisión y regulación de la información 
genética (44). 

El conocimiento de los principales mecanismos moleculares 
implicados en los eventos de transcripción, replicación y 
reparación del DNA, condujeron a su vez al aislamiento e 
identificación de varias enzimas tales como ligasas, po1imerasas, 
topoi sornerasas, etc. que part icipan en ta Ies procesos. 

Por otra parte, en el campo de la Microbiología, importantes 
avances habían logrado para f inal es de la década de los sesentas 
una mejor comprensión de los mecanismos de recombinación <10) y 
de propagación (17) de DNA foráneo en diversos microorganismos. 
Además se había logrado ya aislar, a partir de bacterias, enzimas 
de restricción y moléculas de DNA circulares de replicación 
autónoma llamadas plásmidos (32). Estos últimos adquirieron 
especial importancia pues se descubrió que portaban secuencias ó 
genes "- que conferían- — entre .. .otras- cosas, resistencia- a 
antibióticos. Todos estos logros dieron origen, en la década de 
los 70's, a la . creación de una serie de técnicas mediante las 
cuales se pudo unir ó recombinar, en el tubo de ensayo, moléculas 
de DNA de diferente origen. Así mismo, la incorporación de estas 
secuencias en plásmidos, y la introducción de estos a bacterias, 
permitió la propagación y amp1 ificación de genes individuales. 
Estas técnicas se conjuntaron y se transformaron en una nueva 
herramienta denominada Ingeniería Genética, Clonación molecular ó 
Tecnología del DNA recombinante (32). 

Actualmente, la Ingeniería Genética, constituye una de las 
herramientas biotecnológicas y de investigación experimental más 
poderosas. Con ella, es posible manipular los genes a fin de 
modi f icar ó transí ormar 1 a inf ormaci ón genética que regula ó 
codifica el desarrollo de los eventos fisiológicos más 
importantes en un organismo, que pueden ser usados para 
determinar la utilidad y el aprovechamiento de productos 
bio 1ógi eos,de origen tanto animal como vegetal. Así mismo, la 
Ingeniería Genética constituye una valiosa herramienta para el 
estudio de los mecanismos moleculares implicados en la regulación 
de la expresión genética, que aún no se han logrado esclarecer 
del todo. 



III. ANTECEDENTES 

La hormona de crecimiento (GH) de mamíferos es una proteína 
oon un peso molecular de alrededor de 22,000 Kilodaltones (Kd) 
s i ntet i zada en la hipófisis anterior. Es responsable del 
crecimiento lineal corporal y participa en la regulación de una 
variedad de procesos metabólicos, incluyendo el metabolismo del 
nitrógeno, 1ípidos f mine rales y carbohidratos. Ensayos i_n y i t r o 
con el tejido adiposo muestran que la GH está involucrada en la 
incorporación celular de glucosa y su conversión a bióxido de 
carbono, lípidos, liberación de glicerol y la Incorporación de 
aminoácidos en la síntesis protéica (19). 

Junto con GH, la prolactina (Prl) y el lactógeno placentarío 
(PL), constituyen una familia de hormonas po1 ipeptídi cas que 
están re 1acionadas funcional, inmunoquímica y estructuralmente. A 
pesar de sus similitudes, estas hormonas son sintetizadas de una 
manera tejido específica. GH y Prl son producidas en la hipófisis 
anterior, mientras que el lactógeno placentario es producido por 
el sincitiotrofob1 asto de la placenta. Las tres hormonas poseen 
actividad lactogénica, aunque la actividad promotora del 
crecimiento es un atributo casi exclusivo de las GH*s. La GH es 
requerida para el crecimiento postnatal y el mantenimiento de los 
procesos metabólicos, mencionados arriba. Prl está involucrada 
en la iniciación y mantenimiento del período de lactancia. Se 
piensa que PL puede proveer actividades parecidas a GH durante el 
desarrollo del feto, aunque no parece ser una hormona esencial 
(28). 

Las tres hormonas tienen un tamaño y una estructura protéica 
similares. Cada hormona tiene un residuo único de triptófano (GH 
y PL en el locus 85 y Prl en la posición 9i) y dos enlaces 
disulfuro. Las tres hormonas también contienen, dentro de sí, 
cuatro regiones de homología interna, las cuales se presentan en 
cada una de ellas. Basados en estas observaciones y en la 
secuencia de aminoácidos, Niall y cois. postularon en 1971 que 
las tres hormonas surgieron por duplicación de un gen ancestral 
común (28). 

El reciente desarrollo de la tecnología del DNA recorabinante, 
ha permitido la determinación de las estructuras tanto del gen 
como de la molécula de RNA mensajero (RNAm) de estas tres 
hormonas. El análisis de la estructura pr imar ia de estas 
proteínas y de las secuencias génicas que las codifican ha 
permitido una reconsideración de la hipótesis de Niall y cois, y 
también sugiere que el precursor de esta familia génica se formó 
por duplicación y divergencia de un gen ancestral más pequeño 
(2B>. 

La ingeniería genética ó tecnología del DNA recombinante, 
aparte de su gran utilidad como herramienta para el análisis de 
la estructura y evolución de los genes, también ha demostrado ser 
una poderosa herramienta para la obtención de proteínas de 



importancia biomédica. Esto se ha logrado a través de la 
síntesis y elonaci ón de los DNA complementarios (DNAc) a los RNAm 
y su incorporación posterior a bacterias Escher1 chía co1 i para 
que, por fermentación se produzcan cantidades prácticamente 
ilimitadas de la proteína en cuestión. Así se han logrado 
producir y comercializar varias proteínas de importancia 
biomédica, entre las que destacan la insulina y la hormona del 
crecimiento humana (26). 

La hormona de crecimiento bovina (bGH) madura, consta de 191 
aminoácidos, aunque es sintetizada como un precursor con una 
extensión de 26 residuos de aminoácidos en el extremo amino-
terminal. Esta extensión se conoce como péptido señal y es 
responsable de dirigir la molécula hacia el exterior de la 
célula. Sin embargo durante el proceso de secreción, al pasar la 
molécula a través de la membrana, se elimina el péptido señal 
siendo la proteína madura la que entra al torrente circulatorio 
para después e jercer su f une i 6n en los órganos blanco. 

Al igual que otras GH, el principal papel fisiológico de bGH 
es el de estimular el crecimiento corporal; además bGH posee una 
marcada actividad lactogénica (31). 

De gran importancia e interés resultan las - recientes 
observaciones efectuadas al administrar bGH al ganado bovino, que 
demuestran claramente que un incremento en el nivel de hormona 
del crecimiento en anima les productores de carne, aumenta la 
velocidad de crecimiento y la eficiencia de Ja conversión 
alimenticia. Además, en animales lecheros, la administración 
exógena de bGH incrementa también la producción de leche. Los 
efectos sobre la velocidad de crecimiento, de la bGH exógenamente 
administrada, han sido conocidos desde hace más de 50 años desde 
los estudios originales de Evans y Simpson (11) y Lee y Schaffer 
(20). Estos investigadores demostraron que extractos de 
glándulas pituitarias causan incrementos dramáticos en las 
velocidades de crecimiento de animales experimentales. Además, 
también se ha demostrado, primero por Machiin <21)y más tarde por 
Pee 1 y co1s (33) que la hormona del crecimiento incrementa la 
producción de leche en el ganado lechero desde el 15 % f en el 
período de lactación primario, hasta el 40 % en el período de 
lactación tardío, cuando se administra a vacas adultas. 
Interesantemente, la administración de hormona del crecimiento a 
éstos animales adultos, a través de todo el período de lactación, 
no mostró efectos adversos sobre el crecimiento óseo ó cua 1quier 
otro aspecto de la fisiología del animal (31). 

Por estas razones, la demanda de hormonas de crecimiento 
animal con posible aplicación en la industria pecuaria ha 
despertado gran interés en numerosos grupos de investigación y en 
compañías biotecno1ógicas privadas. Desde hace algunos años, 
estos grupos han invertido grandes recursos y esfuerzos 
encaminados a desarrollar y aplicar la ingeniería genética con el 
fin de obtener los genes que codifican para la síntesis de GHs en 
las principales especies de vertebrados de interés comercial. 



Como resultado de este esfuerzo ya se han logrado clonar los 
genes para las GHs de varias especies que incluyen! humano <26), 
rata (35), bovino (36), porcino (36), salmón (39 ), trucha (i) y 
pollo (41). 

Así, mediante el uso de ingeniería genética, se ha logrado 
obtener el DNAc de la bGH, el cual consiste de una molécula de 
apr ox imadamente 600 nucleótidos de longitud que codifica para el 
precursor de la hormona (fig. 1). Esta molécula de DNAc ha sido 
clonada en vectores de expresión y posteriormente introducidos a 
bacterias para que, por fermentación, estas produzcan hormona del 
crecimiento bovina recombinante (bGHr) (14). 

Estudios efectuados con bGHr, han demostrado que ésta posee 
las mismas propiedades biológicas que la forma nativa, obtenida 
de hipófisis bovinas por los métodos bioquímicos tradicionales 
í 14). 

La adm i n i s traci ón de bGHr a ganado bovino, demostró que al 
igual que con su forma natural, la forma recombinante conserva 
las propiedades fisiológicas de esta hormona, es decir estimula 
el crecimiento y la producción de leche (31). 

Sin embargo, todavía más Interesantes y posiblemente de mayor 
importancia en productividad animal son los sorprendentes 
resultados observados al administrar bGHr a peces (15). La 
administración exógena de bGHr a salmones juveniles del Pacífico 
(Qnchorhynchus k i sutch), resultó en un incremento considerable de 
la velocidad de crecimiento, acompañado por un aumento en el 
apetito y una más alta eficiencia en el aprovechamiento del 
alimento (15). Además, estudios comparativos en los que se 
utilizó bGH natural, meti1 - testosterona (esteroide anabólico) y 
la hormona tiroxina, mostraron que bGH induce el mayor incremento 
en la velocidad de crecimiento y que la respuesta a varias 
combinaciones hormona les es aditiva (15). Estas características 
de un crecimiento más rápido, así como una mejor eficiencia de 
conver si ón de alimentos a prote ína an i ma1, beneficiarían 
enormemente a la acuacultura. 

Basados en estos últimos resultados y tomando en cuenta que la 
cosecha piscícola mundial a partir de las reservas naturales ha 
alcanzado ya su máximo (aproximadamente 70 millones de toneladas 
métricas), y que además es necesario incrementar la producción de 
carne y leche, es necesario iniciar en nuestro país programas de 
investigación y desarrollo en productividad animal, que tengan 
como prioridad la aplicación de la ingeniería genética. Con este 
propósito, el presente trabajo constituye la primera fase de un 
proyecto a largo plazo cuyo principal objetivo es la producción 
de bGH recombinante, en cantidad y calidad suficientes para su 
explotación en la industria de producción de alimentos de origen 
anima 1. 
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f 1 g. 1 Estructura primaria del DNAc de bGH y la proteina 
codificada por dicha secuencia. Los codones correspondientes al 
péptido señalador aparecen con numeración negativa, se muestra la 
secuencia ó señal de po1 iadeni1aci6n subrayada. Los codones que 
llevan la información para la hormonas madura aparecen con 
numeración positiva. Tomado de Seeburg y cois., 1983 (22). 



Nuestro esfuerzo en el presente estudio se abocó principalmente a 
obtener las secuenclas estructurales del gen de la hormona de 
Qrecimientp bovina, por metodologías de•DNA recombinante. 

IV. OBJETIVOS 

Tomando en cuenta la importancia que tiene para ia industria 
productora de alimentos del país la producción de 
bGH fecombinante en cantidad y calidad suficiente, es de 
esperarse que su utilización contribuya a resolver el problema de 
suministro de proteínas de origen animal para el consumo humano. 
Por ello, nos propusimos implementar y desarrollar la tecnología 
para la obtención del DNAc al RNAm que codifica para la bGH, como 
primer paso para que en un proyecto a largo plazo, esta secuencia 
pueda ser posteriormente expresada en Escherichia co1 i y mediante 
fermentación obtener una fuente virtualmente inagotable de bGH 
biosintética ó recombinante. 

Los objetivos que nos p1 anteamos para a I canzar estas metas f ue ron 
los siguientes: 

1) Obtener los RNAm's de hipófisis bovinas para ser utilizados en 
la construcción de un banco de DNA complementarios. 

\ 
2) Aislar a partir de éste banco el DNAc de bGH. 

3) Construir un mapa de restricción del inserto de DNAc del 
plásroido portador de secuencias para bGH. 

» 



V. HIPOTESIS DE TRABAJO 

bGH posee, ai igual que el lactógeno placentería humano ¿hPLí 
j ? actividad lactcgéníca. Esta observación no o 
determinar si é s t a s l m l l i t u d d e runcianes raf aiabí u m 
a u M E ^ a o i ó n de secuencias, que fuera el resuit do t 

- - - - L í r i t r ^ r ? - — - - - — 
correspondientes tíeí ^ p ^ i bGH ( v e r ^ i g ^ i ) ^ P o ^ ^ D ^ t - n t c 
n " t t a o s n u e s t r f l « « b a j o en ía siguiente h i p ó t e s i 

bGH, p r „ e n ¿ en u ^ ^ ^ ¿ ^ S ' ^ ^ 



MI » MATERIALES Y METODOS 

A» Origen de los reactivos. 
Las ensiroas de restricción y otras par-a modificar ácidos 

nucleicos fueron obtenidas de varias casas comerciales taigmaj 
Be tries da Research Laboratories,. New England Biolabs, Amarsham, ) 
usándose de acuerdo a las indicaciones de las mismas» 

Los reactivos empleados en ia elaboración de buffers, 
soluciones y medios de cultivo, también fueron obtenidas wí& 
distintas casas comerciales como son; Si gma, Merck, Aldrich y 
Casa Rocas. 

B. Material Biológico 
Procesamos 88 cabezas de ganado bovino que obtuvimos del 

Rastro Municipal de la ciudad de Monterrey, N.L. Las hipófisis 
se recuperaron de animales recién sacrificados, las cuales fueron 
inmediatamente congeladas en bióxido de carbono sóiido y 
almacenadas en nitrógeno liquido hasta su uso. 

Se utilizó Escherichia co1 i cepa RR 1 para la propagación de 
plásmidos y construcción del banco de DMAc. Tanto los píásmidos 
ípBR322, phPLSiS) como las cepas bacterianas provienen de la 
colección de la Unidad de Laboratorios de Ingeniería y Expresión 
Genéticas (ULIEG). También se recibieron donativos de otros 
laboratorios del pa is y del extranjero 



C. Métodos 

Aislamiento de RNA total celular de Hipófisis bovinas por el 
método de fenol-sarcosll-Proteinasa K 

El método que utlizamos es una modificación a la técnica descrita 
por: Frazier y cois, en 1983 C13) 

Soluciones y Materiales.- Para eliminar las RNAasas, todo el 
material que lo permitió se sometió a lavado con NaOH i N por 5 
rain. Posteriormente se enjuagó exhaustivamente con agua 
bidestilada y se esterilizó en el autoclave a 15 Ibs/pul5 por 15 
min, ó si era material de vidrio, entonces se horneó a 250°C por 
4 h. 

Las soluciones en los incisos a hasta d fueron tratadas con 
dieti 1pirocarbonato (DEP) al 0.1% por al menos 12 hrs a 37 °C y 
luego esterilizadas en el autoclave. El DEP no se usó para tratar 
soluciones conteniendo Tris, ya que es a 11ámente inestable en su 
presencia y se descompone rápidamente en etanol y bióxido de 
carbono. 

a).- Solución I. (Sarkosil al 0.5%. NaCl 75 mM, EDTA 25 mM., Tris 
10 mM pH 8.O). Se preparó un litro con agua bidestilada y 
tratada con DEP se le ajustó el pH a 8.0 con NaOH. 
Posteriormente se esterilizó en autoclave a 15 lb/pulg2 

por 15 min. 

b).- 50 mi de NaCl 5M. - se disolvieron 14.25 g de NaCl en 50 mi 
de agua estéril, se trató con DEP y se esterilizó en 
autoclave. 

c).- i000 mi de agua bidestilada 

d),- 200 mi de acetato de sodio 4.5 M pH 6.0 (se usó ácido 
acético glacial concentrado para ajustar el pH) 

e),- Solución Sevage: Se preparó mezclando cloroformo y alcohol 
isoamílico en una proporción de 24:1, respectivamente. 

i),- Destilación de fenol: El fenol que había sido previamente 
fundido en baño María a 60°C ( p.f.= 55"C) fué redestilado 
"en un aparato para destilación con enfriador sin serpentín y 
sin circulación de agua. Se comenzó a colectar el fenol 
cuando la temperatura alcanzó los 180®C . Posteriormente se 
cubrió el frasco conteniendo el fenol redestilado con 
a 1umini o y se al macenó a -20 "C hasta su uso. Antes de usarlo 
se fundió en bafío María a 60°C. 

g}2 - Solución lis (fenol saturado con sol u.ci ón I). Se mezclaron 
dos volúmenes de fenol con un volumen de solución I, se 
agitó vigorosamente y se dejó reposar en la obscuridad hasta 
la separación de fases (usualmente toda la noche). Se 



descartó la fase acuosa y se le ajustó a la fase del fenol 
el pH a 8.0 con NaOH 10 N. Se cubrió con aluminio para 
prptegep de la lus. y se utilizó de inmediato ó se almacenó 
a 4®C hasta una semana. 

hi.- Proteinasa K. Se prepararon al ¿cuotas de 500 jil a una 
concentración de 10 mg/ mi en agua bidestilada tratada con 
DEP. 

Proced imi entaí 

Tado el proceso se llevó a cabo a 0°C; a menos que se 
especifique otra temperatura. 

1).- El tejido fué colocado sobre hielo seco inmediatamente 
después de sacarse del Nitrógeno líquido. Se pesaron 
alicuotas de 5 g para ser procesadas tan rápido como fué 
posible para evitar cualquier descongelamiento. 

2)i- Se homogen i zaron 5 g de te 1 ido en 8S mi de Solución I y 112 
mi de Solución II en una licuadora. Se mezcló a alta 
velocidad durante 2 mi ñutos, encendiendo y apagando cada 20 
s para permitir que los trozos que quedaban en la superficie 
bajaran y fueran alcanzados por las aspas. 

3).- El homogenizado se vació en botellas corex de 150 mi» se 
centrifugó a 5000 r.p.m, durante 10 min usando un rotor JA-
10 de una centrífuga J2-21 de Beckman. A menos que se 
especifique otra cosa, en los siguientes procesos de 
centrifugación se utilizó el mismo tipo de rotor y la misma 
centr ifuga. 

¿í),~ Al terminar la centrifugación se recuperó la fase acuosa 
uti1 izando una jeringa de 20 mi de vidrio y se vació en un 
frasco de 500 mí y al que se la había agregado 1 mi de la 
solución de proteinasa K. Se incubó la fase acuosa con la 
proteinasa K a 37°C por 45 min. 

5).- Enseguida se añadieron 50 mi de Solución II y se agitó 
vigorosamente por 5 min, luego se añadieron 50 mi de Sevage 
y se repitió la agitación por otros 5 min, se vació la 
mezcla en botellas de centrifuga corex de 150 mi y se 
centrifugó a 5000 r.p.m. durante 20 min. Este paso se 
repitió una ves más. 

6).- Se colectó la fase acuosa como en el paso 5 y se añadió un 
volumen de Sevage, se agitó vigorosamente durante 5 min, 
luego se centrifugó en botellas corex de 150 mi a 5000 
r.p.m. durante 20 min. 

7)j- Se colectó la fase acuosa y se colocó en una botella corex 
de 150 mi, enseguida se añadió NaCl a una concentradón 
final de 0.2 M. y Etanol al 95% ( que se hallaba a -20°C 
antes de usarse). La mezcla se incubó toda la noche a -20°C 



S).- Se centrifugó a 5000 r.p.m. per £0 min, se descartó el 
etanol y se permitió escurrir las pastilla a 4°C con el tubo 
en posición invertida. 

G), - La pastilla se disolvió en 7 mi de agua-DEP y se transfirió 
a un tubo corex de 30 mi, enseguida se añadieron 2 volúmenes 
de Acetato de Sodio 4.5 M, pH 6.0 y la mezcla se mantuvo a-
20*C por un mínimo de 4 h. 

iQ),- La mesóla se centrifugó a 10,000 r.p.m. usando un rotor HB-
4 de ángulo fijo en una centrífuga IEC y se descartó el 
sobrenadante. 

1 i >. - Se repitieron los pasos 9 y 10 dos veces más. 

12).- La pastilla final se lavó con etanol al 70% helado y se 
secó a 4®C con el tubo en posición invertida. 

13).- Finalmente, la pastilla se disolvió en 5 mi de H»Q-DEP y se 
tomó una pequeña alícuota para efectuar lecturas en el 
espectofotómetro a 230, 260 y 280 nm, posteriormente se 
añadieron! NaCl a una concentración final de 0.3 M y dos 
volúmenes de etanol absoluto. La me2cl-a se guardó a -20®C 
hasta su uso. 

Electroforésls en gel de Agar-osa-Urea-Acido 

Se utilizó el método descrito en su forma original por Rosen y 

cois, en 1975 (34) 

Soluciones y Reactivos: 

a).- Agua tratada con DEP 
b).- Urea 10 M. Se pesaron 60 g de urea y se disolvieron en 100 

mi de agua-DEP. 

c).- Buffer* de Citrato de Sodio 0.25 M, pH 3.5. Se pesaron 49 g 
de ácido cítrico y se disolvieron en 900 mi de agua estéril; 
se añadieron 10 g de NaüH para ajustar el pH a 3. 5 y se 
aforó a 1 1 . Se trató con DEP al 0.i % a 37® C por 12 h y 
se esterilizó a 15 lb/pul 2/15 min. 

d).- Buffer de Citrato de Sodio 0.025 M, pH 3.5. 100 mi de 
buffer citratos 0.25 M se aforaron a i 1., con agua-DEP y se 
volvió a esterilizar en el autoclave. 

* Buffer = Amortiguador ó solución tampon 



e).- Agarosa al 1.5 % (ver Inciso 1 del procedimiento) 

f).- Buffer Tris-HCl 50 mM, pH 7.6.- 25 mi de tris-HCJ 1 M, pH 
8.0 se disolvieron en 400 ral de agua-DEP, enseguida se le 
ajustó el pH a 7.5 con HCl concentrado luego sé aforó a 500 
mi y se esterilizó en el autoclave 

g > • - Solución de Bromuro de Etidio a 10 mg/ml. 

Procedimiento: 

1).- Preparación del gel de agarosa 1.5% : 
Se pesaron 1.5 g de agarosa, y se añadieron a 60 m! de Urea 
10 M y 30 mi de H¡0-DEP. La mezcla se calentó en baño María 
hasta disolver la agarosa . Se dejó enfriar hasta 
aproximadamente 60®C y luego se añadieron 10 mi de buffer de 
citratos Ó.25 M, pH 3.5 . Posteriormente se vació en el 
molde para el gel (preferentemente en placa vertical) y se 
mantuvo a 4°C por varias horas para que se solidificara. 

2).- P r e p a r a d ón de la muestra: 
10 del RNA (1 jig/jil) 
10 pl "de H 2 0-DEP 
30 >il de Urea 10 M 
1 jil de Azul de bromofenol al 0.5% 

3).- Electroforesis: 
Las muestras se aplicaron en las casillas del gel y éste se 
sometió a e1ectroforésis a 80 volts por 3 a 4 h a 
temperatura ambiente. Al término de la e1actrofores is, el 
gel se colocó en una so 1ución de 200 mi de buffer Tris-HCl 
50 mM pH 7.6 conteniendo 1 jig/ml de bromuro de etidio 
durante 20 a 30 minutos. Después se destiñó el gel durante 5 
minutos en agua y se analizó bajo la luz ultravioleta. 

Criterios para establecer cantidad, pureza e integridad del RNA 
extraído 

Para determinar la concentración del RNA se tomó en cuenta que 
una absorbanc i a de 1.0 a 260 nm equivale a 40 ¿ig/ml de RNA por lo 
que se multiplica la absorbancia obtenida por 40 y por el factor 
de dilución? por ejemplo: Si tenemos una solucion de RNA que 
originalmente tenía un volumen de 10 1 y se diluyó en 1 mi de 
agua bidestil ada para dar un vo 1 umen final de 1010 jtl a los que 
se les midió la absorbancia y dió una lectura de 0.277 se obtiene 
primero el factor de dilución dividiendo el volumen final entre 
el volumen inicial o sea 1010/10 lo que da un factor de 101. 
Ahora si multiplicamos 40 x 0.277 x 101 nos. da una concentración 
de 1,119 mg de RNA/ml. 

Para determinar la pureza del RNA, generalmente se obtiene la 



razón de la absorbancia a 260 nm UV entre la absorbancia a 280 nm 
UV. Una razón de 1.8 ó mayor indica que la preparación es 
aceptab1 emente pura. 

Para establecer la integridad de las moléculas de RNA obtenidas, 
se visualiza el ge 1 de agarosa, en el que se sometieron a 
e1ectrotores is las preparaciones y el cual fué teñido con bromuro 
de etidio. Debe observarse una relación en el patrón de 
fluorescencia de 2íi entre las bandas 28 y 18 S (respectivamente) 
de los RNA ribosomales. Aunque éstos son sintetizados en 
cantidades equimo1ecu1 ares en la célula ya que son derivados a 
partir de un precursor común, el RNAr 28 S es aproximadamente dos 
veces mayor en longitud que el RNAr 18 S por lo que atrapa dos 
veces más la cantidad de bromuro de etidio y por ello presentará 
una fluorescencia de mayor intensidad. 

E1ectroforés1s de RNA en condiciones desnaturalizantes con 
G1ioxa1 

Utilizamos una modificación a la técnica descrita por Me. Master 
en 1979 (27) 

Reactivos y Soluciones 

a).- Agua.DEP 

b).- Glioxal 6 M. Se preparó una solución al 40 % (6 M), debido a 
que se oxida fácilmente al aire, la solución de glioxal fué 
desionizada pasándola a través de una columna de resina 
(Bio-Rad AG 501-X8) hasta que el pH fué neutro, luego se 
dispuso en alícuotas y se almacenaron a -20® C. 

c).- Dimeti1sulfóxido (DMS0) 

d ) .- Agarosa al 1 . 2 * 

e).- Buffer de NaH sP0 4. 0.1 M y 10 mM. Se disolvieron 10.7 g en el 
mínimo volumen de agua, se ajustó el pH a 7.0 con ácido 
fosfórico, se aforó a 1 1 y se esterilizó en autoclave 

f ) ,- NaOH 50 mM 

g).- Azul de Bromofenol al 0.25 % 

P r e p a r a d ó n de la muéstra: 

1.- Se ajustó la concentración de RNA a aproximadamente 2 ug/}il 
de RNA poli A+ y 15 fig de RNA total de placenta humana 

2.- Las muestras se trataron con glioxal - mediante la siguiente 
mezcla de reacción : 



RNA 
Agua bidesti 1ada-DEP 
Buffer de NaH 2P0 4 0.1 M 
DM SO 
Glioxal 

10.00 Mi 
3.7B Mi 
-5.00 ¡i\ 

25.00 ¡il 
6.25 

50.00 jil 

3.- La mezcla se incubó a 50°C durante 1 h. 

4i - Se agregaron 12.5 jil de .jugo azul 5x y se sometieron a 
electroforesis 2 jig d e RNA poli A* por carril ó 10 ng por 
carri1 de RNA total. 

Preparación del gel 

1.- Se preparó un gel vertical de agarosa al 1.2% con buffer de 
fosfatos 10 mM, se dej.ó solidificar a temperatura ambiente 

2.- Se mantuvo el gel vertical en la cámara de electroforesis y 
se acopló un sistema de recirculación del buffer (buffer 
fosfatos 10 mM ) 

3.- Se aplicó la corriente eléctrica (60 volts) y una vez que el 
azul de bromofenol entró al gel se encendió el sistema de 
recirculación. 

4.- Se permitió que el azul de bromofenol migrara 
aproximadamente un 60 % de la longitud total del gel. 

5.- El gel se colocó en una solución de NaOH 50 mM durante 15 
minutos 

Transferencia del RNA a.pape 1 filtro de Ni troce IuI osa 

Utilizamos una modificación a la técnica descrita por Thomas en 
1980 (42). 

Soluciones y Reactivos: 

a).- Solución salina de citratos SSC 20x. Se disolvieron 175 .3 g 
de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 mi de agua . Se 
ajustó el pH a 7.0 con NaOH 10 N. Se aforó a l 1., y se 
esterilizó en autoclave (15 1b/pul 2/15 min). 

b ). - Agua tridestilada y esterilizada a 15 lb/pul2/15 min.. 

Procedimiento: 

1. - Se hizo un puente sumergiendo en SSC 20x ambos extremos de 



un papel Whatman 3 MM colocado sobre un rectángulo de vidrio 
ó lucita en la parte superior (ver fig.abajo) de un 
recipiente que contiene el SSC 20x. 

Toallas absorbentes 

Papel filtro Whatman 

Papel filtro "Z-bind" 

•Gel 

SSC 20x 

Se colocó el gel sobre papel Whatman 3 MM 

Sobre el gel se colocó una membrana de nylon nZ-bind M previa 
y brevemente humedecida en agua tridesti1ada 'estéri 1 y en 
SSC 20x durante 5 mi ñutos. 

Se colocarón dos tiras de pape 1 filtro 
papel filtro nZ-bind M, que habían 
humedecidas con SSC 20x 

Uhatman sobre el 
sido previamente 

Se cortaron cuidadosamente todos los extremos ó excesos de 
papel y se eliminaron todas las burbujas entre cada filtro 
que se adicionó y el gel 

Se cortó un trozo del gel, así como de los filtros, en la 
parte superior izquierda; lo que sirvió como referencia de 
la posición de la primera muestra. 

Después se adicionaron aproximadamente 100 servilletas ó 
toallas absorbentes. 

Enseguida se colocaron 0.5 Kg de peso distribuido 
homogéneamente. 

La transferencia se llevó a cabo durante 20 h a temperatura 
ambiente. Se hicieron dos cambios de toallas absorbentes 
humedecidas, por toallas secas. 

Al término del tiempo, se retiró la mambrana *Z-bind M ya con 
las muestras transf er idas y se colocó entre 2 tiras de papel 
Whatman 3 MM. 

Posteriormente, el filtro se dejó secar a temperatura 
ambiente. 



Hibrldlzaclón tipo "Northern" 

Uti 1 izamos una mod i f i caci ón a la técnica de sc-r i ta por Thomas en 
1980 (42). 

So 1uciones i 

aíi - Solución de prehibridización: Se mezcló en agua estéril lo 
si gui ente: SSC 5x, solución Denhardt (Fi co11 0.02 %, 
polivini1pirrolidona 0.02% y ESA 0.02%) lOx, NaH2PO* 0.05 M, 
pH 6.7, dextrán sulfato al 5%, formaraida al 20%, agua 
estéri 1. 

b).- Solución de hibridización: SSC 5x, Denhardt lx, NaH 2P0 4 0.02 
M, pH 6.7, dextrán sulfato al 10%, formamida al 20%, DNAc de 
hPL marcado radiactivamente con s 2 P (2 x 104 cpm). 

c).- Solución SSC 2x + SDS 0.1%. Se disolvieron 100 mi de SSC 20x 
y 10 mi de SOS al 10 % en 800 mi de agua-DEP y luego se 
aforó a 1 1 . De la misma manera se prepararon las 
siguientes soluciones: 

d).- SSC lx + SDS 0.1% 

e).- SSC O.Sx + SDS 0.1% 

f).- SDS 0.2% + SDS 0.1% 

Procedimiento: 

1.- El filtro de la transferencia se sumergió en agua 
bidestilada durante 10 min a temperatura ambiente. 

2.- Se transfirió a una bolsa de plástico conteniendo la 
solución de prehibridización hasta cubrir el filtro, se 
eliminaron las burbujas y posteriormente se selló la bolsa 
cuidadosamente. Se incubó a temperatura ambiente con 
agitación lenta po-r 4 h. 

3.- Se eliminó la solución de prehibridización de la bolsa y se 
reemplazó por la solución de hibridización. 

4.- Se selló la bolsa y se incubó a temperatura ambiente toda la 
noche con agitación suave. 

5.- Se eliminó la solución de hibridización y el filtro se 
sometió a tres lavados con una solución que contenía 
diferentes concentradones de SSC (2x, lx, O.Sx y 0.2x) y 
SDS al 0«1%> cada lavado se llevó a cabo a temperatura 
ambiente, con agitación suave durante 15 min. 

6.- Finalmente, el filtro se dejaró secar al aire y se expuso a 
una película para rayos X, en un cartucho que fué almacenado 
a 70 *C por 20 h. 



Hibridizaclón en cota seca ("Do t B1ot n ) 

Utilizamos la técnica descrita por Maniatis y cois, en ÍQS2 (24) 

Soluciones y Reactivos: 

a).- Solución de prehibridización: Se preparó en agua estéril SSC 
5x, solución Denhardt lOx, NaH sP0 4 O.05 M, pH 6.7, dextrán 
sulfato al 5%, formamida al 20%, agua bidestilada estéril. 

b).- Solución de hibridización: Se preparó en agua lo siguiente 
SSC 5x, solución Denhardt lOx, NaH2 P04 0.05 M, pH 6.7, 
dextrám sulfato al 5%, formamida al 20%, DNAc de hPL marcado 
radiactivamente con 3 2 P (iO4 cpm). 

c).- NaOH 0.2 N. 4.0 g de NaOH se disolvieron en 500 mi de agua-
DEP 

d).- Tris 0.5 M, pH 7.5 Se disolvieron 30.25 g de Trizma base en 
400 mi de agua bidestilada , se ajus tó-e1 pH a 7.5 con HC1 
concentrado y se aforó a 500 mi con agua bidestilada 

e).- Agua bidestilada estéril 

Proced i mi ento: 

A los E¡NA de los plésmidos recomb inantes de las clonas deí primer 
tamizaje se les hizo un ensayo de hibridización utili zando e1 
DNAc de hPL marcado radiactivamente con n P de la siguiente 
manera: 

1.- Se aplicaron 2 jil de DNA de los plásmidos sobre una tira 
rectangular de papel filtro "Z-bind" sobre un cuadriculado 
0.5 cm 2; se dejaron secar las muestras a temperatura 
ambiente sobre una fuente 1uminosa (para ayudar a secar 
rápidamente). 

- El filtro conteniendo las muestras se colocó sobre una tira 
de papel Whatman 3 MM empapado con una solución de NaOH 0.2 
N durante 5 minutos. 

3,- El filtro se transí i r i ó a una tira de papel Whatman 3 MM 
enrpapado con una solución de Tris 0.5 M pH 7.5 durante 5 
mi ñutos. 

4,- El filtro se transfirió finalmente, durante 5 minutos,a una 
tira de papel Whatman 3 MM con agua esterilizada durante 5 
minutos . 

5,- Se permitió secar al aire libre. 



S, - El filtro se colocó en una bolsa de plástico y se le 
adicionó la solución de prehibridización. Se selló la bolsa 
evitando dejar burbujas de aire y se incubó a temperatura 
ambiente con agitación suave por 4 h. 

7» ~ Se desechó la solución de prehibridización y en su lugar se 
añadió solución de hibrid ización, se selló nuevamente la 
bolsa evitando de jar burbujas. Se incubó a temperatura 
ambiente con agitación suave por 20 h. 

B. - Se desechó la solución de hibri dización y el filtro se 
transfirió a una charola conteniendo SSC 2x donde se lavó 
muy brevemente. 

9.- Inmediatamente, se transfirió el filtro a una solucion 
conten iendo SSC i x y SDS 0.1%. Se lavó suavemente durante 15 
min. Se hicieron dos lavados más. 

10.- Finalmente el filtro se dejó secar al aire y se expuso a una 
peíícula para rayos X a -70"C por al menos 18 h. 

Hibridización de colonias in situ 

Se siguió el procedimiento descrito por Hanahan y Meseison en 
1980 (18). 

Soluciones y Reactivos: 

a).- Medio Luria-Bertani (LB): Se preparó disolviendo en agua lo 
siguiente: Bactotriptona 1%, Extracto de levadura 0.5%, NaCL 
1%, se ajustó el pH a 7.5 con NaOH 10 N y se esterilizó en 
autoclave a 15 lb/pul 2/15 min cuando la temperatura bajó a 
50° C se le añadió 15 jig/ml de tetraciclina ó 500 jig/ml de 
c1oranf eni co1. 

b).- Medio LB-Agar. Se preparó de igual manera que el medio LB 
pero a éste además se le añadió agar al 1.5 %. Se 
esterilizó en el autoclave a 15 1b/pul 2/15 min y cuando la 
temperatura bajó a 50° C se le añadió 15 ¿ig/ml de 
tetraciclina ó 500 ¿íg/ml de c 1 oranfenico 1. 

c). - Glicerol 80%. 80 mi de glicerol se mezclaron con 10 mi de 
agua bidestilada, se agitó bien y se esterilizó en el 
autoclave 

Soluciones para el lisado de bacterias: 

d).- NaOH 0.5 M . se disolvieron 10 g de NaOH en 500 mi de agua 

e). - Tris 1 M, pH 8.0 . 60.5 g de trizma base se disolvieron en 
400 mi de agua bidestilada, se ajustó el pH a 8.0 con HC1 
concentrado y se aforó a 500 mi con agua bidestilada 



f).- Tris 1 M, pH 6.O + NaCl 1.5 M . 60.5 gr de trizma base se 
disolvieron en 150 mi de agua y se le ajustó el pH a 8.0 con 
HC1 concentrado, luego se le añadieron 312.5 mi de NaCl 2 M 
y se aforó a 500 m1 con agua bidestilada. 

g).- Solución de lavados Se praparó en agua bidestilada estéril 
Tris-HCl 50 mM, pH 8, NaCl 1M, y EDTA i mm 

frií" ifilwpión de prehibridisacióni consta de SSC 6x, Solución 
Denhardt 5x, SDS al 0.2% y EDTA 1 mM, pH 8 

n . _ Solución de hibridizacióni consistió de lo siguiente SSC 6x, 
Denhardt 5x, SDS al 0.2%, EDTA 0.1 mM, pH 6 y DNAc de hPL 
marcado radiactivamente con 3 2 P (2 x 10* cpm/ filtro ) 

Antes de llevar a cabo la hibrid ización in s i tu se hizo lo 
si guiente; 

A1 macenamiento del banco de DNAc 

Cada una de las colonias bacterianas obtenidas de la 
transformación con los plátsmidos portadores de las moléculas de 
DNAc, se inocularon en viales conteniendo ca1 do LB comp1ementado 
con tetraciclina a 15 pg/ml debidamente etiquetados y numerados. 
El proceso fué el siguiente: 

i.- Utilizando palillos de madera estériles, se levantaron 
cuidadosamente una por una las colonias bacterianas de las 
cajas de Petri y se inocularon en los tubos con caldo LB-
tetraciclina. 

2.- Todos los tubos ya inoculados se incubaron a 37°C por 12 h 
con agitación continua. 

3.- A cada vial se le añadieron, posteriormente, 2 volúmenes de 
glicerol estéril al 80%, se mezcló bien y se almacenaron a-
20°C 

Hibridización de colonias in s i tu 

Procedimiento: 

a> > Hepl 1caclón 

i* - Se recortaron filtros de Ni troce 1u1 osa para placas de Petri 
de aproximadamente 100 mm de diámetro, los filtros se 
sumergieron en agua, cuando estuvieron bien empapados se 
colocaron entre dos trozos de papel Whatman 3 MM y se 
envolvieron en aluminio. Posteriormente fueron 
esterilizados en autoclave a 15 Ib/puI */10 min. 

2.- Los filtros de ni troce 1ulosa se colocaron sobre placas de 



Pe tr i conteniendo medio LB-Agar-Tetracíclina (15 pg/ml) que 
habían sido preparadas un día antes. 

- Cada una de las clonas se transfirieron al papel filtro de 
ni troce 1u1 osa sobre el medio LB-Agar guardando una distancia 
de aproximadamente i cm entre ellas para evitar mezclas de 
co1onias. 

á,- Las colonias se dejaron crecer a 37°C hasta que alcanzaron 
un tamaño de 2.0 mm de diámetro aproximadamente 

b). Ampi i f i cacl6n 

lj ~ Los filtros conteniendo las colonias bacteri anas, f ueron 
transferidas a placas LB-Agar conteniendo cloranfenicol (500 
pg/rol) y se incubaron a 37°C por 24 h. 

2.- Posteriormente los filtros fueron colocados sobre una hoja 
de papel Whatman 3 MM empapada con NaOH 0.5 N donde 
permanecieron durante 20 min. 

2.- Se colocaron los filtros sobre papel Whatman 3 MM seco 
durante 5 min. y se volvieron a repetir los pasos 2 y 3 una 
vez más . 

4»- Los filtros ya secos se pasaron ahora a una hoja de papel 
Whatman 3 MM empapada con Tris 1 M, pH 8.0 y se dejaron 
reposar durante 20 min. Luego se dejaron secar al aire por 
5 a 10 min. Este paso se repitió una vez más. 

5.- Posteriormente los filtros se colocaron sobre una tira de 
papel Whatman 3 MM empapado con Tris 1 M, pH 8.0 y NaCl 1.5 
M, luego se dejaron secar al aire libre. 

6.- Los filtros ya secos se hornearon al vacío a 80"C durante 2 
h. 

c). Hibrldl2sci ón 

1.- Los filtros se lavaron con la solución de lavado por 2 hrs. 
a 38°C en una charola (50 mi/filtro). 

£.- Posteriormente cada uno de los filtros fueron colocados en 
bolsas de plástico contení endo la so 1uci ón de 
prehibridización e incubados a 38 4C por 4 h con agitación 
suave. 

Los filtros se introdujeron a una bolsa de plástico y se 
les añadió la solución de hibridización , se incubaron a 
38®C por 12 h con agitación suave. 



4.- Posteriormente se desechó la solución de hibridización y a 
los filtros se Ies hicieron tres lavados sucesivos de 2 h 
cada uno con SSC 6x y SDS 0.1% a 38 °C con agitación suave. 

5.- Finalmente se les hizo un lavado a los filtros con SSC 6x. 

6.- Se dejaron secar a temperatura ambiente y posteriormente se 
expusieron a una película para rayos X y se almacenaron a-
70 aC por 12 h. 

Mini preparadones de plásmidos 

Se empleó la técnica descrita por Birnboim y Doly (5), con 
algunas modificaciones introducidas por el Dr. Hugo A. Barrera. 

Soluciones.* 

a).- Solución I (solución de Lisozima), se mezclaron Lisozima 
2mg/m1, glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8.0. Se 
preparó inmediatamente antes de usarse y se almacenó a ®0 C. 

b).- Solución II (solución a IcaI ina-SDS). NaOH 0.2 N, SDS 1 
para 1 mi se mezcló lo siguiente: 100 p 1 de agua 
bidesti 1 ada, 100 de S D S al 10 % y 20 pl de NaOH 10 N en 
780 ¿U de agua. Se almacenó a temperatura ambiente donde es 
estable hasta por una semana. 

c).- Solución III (solución de alta concentración de sales) 
acetato de potasio 3 M, acetato de sodio 2 M. Se prepararon 
100 mi disolviendo 29.4 g de acetato de potasio y 11.3 mi de 
•ácido acético glacial en 50 mi de agua bidestilada y 
finalmente se aforó a 100 mi 

d).- Solución IV. acetato de Sodio 0.1 M y Tris-HCl 50 mM, pH 
8.0 . 1.3 g de acetato de sodip se disolvieron en 50 mi de 
agua bidestilada, después se añadieron 5 mi de Tris-HCl 1 M, 
pH 8.0 y se aforó a 100 mi. 

e).- Solución de RNAasa RNAasa libre de DNAasa . se disolvió 
RNAasa pancreática (RNAasa A) a una concentración de 10 
mg/ml en Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 y NaCl 15 mM. Se calentó a 
ebullición en baño María durante 15 min y se dejó enfriar 
lentamente a temperatura ambiente . Se distribuyó en 
alícuotas y se almacenó a -20° C. 



f).- Fenol saturado. El fenol se saturó varias veces con un 
volumen igual de buffer de Tris-HCl 0.1 M, pH 8.0 y 
0-mercaptoetaño 1, hasta que el pH de la fase acuosa fuá 
>7.5. La solución del fenol equilibrado con buffer se 
almacenó a 4* C por períodos de hasta un mes. 

g).-Solución Sevage cloroformo-alcohol isoamílico, 24:1. 

h).- Alcohol etílico al 70% y absoluto 

i).- Buffer de Tris-EDTA (TE= Tris-HCl 10 mM, pH 8.0, EDTA i mM>. 
2 mi de EDTA y 10 mi de Tris-HCl 1 M se disolvieron a 1 1 de 
agua y se esterilizó en autoclave. 

j).- Medio LB conteniendo 15 jig/ml de tetraciclina 

Procedimiento: 

1.- Cada una de las clonas de interés se crecieron en 4 mi de 
medio LB conteniendo tetracicl ina (15 jig/ml ) durante 18 hrs 
a 37® C con agitación continua. 

2.- Se transfirieron 3 mi de cultivo de cada clona a un tubo de 
microcentrífuga de 1.5 mi mediante dos centrifugaciones 
sucesivas (un min en cada una) en una microcentrífuga. Se 
decantó el sobrenadante conservando la pastilla. El resto de 
cada cultivo se almacenó a -20° C, después de la adición de 
glicerol a una concentración final de 40%. 

3.- Congelamos las pastillas por 30 min a -20" C 
Posteriormente se descongelaron a temperatura ambiente, y se 
colocaron en hielo. 

4.- Cada pastilla bacteriana se resuspendió en 100 j¿1 de 
solución I y se incubó a 0* C por 30 min. 

5.- Se añadieron 200 jil de solución 11 al tubo, se agitó 
suavemente y se incubó a 0 ° C por 5 min. 

6.- Después se añadieron 150 j¿1 de solución III, se mezcló el 
conten i do suavemente por inversión duran te unos segundos y 
luego se incubó a 0" C por 1 h. 

7.- El tubo conteniendo la mezcla se centrifugó por 5 min. y 400 
jil del sobrenadante se transfirieron a otro tubo. 



S. - Al sobrenedante se le añadieron 200 jil de fenol (saturado 
con Tris-HCl O.1 M, pH 8.0) se agitó en vortex, 
añadieron 200 pl de 
centrifugó durante un 
colectaron de 380 a 
super ior). 

luego se le, 
Sevage , se volvió a agitar, se 

minuto en la microcentrífuga y se 
400 jil de la fase acuosa (capa 

3. 

1 0 . -

i í i -

A éste, se le añadió i mi de etanol absoluto y 
precipitar durante "7. rain a temperatura ambiente. 

se dejó 

St- colectó el pr-eei pi tado mediante centrifugación por 2 min 
y se descartó e1 sobrenadante. 

La pastilla se disolvió en 100 pl de solución IV y se volvió 
a precipitar con 2 volúmenes de etanol y se volvió a 
deseartar el sobrenadante 

12.- La pastilla se lavó bien con 
temperatura ambiente. 

mi de etanol al 70 % a 

13.- Finalmente la pastilla se disolvió en 48 jil de TE y 2 jil de 
la solución de RNAasa. Se incubó a 37* C por 30 min . 

Preparación de plásmidos a gran escala 

El método que utilizamos es una modificación a ia técnica 
descrita por Maniatis y cois, en 1980 (24) 

Reactivos y Soluciones: 

a).- Tris-HC1 1 M. 12.1 g de trizma base se disolvieron en 50 mi 
de agua bidestilada , se ajustó el pH al valor deseado con 
HC1 concentrado» 

b).- EDTA 0.5 M, pH 8.0 . 
de agua bidestilada , 
se aforó a 100 mi. 

se disolvieron 18.6 g de EDTA en 50 mi 
se ajustó el pH a 8.0 con NaOH 10 N y 

c) .- NaCl 5 M 
se aforó 
esterilizó en autoclave 

29.22 g de NaCl se disolvieron en 70 mi de agua y 
a 100 mi, se distribuyó en alícuotas y se 

d) .- Acetato de Sodio (NaOAc) 0.3 M, pH 5.2 . se disolvieron 
4.08 g de acetato de sodio trihidratado en 50 mi de agua 
destilada , se le ajustó el pH a 5.2 con áteido acético 
glacial y se aforó a 1 1. Se esterilizó en autoclave. 

e).- SDS al 10 %. 10 g de SDS se disolvieron en 100 ral de agua 
bidestilada la solución se calentó a 65® C para facilitar su 
disoluci ón. 



f i.- Bromuro de Etidio (10 mg/ml). se añadió 1 g de bromuro de 
etidio a 100 mi de agua bidestilada. La solución se agitó 
por varias horas hasta que el colorante se disolvió. 

g).- Buffer TE (ver inciso i pág. 25) 

h).- Solución Salina M9 lOx. 
Se disolvieron en el siguiente orden 
Para 1 1 : 

NaHsP0« 70 g. 
KHsPCU 30 g. 
NaCl 5 g. 
NH 4C1 10 g. 

Se mezclaron perfectamente en 800 mi de agua destilada y se aforó 
a 1( 1. Se esterilizó en autoclave. 

i).- CaC 1 a 0.01 M. l.ii g de C a C U se disolvieron en 800 mi de 
agua bidestilada, se aforó a 1 I, luego se dispuso en 
alícuotas y se esterilizó en autoclave. 

j).- MgS04 0.i M , se disolvieron 21.65 g de MgS04 7H*0 en 800 mi 
de agua bidestilada y se aforó a i 1. Se esterilizó en 
autoc1 ave 

k).- Glucosa al 20 %. 20 g de glucosa se disolvieron en 80 mi de 
agua destilada caliente y se aforó a 100 mi. Se esterilizó 
por filtración ó en autoclave y se almacenó a 4° C. 

1).- Casaminoácidos al 20 %. 25 g de casaminoácidos se 
disolvieron en 150 mi de agua destilada, se esterilizó en 
autoclave y se almacenó a C. 

m)»- Vitamina Bi (tiamina) 2 mg/ml, 0.2 g de tiamina se 
disolvieron en 100 ral de agua bidestilada, se esterilizó por 
filtración y se almacenó a 4" C. 

n).- Medio de cultivo M9. Se preparó como sigue: 
Para i 1 de cultivo 

840 mi de agua bidestilada 
100 mi de solución salina M9 lOx 

Se esterilizó en autoclave y se agregaron después las siguientes 
so 1uc i ones*: 

10.0 mi de CaCl2 0.01 M 
10.0 mi de MgS04 0.1 M 
20.0 mi de glucosa al 20 % 
20.0 mi de casaminoácidos al 20 % 
0.2 ral de tiamina (2mg/ml) 

* cada una de éstas soluciones se esterilizaron por separado. 

o),- Solución de sacarosa al 25 %. 25 g de sacarosa se 
disolvieron en 100 mi de Tris-HCl 50 mM, pH 8.0. Se 
esterilizó por filtración y se almacenó a 4 C C. 

p) . - Solución de lisozima (2 mg/ml), se preparó fresca de la 



siguiente manerai Se disolvieron 2 mg de lisozlma por mi de 
la solución de sacarosa al 25 % en Tris-HCl 50 mM, pH S.O 

Procedimiento! 

a). Crecimiento de bacterias 

1.- Se inocularon 20 ral de medio LB (con tetraciclina a 15 
Mg/m1) con una sola colonia bacter i ana por tando el p1ásm i do 
recombinante y se dejó crecer toda las noche con agitación 
continua (200 rpm) a 37• C. 

Si- Se transfirieron los 20 mi de cultivo a un litro de medio M9 
(con tetraciclina) en un matraz de 2 litros. 

3» - Se tomaron 5 mi del medio inoculado para usarse como blanco 
ajustando a cero de absorbancia en el espectrofotómetro 

4.- El medio inoculado se agitó a 230 rpm a 37* C y se registró 
la absorbancia a 600 nm a una, 1.5 y 2 h. hasta que el 
cultivo alcanzó una densidad óptica entre 0.3 y 0.4. 

5. - - Cuando e 1 cu 1 t i vo; a-i canzó- - la absorbancia- de 0.3 se le 
agregaron 250 mg de cioranfenico 1 y se continuó la agitación 
a 37° C por 12 h. 

De aquí en adelante, se mantuvo todo en hielo y no se excedieron 
¡os tiempos especificados 

6.- Se realizaron centrifugaciones sucesivas del medio de 
cultivo en una centrífuga refrigerada DAMGN 1EC B-20A a 
7 í50üxg (en un rotor IEC No. 372 de ángulo fijo) durante 10 
min a 4® C, de esta forma se colectaron las bacterias en 
forma de pastilla. 

7.- El sobrenadante se descartó por decantación, tratando de 
eliminarlo completamente usando Aína pipeta Pasteur. 

B.- La pastilla se congeló a -20° C durante 30 min. 

b.) Preparación de un lisado claro (a partir de un litro de 
cu 111vo) . 

i«- Se descongeló la pastilla a temperatura ambiente y luego se 
colocó nuevamente sobre hielo. 

2.- A dicha pastilla, se le añadieron S.25 mi de la solución de 
sacarosa al 25% y se resuspendieron perfectamente las 
células usando una pipeta de 10 mi. 

3.- Enseguida se añadieron 1.5 mi de solución de lisozima 2 
mg/m1 a la suspensión. Se agitó continua y suavemente en un 
baño con hielo por 5 rain. 



á,- Se añadí eron 1.£5 mi de EDTA 0.5 M . y se agitó en un baño 
con hielo por 2 min. 

5. - Posteriormente se añadieron 10 mi de solución de tritón X-
100 a la suspensión, mientras se estaba agitando y sin dejar 
de hacerlo. Se mezcló perfectamente en un baño con hielo 
durante 15 min, (la suspensión se tornó de lechosa a 
t rans1úc i da). 

6.- El iisado celular, se centrifugó en una ultracentrifuga 
Beckman L5-50E por 30 min a 30,000 rpra (94,000 xg) en 
botellas de po1 i carbonato de 30 mi en un rotor 60 Ti. 

7. - Se descartó el sobrenadante cuidadosamente, evitando 
transferir el DNA cromosómlco (porción gelatinosa de la 
pastilla). Se dejó algo de líquido cerca de la pastilla, 
para reduci r la contaminación con el DNA de Escher i chi a 
coli . 

G} Aislamiento del plásmido 

1.- Al lisado se le agregó buffer- TE lx el vo1umen_sufici ente 
para completar 20 mi, en caso de ser necesario. 

2.- Se añadieron 0.95 g de CsCl/ml de lisado (19 g/20 mi). Se 
disolvió el CsCl con agitación suave. 

3.- Enseguida se añadió 1 mi de solución de bromuro de etidio en 
buffer TE y la mezcla se transfirió a un tubo de 
polipropileno de sellado rápido al calor "Quick-seal" para 
rotor vertical VTi 50 (Beckman). Los tubos se llenaron 
completamente y se sellaron por calor. Se utilizó aceite 
mineral para el llenado total. 

4.- Se centrifugó por 12 h. a 25" C en un rotor VTi 50, en una 
ultracentrífuga Beckman L5-50E a 48,000 rpm (230,000 xg). 

5.- Al término de la centrifugación se observaron los tubos con 
una lámpara de luz ultravioleta de onda larga a fin de 
detectar las bandas de DNA tanto del plásmido como del 
cromosómico. Se colectó el DNA del plásmido (banda 
inferior), con una jeringa de 5 mi. portando una aguja 
ancha. 

6.- La solución extraída se colocó en un tubo graduado de 15 mi 
(cubierto con papel aluminio). Se eliminó el bromuro de 
etidio de la' solución de DNA mediante extracción con 1 
volumen de alcohol isoamílico, agitando muy bien y 
repitiendo las extracciones hasta eliminar el bromuro de 
etidio de la solución. 

7. - A la solución se le hizo diálisis por 2 h contra 2 1 de TE, 



enseguida se le hizo un tratamiento con RNAasa (20 pg/ml) a 
37° C por 30 min y un tratamiento con Proteinasa K (100 
jig/ml) en presencia de SDS al 0-2 % por 1 h a 37" C. 
Enseguida, se le hizo una extracción con 1/2 volúmen de 
fenol y 1/2 volumen de Sevage, agitando bien durante 1 min, 
después de la adición de cada volumen. Posteriormente se 
centrifugó por 5 min en una centrífuga clínica y se colectó 
la fase acuosa (superior) en otro tubo. Enseguida, se le 
hizo una extracción con 1 volumen de Sevage durante 1 min, 
se volvió a centrifugar y la fase acuosa se colectó en otro 
tubo, descartando la fase orgánica. 

Q.- A la fase acuosa se le añadió NaCl a una concentración final 
de 0.2 M y se precipitó en frío añadiendo 2.5 volúmenes de 
etaño 1 al 100% (2 h a -20° C). Se colectó el DNA 
precipitado mediante centrifugación a 8000 g durante 1 h (en 
un rotor IEC No. 870 de ángulo fijo equivale a 10,000 rpm ) 
en una centrífuga refrigerada DAMON IEC B-20A. 

9.- La pastilla se resuspendió en 0.4 mi de acetato de sodio 0.3 
M pH 5 y se transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1.5 
mi. Enseguida se añadió 1 mi de etanol absolutol para 
precipitar el DNA como en el paso anterior. 

10.- Se colectó el DNA por centrifugación durante 5 min en la 
microcentrífuga. Se descartó el sobrenadante y se lavó la 
pastilla con etanol al 70 %. Se volvió a centrifugar unos 
segundos, se descartó e1 sobrenadante y se eliminaron 1 as 
trazas de alcohol por desecación mediante centrifugación al 
vacío por 2 min en el evaporador centrífugo al vacio, 
SAVANT. 

11.- El DNA se resuspendió en 0.5 mi de buffer TE . 

12.- Se determinó la concentración del DNA mediante la 
absorbancia a 260 nm (1 D. 0.2 * o = 50 jjg/ml). 

Digestiones del DNA con enzimas de restricción 

En general se siguieron las instrucciones descritas por Maniatis 
y cois, en 1982 (24) 

Soluciones y Reactivos: 

a).- Al realizar digestiones se tomó en cuenta que cada enzima de 
restricción tiene una . serie de condiciones de reacción 
óptima. Las principales variables son la temperatura de 
incubación y la composición del buffer, aunque las 
condiciones de temperatura son bastante estrictas, la 
composición del buffer pueden variar en algunas enzimas así, 
algunas pueden funcionar en distintos buffers. La principal 
diferencia en estos es la fuerza iónica ó concentración de 



gales por lo que se pueden llevar a cabo reacciones de 
digestión simultánea con dos enzimas en el buffer de a 1guna 
de eilas siempre y cuando la otra pueda funcionar a las 
mismas condiciones . En general utilizamos, de acuerdo con 
cada enzima, alguno de los siguientes bufferss 

Buffer NaCl Tris-HCl ípH7.5) MgCla Ditiotreitol 
bajo 0 10 mM 10 mM 1 mM 

medio 50 mM 10 mM 10 mM 1 mM 

alto 100 mM 50 mM 10 mM 1 mM 

b).- Agua ultrapurificada estéril 

q>»- Se utilizaron las siguientes enzimas de restricción: Eco RI. 
Hae II, Hae III, Hinf I, Pvu II, Sma I, Rsa I, Pst I y'A i u 
1. 

d)*- Euííer tipo III ( azul de bromofenol al 0.25 xilene 
cianol al 0.25 glicerol al 30 % y EDTA 60 mM), se utilizó 
para detener las reacciones enzinsát i cas. Además también se 
utiliza como colorante de referencia durante ias 
electroíoresis en gel de agarosa ó poliacrilamida. 

Procedimiento: 

Al realizar digestiones se hizo lo siguiente: 

1).- No se excedió de un quinto el volumen de la enzima en 
relación con el volümen de la reacción, ya que las enzimas 
vienen en un 50 56 de glicerol para conservarse, 

£)i- Se utilizó de i a 2 unidades* de enzima por pg de DNA. 
durante períodos de 1 a 2 h ó bien menor cantidad de enzima 
por períodos mayores de tiempo. 

3).- Al realizar las mezclas de reacción se procedió a colocar-
los reactivos en el siguiente orden: 

a). agua 
b). buffer 
c). DNA 
c). enzima (debe mantenerse siempre en frío) 

4).- Al finalizar el tiempo se detuvo la reacción añadiéndole 
buffer tipo III 6x a una concentración final lx. 

5),- Cuando se necesitó digerir varias muestras de DNA con la 
misma enzima, se colocaron los DNA 1s primero en cada uno de 
los tubos, luego se agregó una mezcla, hecha inmediatamente 
antes de usarse, de : agua, buffer y enzima. 



# 1 unidad = digiere i \ig de DNA en i h a 37° C. 

Electroforesis en geies de agarosa 6 poliacrllamida 

Utilizamos los métodos descritos por Cab Barrera en 1Q86 (Q > 

Soluciones y Reactivos: 

E1ectrofores is en gel de agarosa 

a)»- Buffer Tris-acetato <TAE) 50x iTris-acetato 2.0 M y EDTA 0.1 
M), 242 g de trizma base, 57.1 mi de ácido acético glacial y 
i00 mi de EDTA 0.5 M se disolvieron en 600 mi de agua 
b i dest i 1ada y se aforó a 1 1. Se esterilizó en autoclave. 

b),~ Solución TAE lx. Se mezclaron 20 mi de TAE 50x con 980 mi de 
agua destilada. Solución que fué empleada para preparar los 
geles de agarosa, así como también para buffer de 
co r r i m i ento. 

c),- Gel de agarosa. se utilizaron varias concentraciones (1, 1.5 
y 2 para- un gel de agarosa- 1 se disG-lv-ier-OB-, i g de 
agarosa en 100 mi de buffer TAE lx, se calentó la solución 
hasta que ésta empezó a ebullir. Una vez que la solución se 
enfrió a "45® C se vació en la placa destinada para preparar 
el gel y se esperó unos minutos para que el gel 
so 1 i d i f i cara. 

E1ectrofores is en gel de po1 iacri 1ami da 

d).- Buffer Tris-boratos (TBE) lOx (Tris- boratos 0.89 M, ácido 
bórico 0.89 M y EDTA 0.02 M). 108 g de trizma base 55 g de 
ácido bórico y 40 mi de EDTA 0.5 M, pH 8.0 se disolvieron en 
800 mi de agua destilada se aforó a 1 1 y se esterilisó en 
autoclave» La solución TBE lOx se utilizó para preparar el 
buffer, para el corrimiento de la electroforesis se utilizó 
a 1 x. 

e).- Acrilamida al 30 %-bisacrilaroida al 0.8 %. Se disolvieron 
60 g de acrilamida y 1.6 g de bisacri 1 amida en 100 mi de 
agua destilada y se aforó a 200 mi. 

f).- Persulfato de amonio al 12.5 %. Se disolvieron 0.12S g de 
per-sulfato de amonio en 1 mi de agua destilada. Se mezcló 
perfectamente. 

g >. - Gel de poliacrilamida. se utilizaron geles de 5 y 6 96 para 
un gel de po1iacti 1ami da al 6 % se mezcló lo siguiente; 



Agua 23.075 mi 
TAE SOx 0.600 mi 
Acri lamida 30 %-bisacri 1ami da 0.8% 6.0 mi 
Per su 1f ato de amonio 12.5 % 0.022 mi 
TEMED 0.100 mí 

30.00 mi 

Procedimiento: 

1).- Se preparó el gel de agarosa 6 po1 iacri 1ami da de acuerdo 
como se describió más arriba, a la concentración adecuada de 
acuerdo aI tamaño del DNA ó fragmento que se quería separar. 

2).- Una vez solidificado el gel, se adaptó a la cámara de 
electroforesis ya fuera horizontal (de agarosa) ó vertical 
(de po1 iacr i 1am ida). 

3). - Se agregó el buffer a la cámara hasta que cubrió el gel en 
el caso del gel horizontal ó bien hasta que cubrió la parte 
superior en el caso del gel vertíca1. 

4).- Enseguida se colocaron las muestras de DNA (utilizando una 
.jeringa Hamilton de 50 >il). Las muestras se colocaron hacia 
el lado del gel que se encontraba en ai cátodo ya que el Ê NÁ 
está cargado negativamente y por lo tanto migrará hacia el 
ánodo. 

5).- Se conectó la cámara de electroforesis a la fuente de poder 
y se sometió a electroforesis el gel, primeramente a 35 
volts hasta que las muestras salieron de las casillas que 
las contenían y entraron completamente a el gel. 
Posteriormente se aumento la corriente de 80 a 100 volts. 

6).- El colorante de referencia sirvió para seguir la migración 
de las muestras, permitiéndonos parar el corrimiento de las 
muestras cuando se deseaba. 

7).- Una vez terminado el corrimiento, se sometió el gel a 
tinición en una solución de bromuro de etidio (2 }ig/ml) 
durante 15 min. 

8).- Se lavó el gel con agua de la llave y se observó colocándolo 
sobre un transi 1uminador de luz ultravioleta. 

El volumen de estos reactivos puede variar según el volümen 
final que desee preparar, y esto de acuerdo a el tamaño de la 
placa que contendrá a el gel ó bien el grosor de los separadores 
que utilice para montar la placa. 



Vil. RESULTADOS 

1. Extracción de RNA total de hipófisis bovinas. 

Procesamos 68 cabezas de ganado bovino que obtuvimos del 
Rastro Municipal de la ciudad de Monterrey N.L. de las cuales 
obtuvimos 72 g. de hipófisis bovinas. 

El presente trabajo, requirió solamente 30 g. de tejido 
hipor isiario, cantidad que procesamos en alícuotas de 5 g., 
efectuando seis extracciones de RNA de acuerdo al método de 
feno1-sarkosi 1-Proteinasa K (15) tal y como se describe en la 
sección de materiales y métodos. 

Una vez que se llevó a cabo la homogenización del tejido y la 
obtención de los ácidos nucléicos totales (DNA y RNA), la 
separación del RNA la hicimos por precipitaciones selectivas en 
frío con Acetato de Sodio 3 M. (fig. 2). Obtuvimos un total de 33 
mg de RNA total. 

En cada una de las seis extracciones, efectuadas obtuvimos 
índices de pureza aceptables cuyos valores oscilaron dsde 1.6 
hasta 1.85 (Un buen índice de pureza se considera a un valor de 
1 . 8 ) . -

Los RNA's que extrajimos no presentan signos de degradación, y 
de este RNA total obtenido, el Dr. Hugo A. Barrera separó 
mediante columnas de cromatografía de afinidad de celulosa oligo-
dT los RNA mensajeros,1ogrando recuperar como RNAm poli A*, 
después de dos ciclos de cromatografía, aproximadamente 300 jig. 

Al someter a eIectrofores is alícuotas del RNA total, así como 
de la fracción poli A* de éste, el perfil de ambos RNA's reflejó 
una buena integridad observándose además en el carril de los RNAm 
poli A* un par de bandas que osci1an entre los 700 y 900 
nucleótidos y que muy probablemente corresponden a los RNAm de 
prolactina y hormona de crecimiento bovina, siendo estos los 
mensajeros más abundantes en este teji_do (fig. 3). 

2. El DNAc de hPL hibridiza con el RNAm de bGH. 

Al hacer la comparación de las secuencias ya conocidas del 
DNAc de hPL (31) y las recientemente publicadas para bGH (22), 
encontramos que había similitud entre ambas secuencias, 
encontrándose entre el fragmento Hae III de 550 pb del DNAc de 
hPL y su porción correspondiente en el DNAc de bGH, una simi1itud 
equivalente al 73% (fig 4). El resultado de este análisis nos 
alentó a utilizar el DNAc de hPL para detectar por 
hi br i di-zaci ones moleculares la presencia de secuencias 
nucleotídicas para bGH. Basados en esta similitud, determinamos 
las condiciones a las que ambas secuencias- podrían hibridízar e 
hicimos los siguientes experimentos: 

Preparamos 8 ug de RNAm po4 i A* para su análisis por 



ANALISIS ELECTRüFORETICO DE MUESTRAS OBTEN 
DE OBTENCION DEL RNA 

IDAS DURANTE EL PROCESO 

< 

Fig 2 E1ectrofores is en gel de agarosa-urea-ácido al 1.556. Se 
muestra la obtención del RNA total. Primero se obtuvieron los 
écidos nucleicos totales (DNA y RNA) donde es más visible el DNA 
dada su mayor abundancia. Los siguientes carriles de derecha a 
izquierda, muestran la eliminación de DNA por tres 
precipitaciones sucesivas con Acetato de Sodio 3 M pH6.0, lo cual 
se puede apreciar por la disminución de la fluorescencia en la 
región por encima de la banda correspondiente al RNA ribosomal 28 
S. El gel fué teñido con bromuro de etidio (5 jig/ml) y 
visualizado por iluminación con luz ultravioleta. A la derecha 
se indica la posición de las especies de RNA más abundantes, 
señaladas de acuerdo a su coeficiente de sedimentación (S). 



ANALISIS ELECTROFORET1CO DE LOS RNA's DE HIPOFISIS BOVINAS EN 
GELES DE AGAROSA-UREA-ACI DO 

fig. 3 Comparación entre el RNA total aislado de hipófisis 
bovinas y su fracción correspondiente a RNAm poli A* obtenido por 
cromatografía de afinidad en una columna de celulosa oligo (dT). 
Se puede observar la buena integridad del RNA total y además en 

el carril del RNAm se aprecian un par de bandas enriquecidas (en 
el rango de 700 a 900 nt) correspondiendo muy pr obab i emente a los 
RNAm de prolactina y bGH que son los más abundantes en el tejido 
hipofisiari o. El gel fué de agarosa al 1.5 teñido con bromuro 
de etidio (5 pg/ml) y visualizado al ser iluminado con luz 
ultravioleta. 



ANALISIS COMPARATIVO ENTRE SECUENCIAS GEN I CAS PARA LAS HORMONAS 
BOVINA Y LACTOGEN1CA PLACENTARIA HUMANA 

CTGCTGACACCTTCAAAGAGTTTGAGCGCACCTACATCCCGGAGGGACAGAGATACTCCATC CA 
-GAT A-C-G —AGAA T AA AC -AG—T—GT—CTG — 

GAACACCCAGGTTGCCTTCTGCTTCTCTGAAACCATCCCGGCCCCCACGGGCAAGAATGAGGCCCAGCAG 
TG—T ACCT A — C T - T — T A-A T-CAA—T-G-G—AA-G—A 

AAATCAGACTTGGAGCTGCTTCGCATCTCACTGCTCCTCATCCAGTCGTGGCTTGGGCCCCTGCAGTTCC 
CA-TC-A C C G G G-A G G 

TCAGCAGAGTCTTCACCAACAGCTTGGTGTTTGGCACCTCGGACCG TGTCTATGAGAAGCTGAAGGA 
G—TA-G G A-C A — A A-CGA—A C-CCTC—A 

CCTGGAGGAAGGCATCCTGGCCCTGATGCGGGAGCTGGAAGATGGCACCCCCCGGGCTGGGCAGATCCTC 
A AAA-G G—AG C G — G A 

AAGCAGACCTATGACAAATTTGACACAAACATGCGCAGTGACGACGCGCTGCTCAAGAACTACGGTCTGC 
CAG G TC—A—ACC-T A G 

TCTCCTGCTTCCGG AAGGAC CTGCATAAGA CGGAGACGT ACCTG AGGGT CAT G A AGTGC C GCCGCTTCGG 
A A A—G-C GTC A-T C-CA-GG—C —CT-T 

:> 
GGAGGCCAGCTGTGCCTTCTAGTTGCC AGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGA 

G G G CGAGT ATC—r-GA A CT-C—G 

SIMILITUD = 73% 

fig.4 Se muestra el análisis comparativo realizado entre las 
secuencias del DNAc de bGH y aquellas de hPL. En esta figura se 
incluyen sólo las secuencias comprendidas en el fragmento Hae III 
de 550 pb del DNAc de hPL. La línea superior- corresponde al DNAc 
de bGH, mientras que en la inferior se representa la secuencia 
del DNAc de hPL. En ésta última, sólo se indican los nucleótidos 
en que difieren éstas dos secuencias. Las regiones idénticas se 
representan por la línea discontinua. 



electroforesis en geles de agarosa en presencia de g1 i oxa1, tal y 
como se describe en la sección de materiales y métodos. 

Colocamos en cada carril del gel 2 pg de RNAm de hipófisis 
bovinas alternando en el siguiente carril con 10 ¿ig de RNA tota) 
de placenta, humana (utilizado como testigo positivo). Después de 
la electroforesis, los RNA* s se transí irieron por capilaridad de 
acuerdo con ei método 11 amado "Northern" '(17), del gel a un 
filtro de Nylon (Z-bind). El filtro lo recortamos en tiras de 
Jiiodo que cada tira contenía un carril de RNA total de placenta 
humana y un carril de RNAm poli A* de hipófisis bovi ñas. Las 
tiras las sometimos a hibri dización utilizando como sonda 
preparada por el Dr. Barrera, consistente de un fragmento de 550 
pb del DNAc de hPL marcado con 3 2 P por la técnica de mareaje al 
azar con oligonucleótidos (27). Los 1 avados de cada filtro los 
hicimos con soluciones de diferentes concentraciones de sales 
(una tira con 0.3 M, otra con 0.15 M, otra con 0.075 M y la 
última con 0.03 M de NaCl). De acuerdo con los resultados que se 
ilustran en la figura 5, encontramos como buenas condiciones para 
los lavados aquellas en las que se usó una concentración de 0.15 
M de NaCl. 

2. Tamízale del banco de DNAc. 

a) Almacenamiento del banco de DNAc. La clonación del DNA 
complementario al RNAm de hipófisis bovinas, la realizó el Dr 
Barrera utilizando el método descrito por Gubler y Hoffman (8). 
El método consiste brevemente en lo siguiente: la síntesis del 
DNAc se hace por un proceso enzimàtico en dos etapas, en la 
primera se utiliza: RNAm de hipófisis bovinas . y transcriptasa 
reversa. La reacción se hace en un amortiguador en preseneia de 
dNTP* s y se utiliza como cebador un o 1 igonuc1eóti do de 
desoxitimidinas (oligo-dT). De esta manera se sintetiza la 
primera cadena del DNAc. La segunda etapa consiste en la 
síntesis de la segunda cadena, también por un proceso enzimàtico 
utilizando esta vez RNAasa H y DNA polimerasa de Escher i eh i a co 1 i 

A los DNAc bicatenarios sintetizados, se les añadió en sus 
extremos 3' homopo1íroeros de ácido desoxicitidi 1 i co con la enzima 
transferasa terminal. Con el fin de clonar estas moléculas de 
DNAc, se utilizó el plásmido pBR322 linearizado en su sitio Pst I 
y, portando en sus extremos 3' homopo1ímeros de ácido 
desoxiguanidíli co. Tanto el vector linearizado como los DNAc* s 
fueron mezclados para que se aparearan por complementariedad de 
sus extremos y la mezcla fué utilizada para transformar células 
de Escher i chi a co 1 i « a las cuales se les había inducido 
previamente la capacidad de incorporar DNA foraneo por 
tratamiento en frío con CaClí, Las bacterias transformadas se 
sembraron en cajas de Petri que contenían LB-agar-tetrae ic1 i na 
(15 ¿íg/ral), como medio selectivo. Este antibiótico permitió el 
crecimiento de únicamente aquellas bacterias que adquirieron 
plásmidos. De ésta manera, se estableció el' banco de DNAc a los 
RNAm de hipófisis bovinas. 



EXPERIMENTO TIPO "NORTHERN" PARA ESTABLECER LAS CONDICIONES DE 
HIBRIDIZACION ENTRE EL DNAc DE hPL Y EL RNAm DE bGH 

A.. B 

(SALES): (0.3 M) 

A B 

(0.15 M ) 
i 

A B A B 

(0.075 M ) (0.03 M ) 

A = R N A T DE P L A C E N T A H U M A N A 
B = R N A M DE H I P Ó F I S I S B O V I N A 

fig.5 Autor-radiograma que muestra el análisis comparativo 
realizado para determinar la concentración de sales adecuada para 
una mejor capacidad de hibridización entre el DNAc de hPL y el 
RNAm de bGH. Como se indica, el carril A contiene RNA total de 
placenta humana y el B RNAm de hipófisis bovina. Abajo de cada 
carril se indica, entre paréntesis, la concentración de sales 
(NaCl principalmente) de la solución con que se lavó cada par de 
tiras. 



De las cajas de Petri conteniendo las colonias del banco de 
DNAc, tomamos 1000 colonias bacterianas, utilizando para ello 
pal i líos de madera esteri 1 izados. 

Cada colonia la inoculamos en frascos estériles conteniendo 3 mi 
de caldo LB-tetrac-iclina (15 pg/m1), y las dejamos crecer a 37* C 
toda la noche. A cada frasco le agregamos posteriormente 1.5 mi. 
de glicerol al 60 %, mezclamos bien y 1 os al maceñamo s a -70" C. 

b) Hibridización de colonias in s i tu. Transferimos alícuotas de 
las i000 cíoñas almacenadas a un papel filtro de nitrocelulosa, 
previamente esterilizado a 15 1b/pul a/10 min. Este pape 1 filtro 
se colocó sobre medio LE-agar-tetraciclina en cajas de Petri, e 
incubamos a 37" C hasta que las colonias crecieron y al cansaron 
un diámetro de aproximadamente 2 mm. 

Los filtros conteniendo las colonias bacterianas los 
procesamos de acuerdo con la técnica de hibridización de colonias 
in s i tu , descrita en la sección de materiales y métodos. Tal 
procedimiento nos permitió liberar el DNA de las células 
bacterianas, que por un tratamiento alcalino se desnaturalizó y 
fijó al papel filtro de nitrocelulosa. Los DNA's unidos a los 
filtros los hibridizamos contra la sonda radiactiva del fragmento 
Hae 111 de 550 pares ̂ de bases del DNAc de hPL. Utili zamos como 
testigo positivo bacterias Es cher i ch i a co1 i transí o rmadas con el 
plásmido phPL815 (38) que porta el DNAc de hPL. Finalmente, los 
filtros los expusimos a una película para rayos X y practicamos 
autorradiografía a -70* C por períodos desde 20 h. hasta varios 
dí as. 

De las 1000 clonas híbridizadas, seleccionamos 192 colonias 
por la intensidad de sus señales en el autorradiograma al 
compararlas con la de los testigos (fig. 6). Con éstas 192 
colonias efectuamos un segundo proceso de hibridización en gota 
seca. 

c) Hibridización usando DNA de plásmidos en gota seca. De cada 
una de las 192 colonias seleccionadas del primer tamizaje 
obtuvimos los plásmidos por la técnica de Birnboim y Dolly (28), 
con las modificaciones descritas en la sección de materia les y 
métodos. 

De los plásmidos obtenidos de cada elona, tomamos 2 pl de cada 
uno y los dispusimos en arreglos ordenados sobre un filtro de 
nylon (2-bind), posteriormente los hibridizamos contra el 
fragmento Hae Sil de 550 pares de bases del DNAc de hPL marcado 
con 3 a p (ver hibridización en gota seca en materiales y métodos). 
Utilizamos las condiciones de hibridización y lavado 

determinadas anteriormente en el experimento de hibridización 
tipo Northern (sección resultados de la pág.34), entre el RNAm 
poli A* de hipófisis bovinas* y el DNAc de hPL. 

Después de analizar el autorradiograma seleccionamos 15 
clonas, por la intensidad de su señal. Nuevamente incluímos 



TAM1ZAJE DE LAS CLONAS EN EL BANCO DE DNAc DE HIPOFISIS BOVINAS 
POR H1BRIDIZACIQN DE COLONIAS in s1 tu 

*̂ -l # mJrt ̂ r 

- ~ . . . ~ * * * 

Fi'g. 6 Autorrad i ograma que muestra las 192 clonas seleccionadas 
del primer tami2aje y que volvimos a crecer sobre papel filtro de 
ni troce 1u1 osa y rehibridizamos contra el DNAc radiactivo de hPL. 
La autorradiografía de ésta última rehibri dizaoión es la que se 
muestra aquiVi Las cruces entre paréntesis indican la posición 
del tes t i gb"1 pos i t i vo. 



testigos tanto positivos como negativos, siendo éstos los 
plásmidos phPL815 y pBR322, respectivamente (fig. 7). 

Cada uno de los DNA de los plésmidos recombinantes los 
sometimos a e1ectrofores is en geles de agarosa al para 
inferir, en base al perfil e1ectroforético, el tamaño del 
inserto. Encontramos, que la mayoría tenía insertos no muy 
grandes (fig. 6) pues su movilidad a través del gel no era 
grandemente afectada, sin embargo la clona 63 parecía contener el 
inserto de mayor longitud. Todos los DNA* s de éstos plásmidos 
los sometimos a digestiones con Pst I y los analizamos por 
e1ectrofores is en gel. 

El plásmido de la clona 63 (p63) dió el patrón de restricción 
esperado (ver más abajo). 

4i Ubtención y caracterización del plásmido posible portador del 
DNAc para bGH. 

Con el fin de obtener suficiente cantidad del plásmido p63 
para llevar a cabo todas las caracterizaciones posibles con 
enzimas de restricción, lo preparamos a partir de un cultivo a 
gran escala como se describe en materiales y métodos. Obtuvimos 
i.i2i mg de DNA del plásmido p63 por 2 1. de cultivo. 

El DNA purificado de p63 lo cortamos con las enzimas 
diagnósticas Pst 1, Pvu II y Sma I y los patrones de restricción 
obtenidos los analizamos en geles de agarosa y po1iacri 1amida, 
posteriormente comparamos los patrones obtenidos con los 
esperados (ver tabla i). Pst 1 liberó dos fragmentos muy 
similares en tamaño con longitudes estimadas entre 300 y 400 pb. 
La enzima Pvu II liberó un fragmento de aproximadamente 500 pb y 

Sma I linearizó el plátsmido recombinante (fig. 9). 

Para analizar e interpretar los patrones e1ectroforéti eos 
obtenidos c-on otras enzimas, decidimos determinar la orientación 
del inserto del plésmido p63. Sabiendo que éste se hallaba 
clonado en el sitio único Pst I, dentro del gen que confiere 
resistencia a la ampicilina, diseñamos la estrategia 
esquematizada en la figura 10, para determinar si el inserto se 
hallaba en el mismo sentido que el de la transcripción del gen 
para la resistencia a ampicilina ó alternativamente en sentido 
opuesto a éste . 

i 
Eco RI es un sitio fijo en el vector (pBR322), mientras que la 

posición del sitio Sma 1 depende de la orientación del inserto» 
como se indica en la figura 10. Al realizar dobles digestiones 
con las enzimas Eco RI y Sma I observamos que el tamaño del 
fragmento menor liberado era aproximadaraente de 1200 pb, Jo que 



EJEMPLO REPRESENTATIVO DEL TAMIZAJE EN GQTA SECA DEL DNA EN LAS 
CLONAS DEL BANCO DE DNAc 

Pig. 7 Autor-radiograma del tam i zaje en gota seca . Se muestra 
la señal obtenida al hibridizar el DNA de los 192 plásmidos, 
contra el fragmento del DNAc de hPL macado radiactivamente. En 
las esquinas se colocaron muestras del testigo positivo (cruces 
dentro del paréntesis) por duplicado, como se observa al centro 
de la línea inferior del autorradiograma. A la izquierda de las 
dos muestras del testigo positivo, se colocaron muestras del DNA 
del testigo negativo (pBR322), el cual no muestra señal alguna. 



PERFIL ELECTROFÜRETI CO DE LOS PLASMIDÜS RECOMBINANTES 
SELECCIONADOS EN EL TAMIZAJE 

Fig. S Análisis electroforático de plésmidos recombinantes. La 
fotografía muestra el perfil e1ectroforético de diez plásmidos 
recombinantes seleccionados en los tamizajes, su movilidad se 
compara contra aquella del vector plasmídico pBR322 (carriles A y 
B). El carril No. 6 corresponde al plásmido de la elona 63 que 
resultó poseedor del inserto de mayor longitud y al cual se le 
hicieron caracterizaciones con enzimas de restricción 
diagnósticas para el DNAc de bGH. El gel fué de poliacri lamida 
al 6%, teñido con bromuro de etidio (2 y visualizado por 
iluminación con luz ultravioleta. 



TABLA I. FRAGMENTOS ESPERADOS AL CORTAR CON ENZIMAS DE 
RESTRICCION EL DNAc DE bGH 

Enzima de 
Restricción 

Pst I 

Pvu I I 

Pst 1-Pvu II * 

Rsa I 

Rsa I -Pst I* 

Hlnf I 

Srca I 

Eco RI* 

Sma I-Eco RI * 

Alu I 

Hae III 

Tamaño del fragmento(s) 
en pares de bases ípb) 

37, 337, 450 

216, 490, 77 

37, 137, £00, £91, 115 

627, 173 

37, 338, 250, 223 

90, 299, 394 

502, 281 

502, 281 

16, 8, 149, 153, 277, 37, 42, 185, 116 

195, 100, 65, 21, 143, 90 

El tamaño de los fragmentos son los obtenidos al alimentar una 
computadora, y obtener un patrón de restricción, con la 
secuencia tomada de Seeburg y cois en 1983. 
* Digestión simultánea con ambas enzimas. 
+ No hay sitios de reconocimiento para ésta enzima en el DNAc de 

bGH 



PATRON DE RESTRICCION OBTENIDO DEL PLASMIDO p63 CON LAS ENZIMAS 
DIAGNOSTICAS Pvu II y Pst I 

Fi g. 9 Digestiones analíticas de pS3 con Pvu II y Pst 1 . Se 
muestra el análisis e1ectroforétíco de los fragmentos obtenidos 
al digerir el plásraido p63 con varias enzimas de restricción. 
Pst I liberó dos fragmentos menores, uno de "300 y el otro de 
""400 pb. Por su parte Pvu II liberó un fragmento menor de 
~500pb. El carril de la doble digestión con Pvu II y P_s_t I 
mués t ra que además de los fragmentos may or e s (portando se cueric i as 
del vector), se liberaron fragmentos de 137, 200, 291 y 115 pb.. 
El ge 1 fué de poI iacri 1ami da al 6 %, teñido con bromuro de etidio 
(2 jig/ml) y visualizado al ser iluminado con luz ultravioleta. 



CLONACION DEL DNAc EN pBR322 

El inserto en sus dos 
posibles orientaciones 

EcoRI 

Sma 

Eco RI 

Sma I 

Doble digestión 
con Eco R l y S m a l 
ayudan a determinar 

lo orientación correcta 

Eco R I 

Anatomía molecular del 
plasmido p 6 3 

Fig. 10 Representación 
esquemática d e las po-
sibles orientaciones 
del DNAc eft pBR322. 

p BR 322 

inserto 

gen de resistencia 
a ompicilina 

gen de resistencia 
a tetraciclína 



nos indicó que la orientación del inserto (ubicación de los 
extremos 5* y 3* de la secuencia del DNAc) coincidía con la 
dirección de la transcripción de J gen para la resistencia a 
ampi cilina (fig. 11). 

Una vea que conocimos la orientación del inserto hicimos 
digestiones con otras enzimas de restricción diagnósticas. Los 
patrones de restricción obtenidos coincidieron con los esperados. 
Rsa I liberó un fragmento de aproximadamente 860 pb. Por su 
parte, Hae II 1iberó dos fragmentos de aproximadamente 1587 y 850 
pb (figs.12 y 13). Como también existen sitios de reconocimiento 
para estas enzimas en el vector, la longitud de los fragmentos de 
restricción tanto esperados como obtenidos son la suma del 
fragmento correspondiente al DNAc de bGH y el fragmento adyacente 
a este, proveniente del DNA del vector. 

Los tama Píos de éstos fregmentos nos volvieron a corroborar 
tanto la orientación como la identidad del inserto de DNAc de 
bGH. Además hicimos digestíones con enz i mas que tienen como 
sitio de reconocimiento solo cuatro pares de bases en lugar de 
seis y que por lo tanto poseen aún más sitios de reconocimiento, 
tanto en el DNAc de bGH, como en el vector. Los patrones de 
restricción obtenidos también coincidieron con los esperados 
(figs.ll y 13). Las enzimas que utilizamos fueron: Alu I, Hae 
III y Hinf 1. 

5. Construcción de un mapa de Restricción 

Con la información que obtuvimos al analizar los patrones 
e1aütroíoréti eos resultantes de los cortes con enzimas de 
restricción, construimos mapas físicos de la ubicación de los 
sitios de reconocimiento para tales enzimas; a éstas 
representaciones se les conoce como mapas de restricción (figs. 
14 y 15). 

Estos mapas los comparamos con aquellos obtenidos al alimentar 
una micr©computadora con las secuencias ya publicadas (secuencia 
de la pág. S) para el DNAc de bGH. Se utilizó para éste análisis 
el paquete de programas computadona1 es PCS desarrollado por John 
E. Donelson de la Universidad de Iowa, E.U.A. 

Ambos mapas coincidieron perfectamente por lo que pudimos 
concluir que el plésmido p63 portaba la secuencia casi completa 
del DNAc de bGH. 



DETERMINACION DE LA ORIENTACION DEL INSERTO EN EL PLASMIDO p63 

fig. 11 Orientación del inserto en p63 y su caracterización 
parcial. Se muestran varias digestiones con enzimas de 
restricción del DNA de p63. La digestión doble con Eco RI y Sina 
1 liberó un fragmento de "1200 pb, lo que ayudó a determinar la 
orientación del inserto (especificado en la fig. 10). El DNA de 
0X174 digerido con Hae III se usó como marcador de tamaño de 
fragmento en pb. 

Los otros carriles muestran la estrategia para el anátl i s i s del 
patrón de restricción de p63, al compararlo con el patrón 
obtenido del vector p1 asmídico% pBR322. Hinf 1 liberó dos 
fragmentos de "1470 y 670 pb. Por su parte Hae III 1iberó varios 
fragmentos. El gel fué de poliacrilamida -al 6 %, teñido con 
bromuro de etidio (2 pg/ml) y visualizado al ser iluminado por 
luz ultravioleta. 



PATRÓN DE RESTRICCIÓN DEL PLASMIDO PES CON LAS ENZIMAS RSA I Y 
Pst I 

fifi. 12 Digestí or>es analíti cas del p1ásm i do p63 con Rsa I y Fs t 
1. Al digerir el DNA de p63 con Rsa I se liberaaron dos bandas í 
una de ^860 pb y otra de "1300 pb. La digestión doble con Rsa I 
y Pst I liberó fragmentos de 338, 250, 233 y 223 pb. El gel fué 
de po1iacri 1ami da al 6 %, teñido con bromuro de etidio (2 ¿ig/mi) 
y visualizado al ser iluminado con luz ultravioleta. 



ANALISIS DEL PATRON DE RESTRICCION DEL PLASMIDO p63 CON LAÍ 
ENZIMAS Hae II y AIu 1 

H a e l 

6 0 - 5 4 > 
136 
too 

rig. 13 Digestiones de p63 y pBR322 con enzimas de restricción 
que reconocen cuatro pares de bases. Al digerir el p1 asmi do pS3 
con Hae II se liberaron dos fragmentos de "1587 y 850 pb, los 
cuales son resultado de la combinación de regiones del DNAc de 
bGH y de pBH322. Se observa en el carril de p63 la desaparición 
de la banda de pBR322 de 1876 pb. Por otra parte, la digestión 
con A1u I mostró, en el carril de p63, la aparición de bandas 
ausentes en el carril de pBR322 y que corresponden al DNAc de 
bGH. El gel es de po1iacri 1 amida al 6 teñido con bromuro de 
etidio (2 jjg/ml ) y visual izado al ser iluminado con luz 
ultravioleta. Se señalan los tamaños en pares de bases de 
algunas bandas. 
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VIII. DISCUSION 

La pureza del RNA que obtuvimos fué buena ya que si 
consideramos que un buen índice de pureza corresponde a una 
relación de A 34 0/Aaao de 1.8, nuestras preparaciones de RNA 
mostraron buena pureza, reflejada por valores promedio de 1.7 . 

En cuanto a la integridad de las moléculas de RNA obtenidas, 
pudimos concluir que fué excelente ya que todas las preparaciones 
al ser sometidas a e I ectrofores is, en geles de agarosa en 
condiciones desnaturalizantes, mostraron un patrón de 
fluorescencia para las bandas correspondientes a los RNA 
ribosomales 2S y 18 S cercano a 2:1 respectivamente. Esta 
conclusión, la basamos en la explicación que acerca de la 
integridad de las moléculas de RNA obtenidas se dió en la sección 
de materiales y métodos (pág.16). 

Así mismo podemos decir que en los experimentos de 
recuperación de la fracción poli A* a partir de los RNA totales, 
y de la síntesis de DNAc (datos no incluidos en el presente 
trabajo), se obtuvieron valores óptimos de rendimiento si ios 
comparamos con aquellos reportados en la literatura-

Los resultados de nuestros experimentos de hibridización tipo 
^Northern* entre el fragmento Hae III de 550 pb del DNAc de hPL, 
marcado radiactivamente, (utilizado como sonda) y los RNA 
mensajeros de hipófisis bovinas, comprobaron nuestra hipótesis de 
trabajo. En ella postulábamos que, basados en la similitud de 
secuencias nuc1eotídi cas entre los genes para hPL y bGH era 
factible usar el DNAc de hPL como sonda ó rastreador molecular 
para localizar, por hibridización molecular, el DNAc de bGH a 
partir de un banco de DNAc* s. Por otra parte, tamb i én 
determinamos las condiciones de hibridización a las que tal 
reconocimiento por apareamiento debería de ocurrir. Estas 
condiciones correspondieron a una concentración de formamida del 
20%, una temperatura de hibridi2ación y lavado de 25* C, y a una 
concentradón de sales en la solución de lavado de 0.15 M de 
NaCl. 

Es importante ^ destacar que hicimos dos experimentos de 
hibridización contra colonias bacteri anas. En el primer 
experimento efectuado con las bacterias crecidas en filtros de 
ni troce 1u1 osa la señal autorradiorgáfica que se obtuvo no fué muy 
satisfactoria, por lo que se decidió efectuar otro experimento de 
hibridización. En éste segundo se incluyó una incubación 
sdlciona1 de las colonias que habían sido crecidas en LB-agar-
tetracic1 i na, en un segundo medio conteniendo c1oranfen ico1 (500 
jig/ml), con ello permitimos la replicación del DNA del plásraido 
pero no el de la bacteria. Esto resultó en una amplificación 
considerable del número de copias por bacteria de los plásmidos, 
lo que se tradujo en una mejor señal de hibridización. 



El análisis e1ectroforético de algunos plásmidos recombinantes 
nos mostró que sus insertos de DNAc eran pequeños, como 
consecuencia probablemente de interrupciones del proceso de 
copiado del RNAm a DNAc. Estos DNAc pequeños son más abundantes 
que los DNAc de tamaños Igual ó mayor que 800 pb región de 
longitud a la que pertenece el DNAc completo de bGH. Encontramos 
sin embargo que la clona 63, a cuyo plásmido se le asignó 
inicialmente el nombre arbitrario de p63, y que siempre dió señal 
fuertemente positiva en los diferentes tamizajes, contenía un 
inserto de aproximadamente 700 pb. 

Los experimentos efectuados con enzimas de restricción del DNA 
de p63 nos corroboraron, al analizar los patrones de restricción 
en geles de poliacrilamida, que éste plásmido portaba el DNAc de 
bGH. Siempre los patrones de restricción obtenidos con el DNA de 
éste plásmido, coincidieron perfectamente con los esperados, de 
acuerdo con la secuencia ya publicada (22). Sin embar go, no 
pudimos localizar un fragmento de aproximadamente 50 pb que 
correspondería a una secuencia hacia el extremo 5* del DNAc de 
bGH delimitado por sitios Pst I, y que abarcaría desde el 
homopolímero en el extremo 5* del RNAm, hasta los primeros dos ó 
tres codones que codifican para los primeros aminoácidos del 
péptido seña 1 ador de bGH. Por otra parte, la digestión con Hae 
II nos indicó que la secuencia que codifica para la hormona 
madura hacia el extremo 5'estaba completa, ya que hay un sitio de 
corte para esta enzima a una distancia de tres codones del 
extremo amino-termina1 dentro del péptido señalador, antes de la 
región que codifica para el extremo aminotermina 1 de la hormona 
madura. 

Con toda la informadón obtenida, y después de construir los 
mapas de restricción, pudimos concluir que el plásmido p63 
contenía todos los nucleótidos que codifican para la hormona 
madura así como una buena parte de las secuencias 
correspondientes al péptido señalador, además de la mayor parte 
de las secuencias nuc1eotídi cas hacia el extremo 3'. 



IX. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

El presente trabajo muestra 3a aplicación, al campo de la 
productividad animal,de los conocimientos generados en nuestro 
grupo por investigaciones básicas previas, realizadas con el 
sistema génico del lactógeno placentario humano (3). 

Tomando en cuenta que el suministro de proteínas de origen 
animal p>ara el consumo humano es ya insuficiente, decidimos 
demostrar que la ingeniería genética y la biotécno1ogía pueden 
ofrecer soluciones al problema de incrementar la productividad 
animal. Para lograr tal objetivo, nos propusimos clonar 
mo1ecu1 armente la región estructural (DNAc) del gen de la hormona 
de crecimiento bovina (bGH). 

La estrategia experimental que diseñamos es una contribución 
original del presente trabajo. Otros investigadores optaron par-
utilizar como rastreador molecular genes de otras hormonas de 
crecimiento (de rata, por ejemplo) para aislar regiones 
estructurales del gen de bGH. Sin embargo, aislar el DNAc para 
el lactógeno placentario humano es mucho más fácil que aislar 
aquel de cualquier hormona de crecimiento animal. Esto se debe a 
la mayor disponibilidad del tejido placentario que hipofisiario, 
y a la mayor abundancia del RNAm para hPL (5%) en placenta, en 
comparación con el RNAm para GH en el caso del bovino). 

Utilizando técnicas de ingeniería genética y nuestra 
estrategia experimental; hemos logrado aislar a partir de un 
banco de DNAc , de hipófisis bovinas, el DNAc de bGH. Al 
caracterizar por técnicas estándares de ingeniería genética, el 
plásmido recombinante presente en la clona que resultó 
seleccionada por múltiples tamizajes, comprobamos que su inserto 
contiene la mayor parte de las secuencias del RNAm para bGH. 

Por otra parte, nuestros exitosos resultados de hibridización 
entre las secuencias de bGH y hPL, refuerzan la hipótesis de que 
el gen para hPL comparte un gen ancestro común con los genes para 
hormona de crecimiento humana (hGH) a partir del cual se originó 
por un evento de duplicación génica y divergencia. 

Los resultados del presente trabajo concluyen la primera fase 
de un proyecto que, a mediano plazo, pretende lograr producir 
hormona de crecimiento bovina recombinante (bGHr). Esto último 
podrá lograrse al cultivar bacterias programadas por ingeniería 
genética para expresar, bajo señales génicas regulatorias 
apropiadas, la información que ya poseemos en nuestro plásmido 
recombinante p63. 

La disponibilidad de bGHr en calidad y cantidad necesaria será 
de gran importancia para las investigaciones encaminadas a su uso 
en los campos pecuario y piscícola, cuyos resultados podrán 
traducirse en grandes beneficios para la industria alimentaria 
del país. 



IX. RESUMEN 

La Ingeniería Genética es un conjunto de técnicas con las 
cuales se puede recombínar y manipular los genes de cualquier 
especie animal 6 vegetal en el tubo de ensayo. 

Una de las técnicas que más ha evolucionado desde su 
establecimiento y primeras aplicaciones es la síntesis y 
clonación del DNA complementario (DNAc) al RNA mensajero (RNAm). 
Su uso ha permitido sintetizar, clonar y expresar en céiuias de 
Escher i chia co1 i, los DNAc de muchas proteínas de importancia 
biomédica, entre las que se encuentrant insu1 ina, Ínter fe ¡r ón, y 
hormona de crecimiento humana. 

Recientemente se ha logrado clonar, el DNAc al RNAm de la 
hormona de crecimiento bovina (bGH). Desde hace ya algunos años 
se sabe que la administración exógena de esta hormona (tanto 
aquella obtenida a partir de hipófisis_bovinas como la obtenida 
por ingeniería genética) al ganado bovino, incrementa la 
velocidad de crecimiento de los animales asi como la producción 
de leche (hasta en un 40 96)., Además de sus efectos en el ganado 
lechero, también se ha demostrado que bGH incrementa la velocidad 
de crecimiento y la eficiencia de conversión alimenticia en ei 
saimón del pacifico (Onchorhynchus ki sutch). 

Hemos aislado y caracterizado los RNAm de hipófisis bovinas 
los cuales fueron utilizados para construir un banco de DNAc. A 
partir de este y aprovechando la similitid estructural entre las 
secuencias del RNAm de bGH y el del RNAm del lactógeno 
placentario humano (hPL), logramos aislar el plásmido 
recombinante portador de las secuencias del DNAc de bGH. La 
confirmación de la identidad de esta secuencia se hizo por 
análisis de los patrones de restricción. Con esta información 
construímos un mapa de restricción el cual, al ser comparado con 
los mapas deducidos de las secuencias publicadas para el DNAc de 
bGH, coincidieron perfectamente. Con lo anterior podemos 
concluir que hemos logrado aislar y caracterizar prácticamente la 
totalidad de la longitud del DNAc que codifica para bGH. 
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î 'illi: Ä is v.- : Á 

-fi-fi:: 
¡ i l l f i 

V?: C i Ä fi fifi^ví;^'fifi:'.;fi-f : ' ' 
• , . ' • .. > . i \ ^ • ••;.- • • . . : v ; ^ : j 

^ Ä f c 'S • 

ipfpi&iif : M% § 

S : : . 
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