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PREFACIO 

çLa educaci·n es el arma m§s poderosa que puedes usar para cambiar el mundoè 

 Nelson Mandela (1918-2013) 

 

La Biolog²a Molecular nos abre la puerta al conocimiento m§s ²ntimo de la vida. Este 

cuaderno est§ pensado para futuros docentes de Biolog²a, como una herramienta acad®mica y 

a la vez inspiradora, que los acompa¶e en la construcci·n de saberes s·lidos y en la tarea de 

transmitir a sus estudiantes la maravilla de comprender la vida desde sus bases moleculares. 

Este cuaderno ha sido elaborado pensando en los estudiantes con un s·lido recorrido 

universitario y llegan al laboratorio de Biolog²a Molecular con curiosidad y expectativas. 

Tambi®n lo concebimos como un recurso que acompa¶e su crecimiento a lo largo de la carrera, 

ofreciendo fundamentos firmes sobre los cuales construir nuevos saberes. Al mismo tiempo, 

reconocemos nuestro rol en la formaci·n de futuros profesores, colegas que tendr§n un impacto 

en los entornos educativos en los que se desempe¶en. Por ello, buscamos que este material 

aporte contenidos de Biolog²a Molecular e invite al an§lisis y a la reflexi·n, como pr§cticas 

esenciales para comprender y orientar los cambios en el §mbito cient²fico y educativo. 

Es por ello que proponemos este cuaderno de estudio que abarca las unidades del programa 

de Biolog²a Molecular del Profesorado Universitario en Biolog²a. Cada unidad se desarrolla en 

dos partes complementarias, una parte te·rica y una pr§ctica. En la parte te·rica se abordan los 

conceptos b§sicos m²nimos para la comprensi·n de la asignatura y de los trabajos pr§cticos 

(talleres y laboratorios). Como equipo docente valoramos profundamente el aprendizaje que se 

genera en el laboratorio: un espacio clave para asimilar conceptos, desarrollar habilidades 

pr§cticas y fomentar el trabajo en equipo. Para ello, cada trabajo pr§ctico (TP) se inicia con una 

actividad de taller orientada a trabajar los fundamentos te·ricos y conceptuales necesarios, de 

modo que los estudiantes lleguen al laboratorio con las bases ya incorporadas, lo que favorece 

un ambiente de aprendizaje colaborativo y de debate. El laboratorio constituye un espacio clave 

para asimilar conceptos, desarrollar habilidades pr§cticas y fomentar el trabajo en equipo. Cada 

TP presenta objetivos claros, una introducci·n te·rica y una serie de procedimientos 

acompa¶ados de actividades que integran temas de Biolog²a Molecular. Las propuestas 

experimentales dise¶adas favorecen el desenvolvimiento en el laboratorio y la interpretaci·n 

de resultados, as² como instancias de resoluci·n de ejercicios, situaciones problem§ticas y 

preguntas para reflexionar y discutir, con el fin de afianzar los conceptos de manera integrada. 

Al final de cada pr§ctica encontrar§n un apartado denominado çEn perspectiva docenteè, que 



 

 

 Ξ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш ofrece actividades espec²ficas para enriquecer la formaci·n pedag·gica mediante la 

construcci·n y revisi·n de pr§cticas de ense¶anza. 

Deseamos que el laboratorio de Biolog²a Molecular sea un §mbito de aprendizaje 

compartido, donde el conocimiento se construya de manera colectiva y que esta gu²a de trabajos 

pr§cticos sea una herramienta para descubrir y disfrutar la riqueza de esta disciplina. Para 

nosotras, es un privilegio acompa¶arlos en esta etapa culminante de su formaci·n acad®mica. 

Equipo docente de la 

C§tedra de Biolog²a Molecular 
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Ш 
CAPĉTULO 1. INTRODUCCIčN A LA BIOLOGĉA MOLECULAR 

 

La Biolog²a Molecular surge como un nuevo enfoque de la Biolog²a que integra los 

conocimientos de la Bioqu²mica, la Biolog²a Celular y la Gen®tica para explicar los procesos 

biol·gicos. El conocimiento se fue construyendo a lo largo de los a¶os, con aportes de distintos 

investigadores, hasta llegar a esta §rea, donde se estudian los procesos que se llevan a cabo en 

los seres vivos desde el punto de vista molecular. 

 

CONCEPTO DE BIOLOGĉA MOLECULAR 

El conocimiento de la estructura de los §cidos nucleicos se inici· en el siglo XIX con el 

aislamiento de una nucle²na en el n¼cleo celular, formada por una parte §cida (ADN) y una 

parte b§sica (prote²na). Tambi®n se conocieron las propiedades parciales de la nucle²na y su 

relaci·n con la herencia celular. Sin embargo, la estructura s·lo se conoci· a mediados del siglo 

XX, al mostrar que el ADN era el componente cromos·mico depositario de la informaci·n 

gen®tica. Los experimentos de Avery, MacLeod y McCarty en 1944 y de Hershey-Chase en 

1952 constituyen un hito en el conocimiento del material gen®tico a escala molecular. Tras estas 

aportaciones iniciales, el verdadero inicio de la Biolog²a Molecular moderna lo constituy· la 

propuesta de la doble h®lice del ADN por Watson y Crick en 1953. 

 

FUNDAMENTOS MOLECULARES Y CELULARES DE LA HERENCIA: 

RELACIčN ENTRE LA GEN£TICA MOLECULAR Y MENDELIANA  

Aunque el descubrimiento de la estructura del ADN permiti· comprender la base 

molecular de la informaci·n gen®tica, el estudio de la herencia comenz· varias d®cadas antes 

con los trabajos de Gregor Mendel, cuyos experimentos establecieron los principios 

fundamentales de la transmisi·n de los caracteres hereditarios. Estos principios constituyen el 

punto de partida de la gen®tica cl§sica y permiten comprender conceptos como genotipo, 

fenotipo y alelos, que posteriormente encontrar²an su explicaci·n molecular en la estructura y 

funci·n del ADN. 

Leyes de Mendel  

La historia de la gen®tica moderna se inicia con los trabajos de Gregor Mendel (1822ï

1884), monje agustino y naturalista cuya labor experimental, desarrollada en el monasterio de 
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Ш Brno a mediados del siglo XIX, estableci· los principios fundamentales de la herencia 

biol·gica. Sus resultados fueron publicados en 1866 en la obra Experimentos sobre hibridaci·n 

de plantas, aunque no fueron plenamente reconocidos por la comunidad cient²fica hasta su 

redescubrimiento en 1900. Aunque Mendel desconoc²a la naturaleza molecular del material 

hereditario, su modelo postul· la existencia de unidades discretas de herencia (los actuales 

genes) y estableci· un marco matem§tico para comprender la transmisi·n de los caracteres. Su 

obra sent· las bases de la gen®tica cl§sica y, posteriormente, de la gen®tica molecular y la 

gen·mica contempor§nea. 

Mendel seleccion· como organismo modelo la planta de arveja, Pisum sativum, debido a 

varias ventajas metodol·gicas. Son de f§cil cultivo y ciclo de vida relativamente corto; 

producen abundante descendencia y existen variedades puras con caracteres contrastantes. 

Adem§s, la flor del P. sativum es una planta que puede autopolinizarse porque tiene los ·vulos 

y las anteras en la misma flor, recubiertos por p®talos, lo que hace dif²cil que sea polinizada por 

otra planta. Tambi®n, posibilit· que Mendel controlara manualmente su polinizaci·n y realizara 

polinizaciones cruzadas.  

Estudi· siete caracteres discretos y f§cilmente distinguibles, como el color y la forma de 

las semillas, el color de las flores y la longitud del tallo. Cada car§cter presentaba dos variantes 

claramente diferenciadas. Por ejemplo, la superficie de la semilla, si era lisa o rugosa o el color 

de las semillas, amarilla o verde.  

En primera instancia, Mendel realiz· cruzamientos controlados entre l²neas puras 

(homocigotas) que difer²an en un solo car§cter (cruzamientos monoh²bridos). Tras obtener la 

primera generaci·n filial (F1), observ· que solo uno de los rasgos parentales se manifestaba. 

En la segunda generaci·n (F2), el car§cter ñdesaparecidoò reaparec²a con una proporci·n 

aproximada de 3:1. Luego, efectu· cruzamientos dih²bridos, analizando simult§neamente dos 

caracteres, lo que le permiti· evaluar c·mo se transmit²an de manera conjunta. 

A partir del an§lisis cuantitativo de sus resultados, Mendel formul· tres principios 

fundamentales: 

1. Ley de la uniformidad: al cruzar dos l²neas puras que difieren en un car§cter, toda la 

descendencia F1 es fenot²picamente uniforme, es decir, los descendientes eran iguales 

entre s² y a uno de sus progenitores. A las variantes que aparec²an en la F1 las llam· 

dominantes. Ejemplo de cruzamiento: en el caso del modelo de estudio de Mendel, es 

un organismo diploide por lo que tiene dos juegos de cromosomas, uno que vino de la 
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Ш madre y otro que vino del padre (establezcamos AA para el car§cter amarillo y aa para 

el car§cter verde). Mendel postul· que las variantes que aparec²an en la F1 (amarillas) 

se llamaban dominantes porque no ve²a que aparecieran las verdes (Figura 1.1). 

 

 

Para responder a lo que sucedi· con esa otra variante (verde), dej· que las plantas de la F1 

se autopolinicen y observ· que los caracteres recesivos, al cruzar dos razas puras, quedan 

ocultos en la primera generaci·n. Sin embargo, reaparecen en la segunda en una proporci·n de 

1 a 3 respecto a los caracteres dominantes. Podemos ver en el Tablero de Punnett los tipos de 

gametas que tiene el individuo Aa, el entrecruzamiento entre dos individuos Aa y en cada una 

de las celdas, el resultado de esos cruzamientos (AA, Aa, aA y aa) (Figura 1.2). Cuando ñaò se 

une con ñaò, aparece el verde, entonces contaba tres amarillas y una verde. De esta manera, se 

establece la segunda ley de Mendel: 

2. Ley de la segregaci·n: los ñfactores hereditariosò (hoy denominados genes) existen en 

pares y se separan durante la formaci·n de gametos, de modo que cada gameto recibe 

solo uno de los dos alelos. 
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Ш 

 

 

3. Ley de la distribuci·n independiente: los pares de factores correspondientes a distintos 

caracteres se segregan de manera independiente durante la formaci·n de gametos 

(v§lida para genes no ligados). Establece que los caracteres son independientes y se 

combinan al azar. Es decir, que cuando se forman los gametos los alelos de un gen 

segregan independientemente de los alelos del gen para otra caracter²stica (Figura 1.3). 

 

 

Genotipo y fenotipo  

Las leyes propuestas por Mendel proporcionan el marco conceptual que permite 

comprender la relaci·n entre genotipo y fenotipo, as² como la naturaleza de los genes y sus 

variantes, los alelos. 
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Ш El genotipo representa la constituci·n gen®tica de un individuo para uno o varios loci, es 

decir, la combinaci·n espec²fica de alelos que posee. Continuando con el ejemplo anterior, 

cuando hablamos de Aa o AaBb, estamos hablando del genotipo. El fenotipo, en cambio, 

corresponde a la manifestaci·n observable de ese genotipo, resultado de la interacci·n entre la 

informaci·n gen®tica y el ambiente. Cuando decimos amarillo o verde, estamos hablando del 

fenotipo. 

La ley de la segregaci·n explica que los dos alelos que componen el genotipo para un 

car§cter se separan durante la formaci·n de gametos, de modo que cada descendiente recibe 

uno de cada progenitor. La ley de la distribuci·n independiente fundamenta c·mo distintos 

genes pueden heredarse sin influenciarse mutuamente cuando no est§n ligados. 

De este modo, las leyes mendelianas establecen la base para interpretar c·mo la 

combinaci·n de alelos (genotipo) determina la expresi·n de un car§cter (fenotipo), articulando 

la gen®tica cl§sica con la comprensi·n molecular actual de la herencia. 

El gen es una secuencia de ADN que codifica un producto funcional, ya sea una prote²na 

o un ARN. En el flujo de la informaci·n gen®tica, la informaci·n est§ en el ADN y pasa a un 

ARNm y luego a una prote²na; entonces el producto final es la prote²na y en el caso del ARNt 

o el ribosomal, el producto es el ARN. Un gen es aquella regi·n de ADN que comprende las 

secuencias estructurales, que se transcriben a ARN, y las secuencias reguladoras que act¼an 

controlando la transcripci·n de las regiones estructurales. 

Un alelo es una secuencia de ADN que se sit¼a en un locus y un locus es una posici·n 

definida, que es ocupada por esa secuencia en ambos cromosomas hom·logos. Este alelo puede 

ser un gen, hay secuencias de ADN que no son genes, pero que pueden ser alelos. Cuando 

hablamos de loci, hablamos de varias posiciones para genes diferentes en un mismo par de 

cromosomas. Entonces, cada par de alelos ocupa el mismo locus (un alelo heredado del padre 

y el otro de la madre) (Figura 1.4).  
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Ш 

 

Alelismo m¼ltiple y organismo diploide 

El conjunto de genes o alelos pertenecientes a un mismo locus constituye una serie al®lica 

y al fen·meno se lo denomina alelismo m¼ltiple. El genotipo de un individuo diploide s·lo 

puede tener 2 dosis gen®ticas, aunque puedan tener m§s de 2 alternativas gen®ticas. Es decir, 

los seres humanos somos organismos diploides, tenemos dos variantes para una posici·n en 

particular (una que vino de la madre y otra que vino del padre). Sin embargo, en la poblaci·n 

pueden existir m§s variantes, pero cada persona tendr§ dos. 

Un organismo diploide puede ser homocigoto o heterocigoto, homocigoto cuando los dos 

alelos son iguales y heterocigoto cuando los dos alelos son diferentes. Continuando con el 

ejemplo anterior, homocigotos AA y heterocigotos Aa.  

   

ESTRUCTURA DE LOS ĆCIDOS NUCLEICOS 

Los §cidos nucleicos presentan estructura primaria, secundaria y de orden superior. 

ǒ Estructura primaria: pol²mero de nucle·tidos. Est§ formado por la uni·n de nucle·tidos 

monofosforilados mediante enlaces fosfodi®ster dando un pol²mero lineal. 

ǒ Estructura secundaria: organizaci·n espacial de las unidades polim®ricas. Se refiere al 

an§lisis espacial de la mol®cula. El ADN est§ definido por la uni·n de dos cadenas de 

nucle·tidos a trav®s de sus bases. En el ARN se presenta en determinadas regiones mediante 

uniones intercatenarias entre bases complementarias. 
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Ш ǒ Estructura de orden superior: organizaci·n tridimensional dentro de la c®lula. Se refiere 

a la estructura tridimensional, en el ADN est§ representada por el superenrollamiento y en el 

ARN (espec²ficamente los ARNt) es un plegamiento tridimensional definido. 

 

Estructura del nucle·tido 

Un nucle·tido es la unidad estructural y funcional b§sica de los §cidos nucleicos y est§ 

constituido por tres componentes qu²micos covalentemente asociados: 

1. Una base nitrogenada heteroc²clica, que puede ser de tipo pur²nico: adenina (A) y 

guanina (G) o pirimid²nico: citosina (C), timina (T) y uracilo (U). La base se une al 

carbono 1ǋ del az¼car mediante un enlace N-glucos²dico ɓ. 

2. Un az¼car pentosa, que puede ser ɓ-D-ribosa (en ribonucle·tidos del ARN) o ɓ-D-2-

desoxirribosa (en desoxirribonucle·tidos del ADN). La diferencia estructural clave 

radica en la presencia (ARN) o ausencia (ADN) de un grupo hidroxilo en el carbono 2ǋ, 

lo cual influye en la estabilidad qu²mica y conformaci·n del pol²mero.  La conformaci·n 

de las bases con relaci·n a la pentosa es anti porque con esta conformaci·n se exponen 

los §tomos electronegativos que formar§n el puente de hidr·geno con las bases 

nitrogenadas de la otra hebra en el ADN. 

3. Uno o m§s grupos fosfato esterificados generalmente al carbono 5ǋ de la pentosa 

mediante un enlace fosfo®ster. Cuando los nucle·tidos se incorporan a una cadena 

polinucleot²dica, los grupos fosfato median la formaci·n de enlaces fosfodi®ster 3ǋï5ǋ, 

que conectan el grupo hidroxilo 3ǋ de un nucle·tido con el fosfato 5ǋ del siguiente, 

generando el esqueleto az¼car-fosfato caracter²stico de los §cidos nucleicos. 

Estructura primaria del ADN 

En cuanto al n¼mero de hebras, el ADN est§ formado por 2 hebras que son los pol²meros 

lineales de nucle·tidos; mientras que el ARN tiene una sola hebra (Figura 1.5). Respecto con 

las bases, el ADN est§ formado por adenina, timina, guanina y citosina; en el ARN no hay 

timina sino un uracilo (uracilo, adenina, citosina y guanina). Con relaci·n a las pentosas, el 

ARN tiene como pentosa siempre una ribosa; mientras que, en el ADN, el §cido 

desoxirribonucleico es una desoxirribosa, su C2' est§ reducido.  
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Ш 

 

El enlace fosfodi®ster es el v²nculo covalente que une los nucle·tidos en los §cidos 

nucleicos y constituye el eje estructural continuo de la mol®cula. Se establece entre el grupo 

hidroxilo del carbono 3ǋ de una pentosa (ribosa o desoxirribosa) y el grupo fosfato unido al 

carbono 5ǋ del nucle·tido siguiente. Desde el punto de vista qu²mico, el fosfato forma dos 

enlaces ®ster simult§neos, de all² la denominaci·n di®ster, conectando dos az¼cares 

consecutivos mediante un puente fosfato. La formaci·n de este enlace ocurre durante la 

polimerizaci·n catalizada por las ADN o ARN polimerasas, a partir de nucle·sidos trifosfato, 

entre el fosfato del C5ô y el oxidrilo del C3ô. El mecanismo implica el ataque nucleof²lico del 

grupo 3ǋ-OH al f·sforo Ŭ del nucle·tido entrante, con liberaci·n de pirofosfato (PPi), cuya 

hidr·lisis posterior impulsa termodin§micamente la reacci·n hacia la s²ntesis del pol²mero.  

Estructura secundaria del ADN ï Modelo de Watson y Crick 

Diferentes investigadores avanzaron sobre la estructura del ADN, pero fueron Watson y 

Crick en 1953 quienes usaron toda esa informaci·n y presentaron el modelo del B-ADN. Se 

basaron en estudios de difracci·n de rayos X del ADN que indicaron que la mol®cula es 

helicoidal y que tiene una doble periodicidad a lo largo del eje de la h®lice (Figura 1.6).  

Chargaff observ· que la proporci·n de las cuatro bases de los nucle·tidos en diferentes 

organismos es pr§cticamente igual a 1; es decir, que hay igual cantidad de adenina que timina 
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Ш y guanina que citosina. Con eso, comprendieron que, en la mol®cula del ADN, siempre hay una 

adenina frente a una timina y frente a una guanina, una citosina. 

 

Propiedades del B-ADN 

Complementariedad: existe complementariedad entre las bases, frente a una adenina, una 

timina y frente a una guanina, una citosina. Las bases p¼ricas (adenina y guanina) est§n 

formadas por dos anillos, mientras que las pirimid²nicas (citosina, timina y uracilo) por uno 

solo. Esto hace que la distancia entre las hebras del ADN sea constante a lo largo de toda la 

mol®cula y eso s·lo es posible si frente a una purina hay una pirimidina.  

Antiparalelismo: para que sea posible el apareamiento entre las dos hebras deben 

disponerse en sentidos opuestos, una avanza de 5Ë a 3Ë y la otra debe hacerlo de 3Ë a 5Ë. Por eso, 

se dice que son antiparalelas. 

Helicidad: la complementariedad de las bases justifica tanto el antiparalelismo como la 

helicidad. Las restricciones est®ricas que se producen hacen que el apareamiento completo de 

las dos hebras solo se puede realizar si los pares de bases sucesivos van girando unos con 

respecto a otros y como consecuencia adoptan una disposici·n helicoidal, que se enrollan 

alrededor de un eje com¼n formando una doble h®lice dextr·gira. 

Car§cter anfip§tico del ADN: se refiere a que el ADN tiene car§cter hidrof²lico en el 

exterior e hidrof·bico en el interior. El car§cter hidrof²lico est§ dado por el esqueleto az¼car-

fosfato, que est§ hacia el exterior de la cadena, los grupos fosfato al pH del organismo se 
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Ш encuentran ionizados, se dice que el ADN es una cadena poliani·nica. El car§cter hidrof·bico 

se da en el interior de donde hay un apilamiento de bases; cuando la cadena de ADN se va 

enrollando sobre s² misma en doble h®lice, las bases se apilan y le da un car§cter hidrof·bico 

en el interior. 

Fuerzas que estabilizan el B-ADN: hay tres fuerzas que estabilizan el modelo B-ADN de 

Watson y Crick. Estas son las fuerzas hidrof²licas, que est§n hacia afuera (los esqueletos 

pentosas-fosfatos). Las fuerzas hidrof·bicas, son las de apilamiento de las bases que generan 

una fuerza de Van der Waals entre ellas en el interior de la mol®cula. Y los puentes hidr·genos 

entre las bases de las diferentes hebras. 

Surcos en el B-ADN: como consecuencia de las propiedades del B-ADN se forman dos 

surcos a lo largo de la estructura en doble h®lice, el surco mayor donde se exponen las bases y 

el surco menor (Figura 1.6). El surco mayor es el que tiene m§s importancia debido a que deja 

espacio suficiente para que mol®culas externas puedan contactar con las bases. Por ejemplo, las 

prote²nas ñleenò la secuencia a trav®s de los grupos funcionales de las bases que asoman dentro 

del surco mayor del ADN. 

Medidas del B-ADN:  

- Di§metro constante: 2,7 nm 

- Doble periodicidad: 10,4 pares de bases (pb)/vuelta 

- Bases perpendiculares al eje: 88,8Á 

- H®lice dextr·gira: 34,6Ü por base. 

- Paso: 3,54 nm/vuelta - 0,4 nm/pb. 

Propiedades de los §cidos nucleicos en disoluci·n  

Hidrofilia: las cadenas de ADN y ARN son hidrof²licas, debido a la posibilidad que tienen 

de formar enlaces hidr·genos con el agua por parte del grupo fosfato y oxhidrilo libre de las 

pentosas a lo largo de todo el esqueleto. 

Comportamiento §cido: tienen comportamiento §cido, a pH fisiol·gico los grupos fosfatos 

se ionizan casi por completo, haciendo que las mol®culas de ADN y ARN se comporten como 

§cidos y tengan numerosas cargas negativas. Esto le otorga el car§cter de ser una mol®cula 

poliani·nica. 

Absorbancia de luz UV: absorben luz UV, ello se da por la presencia de los anillos 

arom§ticos en las bases que absorben a 260 nm. 
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Ш Viscosidad: debido a la relativa rigidez de la mol®cula en doble h®lice y a su gran longitud 

con relaci·n al di§metro, las soluciones de ADN son muy viscosas y esta propiedad tiene inter®s 

en la desnaturalizaci·n. 

Desnaturalizaci·n: la temperatura tiene relaci·n directa con el proceso de 

desnaturalizaci·n del ADN. A medida que aumenta la temperatura se puede producir la 

separaci·n de las hebras, que es lo que se denomina desnaturalizaci·n. 

Reactividad: el ARN es m§s reactivo porque en el C2Ë tiene un grupo oxidrilo y esto lo 

hace m§s vulnerable a un ataque alcalino. 

Consecuencias biol·gicas del modelo del B-ADN  

El material gen®tico es capaz de almacenar la informaci·n gen®tica de un individuo. 

Adem§s, el material gen®tico es sensible a mutaciones, pero al disponer de la hebra 

complementaria, permite su reparaci·n. 

Por otra parte, el material gen®tico es replicado con precisi·n. 

El material gen®tico es expresado como un fenotipo.  

Variaciones de la estructura secundaria del ADN: forma Z y forma A del ADN  

Adem§s de la forma B-ADN de Watson y Crick, hay alomorfos del ADN como el A-ADN 

y el Z-ADN (Figura 1.7). Las conformaciones A, B y Z del ADN representan variantes 

estructurales de la doble h®lice que difieren en su geometr²a helicoidal, condiciones de 

estabilidad y disposici·n espacial de bases y az¼cares. Aunque comparten el mismo principio 

de complementariedad de bases, presentan diferencias relevantes desde el punto de vista 

fisicoqu²mico y funcional. 

El A-ADN que es el B-ADN, pero deshidratado; es decir, no es el que tenemos en nuestro 

organismo. Presenta h®lice dextr·gira al igual que el B-ADN, pero tiene aproximadamente 

11 pb por vuelta. Es m§s compacta, tiene una menor longitud por vuelta. El surco mayor es m§s 

profundo y estrecho; y el surco menor es m§s ancho y superficial. Las bases nitrogenadas se 

encuentran inclinadas respecto del eje helicoidal. 

El Z-ADN es una conformaci·n alternativa menos frecuente. Presenta h®lice lev·gira y 

aproximadamente 12 pb por vuelta. El esqueleto tiene disposici·n en zigzag (de all² su nombre). 

Su surco mayor es poco definido y el surco menor es estrecho y profundo. Se favorece en 

secuencias ricas en GC y en condiciones de alta concentraci·n salina. El Z-ADN hace referencia 

a regiones del B-ADN que est§n formadas por 6 nucle·tidos (CGCGCG), donde hay estas 

regiones, el giro de la h®lice no es dextr·giro sino lev·giro. El ADN Z puede aparecer 
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Ш transitoriamente en regiones reguladoras y se ha vinculado con procesos de regulaci·n g®nica 

y tensi·n torsional. 

 

 

Estructura de orden superior del ARN  

ǒ ARN de transferencia (ARNt): los ARNt forman una estructura de orden superior. 

ǒ ARN ribos·mico (ARNr): los ARNr en algunos casos pueden asociarse a otras 

prote²nas y adoptar la estructura de orden superior. 

Se conocen varios tipos distintos y est§n presentes en los ribosomas, org§nulos 

intracelulares implicados en la s²ntesis de prote²nas. Su estructura secundaria y terciaria 

presenta un plegamiento complejo que le permite asociarse tanto a las prote²nas integrales de 

los ribosomas como a otros ARN y participar en el proceso de s²ntesis proteica. 

Estructuras de orden superior del ADN 

Para adoptar una estructura de orden superior, el ADN sufre lo que se llama condensaci·n, 

que abarca su superenrollamiento y empaquetamiento. El superenrollamiento tiene gran 

significado porque permite entender c·mo un ADN que es de gran magnitud puede alojarse en 

el n¼cleo de las c®lulas que tiene dimensiones mucho menores que las que tiene un ADN. Por 
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Ш ejemplo, un cromosoma humano tiene una longitud de 17-85 mm, mientras que cuando se 

compacta y se condensa queda de 4-6 Õm. 

Se entiende por superenrollamiento (enrollar algo que ya est§ enrollado) del ADN al 

retorcimiento o giro sobre s² mismo (que ya est§ enrollado); quiere decir que las dos hebras del 

ADN sufren enrollamiento mientras que la doble h®lice sufre superenrollamiento. 

Como se mencion· anteriormente, la condensaci·n del ADN se rige tambi®n por el 

empaquetamiento adem§s del superenrollamiento. El empaquetamiento de la mol®cula de ADN 

ocurre cuando esta se asocia a prote²nas, las histonas y las prote²nas no hist·nicas. El 

superenrollamiento causa tensi·n estructural en la mol®cula, la cual es modulada por la acci·n 

de topoisomerasas. Existen dos tipos de isomerasas, la topoisomerasa de tipo 1 que escinde, 

rompe, corta transitoriamente una hebra de ADN; mientras que las topoisomerasas de tipo 2 

cortan las dos hebras. 

Las histonas (H1, H2a, H2b, H3 y H4) son las principales prote²nas componentes del 

material gen®tico en eucariotas y su funci·n es estabilizar la estructura del ADN, contribuyendo 

a compactarla, para facilitar su empaquetamiento. Estructuralmente, las histonas constituyen 

una familia de prote²nas semejantes, de tama¶o relativamente peque¶o y con elevado contenido 

de amino§cidos b§sicos. Gracias a ello, muestran naturaleza policati·nica a pH fisiol·gico 

(numerosas cargas positivas en cada mol®cula) y se asocian fuertemente, mediante 

interacciones electrost§ticas, con los grupos fosfato del esqueleto del ADN (estos grupos fosfato 

est§n ionizados, o sea que tienen carga negativa). El grado de la condensaci·n de la mol®cula 

de ADN se regula por acetilaci·n y fosforilaci·n de las histonas, afectando as² a la accesibilidad 

del ADN para la transcripci·n. De este modo las histonas intervienen en el control de la 

expresi·n g®nica. 

Las prote²nas no hist·nicas (protaminas, HMG, esqueleto) tambi®n son importantes porque 

algunas, por ejemplo, son prote²nas que forman un esqueleto donde se va a ir enrollando y 

superenrollado el ADN. Hay muchas prote²nas no hist·nicas que no tienen una funci·n 

estructural que actuar§n en la replicaci·n, en la transcripci·n, en la regulaci·n del grado de 

condensaci·n de la cromatina. 

Niveles de condensaci·n del ADN 

Se puede estudiar la condensaci·n del ADN en niveles (Figura 1.8). El nucleosoma es la 

unidad b§sica de la cromatina que se llama fibra de 10 nm porque es el grosor o el di§metro de 

esta estructura. Est§ formado por 9 mol®culas de histonas (dos H2a, dos H2b, dos H3, dos H4 
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Ш y una H1) y 200 pb de ADN. La H1 es la base y es la histona de mayor tama¶o, interacciona 

por un lado con el exterior de la part²cula n¼cleo (la part²cula n¼cleo est§ formada por un 

oct§mero de histonas y 145 pb de ADN); por otro lado, interacciona con la mol®cula de ADN 

entrante y saliente del nucleosoma. 

La doble h®lice dextr·gira del ADN rodea a las histonas ahora en un sentido lev·giro 

(superenrollamiento negativo). El ADN queda expuesto sobre las histonas, est§ accesible para 

interaccionar con otras prote²nas. Tambi®n hay extremos amino terminales de las histonas que 

sobresalen de los nucleosomas y a trav®s de ellos sufren metilaci·n, acetilaci·n o fosforilaci·n, 

lo que produce alteraciones en la condensaci·n de la cromatina. Una misma mol®cula de ADN 

envuelve sucesivamente a distintos nucleosomas y los conecta entre s². La porci·n entre dos 

nucleosomas sucesivos se llama ADN espaciador o ligador. La fibra de 10 nm (nucleosoma) 

que se enrolla sobre s² misma, formando el solenoide el otro, el siguiente nivel de condensaci·n. 

Este solenoide o fibra de 30 nm contiene aproximadamente seis nucleosomas por cada vuelta 

de solenoide. El solenoide contin¼a enroll§ndose sobre s² mismo para formar lazos, bucles o 

asas radiales. De esta manera, el ADN est§ m§s enrollado sobre s² mismo formando como un 

andamiaje sobre un esqueleto proteico. Estos bucles constituyen lo que se conoce como 

unidades transcripcionales; es decir, que pueden tener un gen completo o varios genes que est§n 

regulados de forma com¼n, los cuales pueden desenrollarse y ser transcritos.  

El siguiente nivel de condensaci·n recibe el nombre de eucromatina; y si esta contin¼a 

enroll§ndose, conforma la heterocromatina, la cual ya no es tradicionalmente activa. El ¼ltimo 

nivel de compactaci·n es el cromosoma y finalmente, el cromosoma metaf§sico que se 

encuentra durante la metafase del ciclo celular y puede observarse con el microscopio ·ptico. 
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Ш EL LABORATORIO DE BIOLOGĉA MOLECULAR 

Para el desarrollo de los trabajos pr§cticos propuestos en esta gu²a, es necesario conocer 

las normas de seguridad de un laboratorio; identificar el uso y cuidado de los materiales, 

instrumentos y equipos de uso frecuente en el laboratorio de Biolog²a Molecular; y saber 

realizar soluciones. Por este motivo, se presentan en esta secci·n inicial tres apartados que 

deben leerse con atenci·n y dedicaci·n: normas de seguridad e higiene en el laboratorio; el 

laboratorio de biolog²a molecular y preparaciones de soluciones de trabajo.  

 

NORMAS DE SEGURIDAD E HIGIENE EN EL LABORATORIO 

El laboratorio es un espacio de aprendizaje, investigaci·n y construcci·n de conocimientos 

que exige responsabilidad y compromiso con la seguridad para proteger la salud de las personas 

y del ambiente. Estas normas buscan proteger la integridad de todas las personas, garantizar un 

ambiente de trabajo adecuado y fomentar h§bitos que los futuros docentes puedan replicar en 

sus pr§cticas educativas.  

La seguridad en el laboratorio no es solo un conjunto de reglas, sino una actitud frente al 

trabajo en el laboratorio. Como futuros profesores, es fundamental que comprendan estas 

normas no solo como un requisito de bioseguridad, sino tambi®n que las adopten desde el inicio 

como un ejemplo de buenas pr§cticas que deber§n transmitir a sus propios estudiantes para 

garantizar ambientes de ense¶anza seguros y responsables. 

Normas de seguridad generales 

Teniendo siempre presente que la seguridad en el laboratorio no es solo un conjunto de 

reglas, sino una actitud frente al trabajo cient²fico-acad®mico, las siguientes normas deben 

cumplirse durante el desarrollo de cada TP.  

¶ Utilizar guardapolvo, calzado cerrado y guantes para evitar el contacto de cualquier 

sustancia con la piel. 

¶ Mantener el cabello recogido. 

¶ No ingerir comida, bebidas ni chicle dentro del laboratorio. 

¶ Conocer la ubicaci·n y uso de los elementos de seguridad en el laboratorio: 

matafuegos, salidas de emergencia, duchas de seguridad, lavaojos y botiqu²n. 

¶ Identificar las §reas del laboratorio y los carteles con informaci·n de n¼meros de 

tel®fono a los que llamar en caso de emergencia. 

¶ Informar inmediatamente a las docentes ante cualquier accidente, derrame o incidente. 
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Ш 
¶ Dejar libres las rutas de escape o pasillos para permitir la libre circulaci·n (no bloquear 

con mochilas, muebles o equipos). 

¶ Ubicar los elementos personales (mochilas, abrigos) en los espacios de guardado. No 

dejarlos sobre las mesadas de trabajo o en el piso. 

¶ Identificar correctamente las muestras, reactivos que utiliza con la siguiente 

informaci·n: nombre del reactivo o muestra, concentraci·n si corresponde, propietario 

y fecha de elaboraci·n. 

¶ Lavarse las manos antes y despu®s de cualquier manipulaci·n de laboratorio y antes de 

retirarse del mismo. 

Normas de seguridad relacionadas con el orden y la limpieza del laboratorio 

El orden y la limpieza en el laboratorio son esenciales para trabajar de manera eficiente y 

segura. Las siguientes normas apuntan a mantener los espacios organizados para prevenir 

accidentes y contaminaciones, y tambi®n a favorecer el aprendizaje y promover h§bitos de 

responsabilidad como futuros docentes que transmitir§n en sus propias pr§cticas educativas.  

¶ Mantener despejadas y limpias las mesadas de trabajo para el desarrollo de los TP. 

¶ Colocar los reactivos y sustancias qu²micas en el sector de trabajo com¼n. 

¶ Descartar los residuos en los contenedores destinados para tal fin. 

¶ Al finalizar cada TP, limpiar el material utilizado y la zona de trabajo. 

¶ Usar de manera adecuada el material y equipamiento: manipular los instrumentos con 

cuidado, devolverlos a su lugar y reportar cualquier da¶o o mal funcionamiento. 

¶ Rotular y almacenar frascos y tubos claramente identificados para evitar confusiones. 

¶ Prohibir alimentos y bebidas dentro del laboratorio para prevenir contaminaciones. 

¶ Lavarse las manos antes y despu®s de cada pr§ctica. 

¶ Mantener un orden al registrar datos, cuadernos de laboratorio prolijos y actualizados, 

lo que tambi®n fomenta h§bitos de rigurosidad cient²fica. 

¶ Alentar el trabajo colaborativo para dejar el espacio com¼n en condiciones ·ptimas para 

el siguiente grupo. 

 

Normas de seguridad relacionadas con la utilizaci·n de productos qu²micos 

El manejo de productos qu²micos en el laboratorio exige precauci·n y conocimiento de sus 

riesgos potenciales. El trabajo con estos requiere especial atenci·n, ya que muchos de ellos 

pueden ser t·xicos, corrosivos, inflamables o contaminantes. Aplicar normas b§sicas de 
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Ш seguridad garantiza la protecci·n personal y colectiva, y permite desarrollar pr§cticas 

responsables que los futuros docentes deber§n tambi®n transmitir en su ejercicio profesional. 

¶ Usar elementos de protecci·n personal (ver normas de seguridad generales).  

¶ Previo al desarrollo de cada TP, leer el resumen de seguridad de los reactivos (ver Anexo 

1) que utilizar§, conocer sus riesgos y medidas de actuaci·n en caso de accidente. 

Ampliar la informaci·n buscando la ficha de seguridad de cada uno de los reactivos.  

¶ Rotular los recipientes de forma clara: nombre del compuesto, concentraci·n, fecha de 

preparaci·n y responsable. 

¶ Usar campana extractora para manipular reactivos vol§tiles, corrosivos o t·xicos. 

¶ Eliminar de manera segura los residuos siguiendo las indicaciones del protocolo de 

descarte espec²fico para cada sustancia. 

¶ No tocar con las manos los productos qu²micos y evitar pipetear con la boca, si bien en 

el laboratorio de Biolog²a Molecular se utilizan mayormente micropipetas. 

¶ No retornar nunca el exceso de producto qu²mico al recipiente de origen. 

¶ Utilizar puntas diferentes por cada reactivo utilizado. 

Normas de seguridad relacionadas con el tratamiento de los residuos 

El manejo adecuado de los residuos en el laboratorio es fundamental para garantizar la 

seguridad de todos los integrantes y para minimizar el impacto ambiental de las pr§cticas 

cient²ficas y acad®micas. En la Tabla 1.1 se presentan las normas b§sicas para eliminar 

(descartar o depositar) los materiales residuales (s·lidos, l²quidos no contaminantes, reactivos 

qu²micos) utilizados en los trabajos pr§cticos de Biolog²a Molecular con el fin de promover un 

trabajo responsable, ordenado y en cumplimiento de la normativa institucional vigente. 

Aspectos para considerar durante su trayecto en el desarrollo de cada TP de Biolog²a 

Molecular 

Cada TP es una oportunidad para integrar teor²a y pr§ctica, aplicar el m®todo cient²fico y 

adquirir habilidades fundamentales tanto en la investigaci·n como en la docencia. Cada uno de 

los TP se organiza en dos instancias complementarias: una clase de taller te·rico-pr§ctico y otra 

clase pr§ctica en laboratorio o en aula de inform§tica. En la primera, se abordan los 

fundamentos conceptuales, la lectura y el an§lisis de protocolos, de casos, la discusi·n de 

resultados y la interpretaci·n de datos experimentales, la resoluci·n de situaciones 

problem§ticas ficticias, promoviendo el pensamiento cr²tico y el trabajo colaborativo. En la 

segunda instancia, los estudiantes aplican los conocimientos adquiridos mediante la realizaci·n 
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Ш de experiencias experimentales o el uso de herramientas digitales de an§lisis molecular, 

fortaleciendo las competencias t®cnicas y metodol·gicas necesarias para su formaci·n 

cient²fica y docente. 

 

Tabla 1.1. Tratamiento de los residuos generados en los TP de Biolog²a Molecular. 

Tipo de residuo Ejemplos comunes Tratamiento/eliminaci·n 

Soluciones tamp·n 

simples 

Tris/HCl, acetatos, fosfatos, 

PBS 

Diluir con abundante agua y eliminar por el 

sistema de drenaje cloacal.  

Soluciones tamp·n 

con detergente 

SDS, Trit·n X-100, Tween 20 Depositar en contenedor de residuos 

l²quidos con detergentes. 

Reactivos t·xicos, 

corrosivos 

Fenol, cloroformo,  

ɓ-mercaptoetanol,  

Depositar en envases herm®ticos etiquetados 

para tal fin. Nunca en el desag¿e.   

Solventes org§nicos  Etanol, isopropanol Depositar en contenedor de residuos 

org§nicos l²quidos. 

Colorantes de 

§cidos nucleicos 

GelRed (usado en los TP) Depositar en contenedores para tal fin como 

residuo qu²mico peligroso. 

Sales inorg§nicas 

no peligrosas 

NaCl, KCl, NaOH diluido, 

HCl diluido 

Diluir con abundante agua y eliminar por el 

sistema de drenaje cloacal.   

Medios de cultivo 

l²quido  

LB, YPD Esterilizar en autoclave y descartar por 

sistema de drenaje cloacal.  

Geles de agarosa 

con colorantes 

GelRed Depositar en contenedores para tal fin como 

residuo s·lido peligroso 

Pl§sticos 

contaminados 

Puntas, tubos de 0,2; 0,6; 1,5; 

2; 15 o 50 mL con restos de 

reactivos 

Si es solo con soluciones tamp·n, descartar 

como residuos comunes. Si tienen reactivos 

t·xicos o colorantes, descartar en 

contenedores como residuo qu²mico s·lido. 

Residuos 

biol·gicos 

Cultivos bacterianos, restos de 

micelios, muestras de sangre, 

esputo. 

Esterilizar en autoclave y eliminar como 

residuo biol·gico en contenedores para tal 

fin.  

SDS: dodecil sulfato de sodio; NaCl: cloruro de sodio; KCl: cloruro de potasio; NaOH: hidr·xido de 

sodio; HCl: §cido clorh²drico; LB: medio Lysogeny broth para cultivo bacteriano; YPD: medio extracto 

de levadura, peptona y dextrosa para cultivo de levaduras. 

 

A lo largo de cada TP, se incluyen apartados destinados a la reflexi·n docente y se proponen 

actividades did§cticas donde se invita a los estudiantes a analizar los contenidos y actividades 

desde una mirada pedag·gica. Estos espacios buscan vincular la experiencia cient²fica con la 

pr§ctica educativa, promoviendo la construcci·n del rol docente, la elaboraci·n de propuestas 

did§cticas y la integraci·n de la Biolog²a Molecular en contextos de ense¶anza diversos. 

Por todo lo expuesto, los TP son m§s que procedimientos t®cnicos, son oportunidades para 

aprender a pensar, observar, analizar y ense¶ar ciencia. Para aprovechar al m§ximo estas 

experiencias, se recomienda tener en cuenta los siguientes aspectos: 
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Ш 
¶ Lectura previa: revisar los objetivos y la introducci·n te·rica e identificar los conceptos 

clave y relacionarlos con los contenidos ya vistos en la clase te·rica y en el taller. 

¶ Preparaci·n personal: concurrir al laboratorio con guardapolvo, guantes descartables, 

cuaderno y material de escritura. 

¶ Desarrollo en el laboratorio: seguir cuidadosamente los procedimientos indicados por 

las docentes y respetar las normas de higiene, orden y seguridad. Registrar en el 

cuaderno de laboratorio cada paso, observaci·n y resultado, incluso si difiere de lo 

esperado. 

¶ Trabajo colaborativo: coordinar las tareas dentro del grupo para favorecer el trabajo en 

equipo. 

¶ An§lisis de resultados: comparar lo obtenido con lo esperado seg¼n la teor²a y 

reflexionar sobre posibles errores, limitaciones y aplicaciones de la t®cnica utilizada. 

Discutir las observaciones con el grupo y con el docente. 

¶ Actividades complementarias: realizarlas y relacionar los resultados con temas vistos 

en otras asignaturas como Biolog²a Celular y Gen®tica. 

Reflexi·n para la pr§ctica docente 

En los pr·ximos TP, se sugiere identificar qu® aspectos de estos podr²an ser ¼tiles para 

ense¶ar biolog²a en otros niveles educativos y reflexionar sobre c·mo adaptar la experiencia a 

diferentes contextos escolares. Asimismo, en cada uno, se les ofrecer§ una actividad en este 

§mbito que pueden considerar y practicar en sus quehaceres educativos.  
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Ш TALLER Y TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 1: EL LABORATORIO DE BIOLOGĉA 

MOLECULAR - EXTRACCIčN DE ADN 

OBJETIVOS 

Los objetivos del taller n.Ü 1 son:  

¶ Reconocer la distribuci·n de los sectores materiales, reactivos y equipos del 

laboratorio de Biolog²a Molecular. 

¶ Profundizar en las unidades de concentraci·n utilizadas en Biolog²a Molecular. 

¶ Identificar potenciales muestras para extracci·n de ADN, comprendiendo este 

procedimiento. 

 

Los objetivos del TP n.Ü 1 son: 

¶ Manejar con precisi·n instrumentos volum®tricos como micropipetas autom§ticas. 

¶ Conocer y poner en pr§ctica los pasos fundamentales de la extracci·n de ADN 

comprendiendo el rol de cada reactivo en el proceso. 

¶ Desarrollar competencias t®cnicas y actitudinales en el laboratorio, incorporar buenas 

pr§cticas de bioseguridad, manejo responsable de reactivos y trabajo colaborativo. 

 

FUNDAMENTO TEčRICO DEL LABORATORIO DE BIOLOGĉA MOLECULAR 

El laboratorio de Biolog²a Molecular es un espacio dise¶ado para el estudio de los procesos 

que ocurren a nivel del §cido desoxirribonucleico (ADN), §cido ribonucleico (ARN) y 

prote²nas, permitiendo comprender las bases moleculares de la vida. Constituye un entorno de 

aprendizaje pr§ctico en el que se integran conocimientos de Biolog²a Celular, Gen®tica y 

Qu²mica Biol·gica. El laboratorio de Biolog²a Molecular es un entorno que combina la teor²a 

con la pr§ctica, donde los estudiantes aprenden no solo a manejar t®cnicas y equipos 

especializados, sino tambi®n a trabajar con responsabilidad, seguridad y sentido cr²tico. 

Ćreas principales del laboratorio de biolog²a molecular 

Un laboratorio de biolog²a molecular se divide en diferentes sectores, cada uno con 

funciones espec²ficas: 

¶ Ćrea de manejo de muestras, preparaci·n de reactivos y soluciones. Incluye mesadas 

con instrumentos b§sicos para la manipulaci·n de muestras y cultivos; y para pesar 

reactivos, preparar diluciones. 

¶ Ćrea de extracci·n de macromol®culas: con equipos de rutina como v·rtex, bloques 

t®rmicos, macro y microcentr²fugas para extraer ADN, ARN y prote²nas. 
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Ш 
¶ Ćrea de visualizaci·n y cuantificaci·n de macromol®culas. En esta zona se encuentran 

equipos especializados como cubas electrofor®ticas, nanodrop, transiluminador, 

espectrofot·metro para visualizar y cuantificar ADN, ARN y prote²nas 

¶ Ćrea de amplificaci·n de §cidos nucleicos. Esta zona est§ situada de manera restrictiva, 

su acceso es solo para usuarios capacitados en este proceso para evitar contaminaciones 

cruzadas. En ella se encuentran equipos especializados como termocicladores comunes 

y real time para amplificaci·n de ADN y ARN; instrumentos como micropipetas y 

materiales de pl§stico destinados a usarse ¼nicamente en esta zona.  

¶ Ćrea de conservaci·n de muestras: con freezers y heladeras para almacenamiento de 

reactivos y material biol·gico. 

Instrumentos y equipos habituales 

En el laboratorio de Biolog²a Molecular se utilizan instrumentos que permiten la 

manipulaci·n precisa de peque¶as cantidades de material y la obtenci·n de resultados 

confiables. En la Figura 1.9 se muestran los instrumentos y equipos m§s utilizados en el 

desarrollo de los TP de Biolog²a Molecular.  

Materiales y elementos de uso frecuente 

Adem§s de los equipos, en el desarrollo de los TP de Biolog²a Molecular se trabaja con 

materiales de laboratorio b§sicos y descartables (Figura 1.10). Tambi®n, parte elemental de este 

tipo de laboratorio son los reactivos, sustancias que interact¼an y provocan una reacci·n 

qu²mica para revelar la presencia o medir la cantidad de otra sustancia (drogas, colorantes). 
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Ш 
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Ш 

 

 

FUNDAMENTO TEčRICO SOBRE PREPARACIčN DE SOLUCIONES USADAS EN 

EL LABORATORIO DE BIOLOGĉA MOLECULAR 

En la ense¶anza de la Biolog²a Molecular, los docentes se enfrentan a un desaf²o que parece 

parad·jico: volver a lo b§sico para alcanzar lo complejo. La preparaci·n de soluciones, que 
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Ш podr²a asumirse como un conocimiento ñya adquiridoò, requiere ser abordada expl²citamente 

incluso con estudiantes avanzados. 

En este campo, se trabaja con reactivos de alta pureza y elevado costo, dise¶ados para 

evitar contaminaciones que arruinar²an un procedimiento. Otro aspecto distintivo es el manejo 

de vol¼menes extremadamente peque¶os, incluso menores a microlitros, y cantidades de masa 

en el orden de picomoles. En este contexto, la disciplina es obligatoria ya que cualquier error 

de c§lculo o de manipulaci·n puede comprometer seriamente la calidad de un experimento o 

invalidar los resultados obtenidos.  

No obstante, la ense¶anza de estas pr§cticas no debe transmitir ¼nicamente la idea de rigor 

y cuidado extremo. Tambi®n debe abrir un espacio para mostrar que la experiencia y el criterio 

docente permiten, en determinados contextos, adaptar concentraciones o vol¼menes a los 

objetivos de cada t®cnica. As², el estudiante aprende que la Biolog²a Molecular no es solo seguir 

protocolos al pie de la letra, sino tambi®n desarrollar un pensamiento cr²tico y flexible, 

indispensable para la pr§ctica cient²fica y docente. 

Concepto y tipo de soluciones 

En el trabajo de laboratorio, la noci·n de soluci·n es uno de los pilares fundamentales. Se 

llama soluci·n (o disoluci·n) al sistema homog®neo que se forma cuando una sustancia se 

dispersa uniformemente en otra, constituyendo una sola fase visible. En este sistema, el solvente 

o disolvente es el componente en el cual ocurre la dispersi·n y el soluto es el compuesto que se 

disuelve y, por lo general, se encuentra en menor proporci·n. Los solutos pueden presentarse 

en cualquier estado de la materia. 

La capacidad de un solvente para disolver un soluto no es infinita, depende de la naturaleza 

qu²mica de ambos y de la temperatura. Cuando el solvente contiene la m§xima cantidad de 

soluto que puede disolver a una determinada temperatura, se trata de una soluci·n saturada. Si 

se intenta a¶adir m§s soluto, este precipitar§, generando una soluci·n sobresaturada. 

Desde un punto de vista pr§ctico y t®cnico, las soluciones se clasifican en diluidas cuando 

la cantidad de soluto es baja; concentradas, cuando la cantidad de soluto es mayor; saturadas, 

cuando la cantidad de soluto es la m§xima que puede disolverse; sobresaturadas, cuando la 

cantidad de soluto es mayor a la que el solvente puede mantener en disoluci·n estable. 
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Ш Unidades de concentraci·n m§s usadas para preparar soluciones en biolog²a molecular 

Para caracterizar una soluci·n resulta imprescindible conocer su concentraci·n, que 

expresa la cantidad de soluto presente en una cantidad determinada de solvente o de soluci·n. 

La concentraci·n puede expresarse mediante: 

¶ Unidades f²sicas de concentraci·n expresan la cantidad de soluto en relaci·n con la 

soluci·n o el solvente, utilizando masa y volumen como referencia. 

¶ Unidades qu²micas de concentraci·n permiten relacionar directamente la cantidad de 

soluto con el n¼mero de part²culas (moles o equivalentes).  

Las unidades f²sicas son ¼tiles en preparaciones r§pidas y rutinarias, mientras que las 

unidades qu²micas permiten un control exacto de la cantidad de mol®culas involucradas en los 

experimentos. En la Tabla 1.2 se detallan y ejemplifican las unidades f²sicas y qu²micas m§s 

utilizadas en el laboratorio de Biolog²a Molecular. Durante el desarrollo de TP se utilizar§ la 

molaridad debido a que resulta m§s pr§ctica porque solo es necesario conocer el peso molecular 

del reactivo y no requiere manejar el n¼mero de equivalentes qu²micos, ni tampoco la densidad 

del disolvente. 

 

Tabla 1.2. Unidades f²sicas y qu²micas de concentraci·n usadas en el laboratorio de Biolog²a 

Molecular. 

Tipo de unidad Expresi·n  Definici·n  Ejemplo  

F²sicas 

% m/v (sto/sn) 
g de soluto en 100 mL de  

soluci·n  

5 % m/v de NaCl = 5 g de NaCl 

en 100 mL de soluci·n 

% m/m (sto/sn) 
g de soluto en 100 g de soluci·n 10 % m/m de glucosa = 10 g de 

glucosa en 100 g de soluci·n 

% v/v (sto/sn) 
mL de soluto en 100 mL de 

soluci·n 

30 % v/v de etanol = 30 mL de 

etanol en 100 mL de soluci·n 

% m/v (sto/ste) 
g de soluto en 100 mL de  

solvente 

7 % m/m de NaOH = 7 g 

NaOH en 100 mL de solvente 

% v/v (sto/ste) 
g de soluto en 100 g de solvente 2 % v/v de etanol = 2 mL de 

etanol en 100 mL de solvente 

 

 

 

 

Qu²micas 

Molaridad (M) 
n.Ü de moles de soluto por L de 

soluci·n: M = moles de soluto 

                L de soluci·n 

1 M NaCl = 58,44 g de NaCl 

en 1 L de soluci·n 
 

Molalidad (m) 
n.Ü de moles de soluto por 1000 g 
de solvente: m = moles de soluto 

                      1000 g de solvente 

 0,5 m glucosa = 0,5 mol de   

glucosa en 1000 g de agua 

Normalidad  

n.Ü de equivalentes qu²micos de 

soluto por L de soluci·n:  

N = equivalentes de soluto 

               L de soluci·n 

 

Sto: soluto; ste: solvente; sn: soluci·n.  
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Ш Preparaci·n de soluciones de trabajo a partir de soluciones madre 

En Biolog²a Molecular, los vol¼menes y masas de trabajo son extremadamente peque¶os, 

lo que dificulta la preparaci·n directa de soluciones a la concentraci·n final deseada. Por este 

motivo, es una pr§ctica habitual elaborar soluciones madre o soluciones stock a concentraciones 

altas que luego pueden ser diluidas seg¼n necesidad. 

Este procedimiento ofrece varias ventajas: se reduce el margen de error en la medici·n ya 

que se pesa en cantidades mayores de soluto; minimiza la contaminaci·n de reactivos ya que 

se manipulan con menor frecuencia y por menos operarios, y se optimiza el tiempo de trabajo 

en el laboratorio, evitando tener que pesar reiteradamente los mismos compuestos cada vez que 

se preparan nuevas soluciones. 

En la pr§ctica, las soluciones madre se formulan a alta concentraci·n, se ajustan al pH 

requerido, se pueden esterilizar seg¼n la naturaleza del compuesto, y se conservan a 4 o 20 ÁC 

durante el tiempo que garantice su estabilidad. Para realizar las soluciones de trabajo a partir de 

las soluciones madre, se debe diluirlas a la concentraci·n deseada siguiendo la siguiente 

ecuaci·n de equivalencia:  

ὅὠ ὅὠ 

donde, Ci es concentraci·n inicial e indica la concentraci·n de la soluci·n madre; Vi es volumen 

inicial e indica el volumen que se debe tomar de la soluci·n madre para llegar a la concentraci·n 

final de la soluci·n de trabajo; Cf es concentraci·n final de la soluci·n de trabajo; y Vf es 

volumen final y representa el volumen de soluci·n de trabajo que se desea preparar.  

 

Ejemplo pr§ctico de preparaci·n de soluciones madre  

Se debe preparar las siguientes soluciones madre para luego preparar una soluci·n de 

extracci·n de ADN micelial. Estas son las soluciones madre a preparar:  

50 mL de Tris 1 M 

10 mL de EDTA 0,5 M 

25 mL de NaCl 5 M  

20 mL de dodecil sulfato de sodio (SDS) 20 %. 

Resoluci·n  

Tris: 2-amino-2-(hidroximetil)-1,3-propanodiol, compuesto b§sico que se usa para 

preparar soluciones tamp·n y como agregado en reactivos de lisis, purificaci·n y suspensi·n de 

§cidos nucleicos. Su peso molecular es 121,1 g/mol. Necesitamos preparar 50 mL de Tris a una 
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Ш concentraci·n 1 M. Esto significa una soluci·n de 1 mol de Tris por cada 1000 mL (1 L) de 

soluci·n y 1 M de Tris es 121,1 g/L. Entonces: 

1000 mL de soluci·n éé.. 121,1 g 

50 mL de soluci·n ééé.. x 

x = (50 mL x 121,1 g)/1000 mL 

x = 6,05 g de Tris 

En la pr§ctica se pesar§ 6,05 g de Tris para preparar 50 mL de una soluci·n madre de Tris 

a una concentraci·n 1 M.   

EDTA: §cido etilendiaminotetraac®tico, es un quelante de iones y se usa en soluciones de 

extracci·n de ADN y soluciones tamp·n para corridas electrofor®ticas. Su peso molecular es 

362 g/mol. Necesitamos preparar 10 mL de EDTA a una concentraci·n de 0,5 M. Esto significa 

una soluci·n de 0,5 mol de EDTA por cada 1000 mL de soluci·n y 1 M de EDTA es 362 g/L. 

Entonces: 

1 M de EDTA ééé 362 g/L 

0,5 M de EDTA éé. x  

x = (0,5 M x 362 g/L)/1 M 

x = 181 g/L 

1000 mL de soluci·n 0,5 M éé.. 181 g 

10 mL de soluci·n 0,5 M ........é.. x 

x = (10 mL x 181 g)/1000 mL 

x = 1,81 g de EDTA 

En la pr§ctica se pesar§ 1,81 g de EDTA para preparar 10 mL de una soluci·n madre de 

EDTA a una concentraci·n de 0,5 M.   

NaCl: cloruro de sodio; las sales se agregan para estabilizar el medio salino y contribuir a 

la lisis de las paredes celulares (en bacterias, vegetales y hongos) y de las membranas 

biol·gicas. Su peso molecular es 58,44 g/mol. Necesitamos preparar 25 mL de NaCl a una 

concentraci·n de 5 M. Esto significa una soluci·n de 5 moles de NaCl por cada 1000 mL de 

soluci·n y 1 M de NaCl es 58,44 g/L. Entonces: 

1 M de NaCl ééé 58,44 g/L 

5 M de NaCl éé.... x  

x = (5 M x 58,44 g/L)/1 M 

x = 292,2 g/L 
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Ш 1000 mL de soluci·n 5 M éé.. 292,2 g 

25 mL de soluci·n 5 M ........é.. x 

x = (25 mL x 292,2 g)/1000 mL 

x = 7,30 g de NaCl 

En la pr§ctica se pesar§ 7,30 g de NaCl para preparar 25 mL de una soluci·n madre de 

NaCl a una concentraci·n de 5 M.   

SDS: dodecil sulfato de sodio, es un detergente ani·nico fuerte usado en soluciones de 

extracci·n de ADN, cuyas funciones principales son romper la bicapa lip²dica de las membranas 

celulares y nucleares, liberando el contenido intracelular, incluido el ADN; y desnaturalizar las 

prote²nas asociadas al ADN (incluidas las nucleasas que podr²an degradarlo). En este caso, no 

es necesario conocer su peso molecular debido a que se usar§ una unidad f²sica de 

concentraci·n. Necesitamos preparar 20 mL de SDS a una concentraci·n de 20 % m/v. Esto 

significa una soluci·n de 20 g de SDS por cada 100 mL de soluci·n. Entonces: 

100 mL de soluci·n éé.. 20 g de SDS  

20 mL de soluci·n éé.... x  

x = (20 mL x 20 g)/100 mL 

x = 4 g 

En la pr§ctica se pesar§ 4 g de SDS para preparar 20 mL de una soluci·n madre de SDS a 

una concentraci·n de 20 % m/v. 

 

Ejemplo pr§ctico de preparaci·n de soluciones de trabajo con la ecuaci·n de equivalencia  

Se debe preparar 5 mL de una soluci·n de extracci·n de ADN micelial. La f·rmula de la 

soluci·n de trabajo es la siguiente: Tris 100 mM; EDTA 50 mM; NaCl 300 mM; SDS 2 %  

Las soluciones madre son las que se prepararon anteriormente: Tris 1 M; EDTA 0,5 M; 

NaCl 5 M y SDS 20 %. 

Resoluci·n 

Soluci·n de trabajo de Tris 0,1 M: 

Para calcular lo solicitado, aplicaremos la f·rmula: CiVi = CfVf.  

Se despeja Vi para calcular la cantidad de soluci·n madre que se debe tomar para preparar 

la soluci·n de trabajo:  Vi = (Cf x Vf)/Ci  

                                      Vi = (0,1 M x 5 mL)/1M 

      Vi = 0,5 mL            
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Ш Soluci·n de trabajo de EDTA 0,05 M (50 mM):  

Para calcular lo solicitado, aplicaremos la f·rmula: CiVi = CfVf.  

Se despeja Vi para calcular la cantidad de soluci·n madre que se debe tomar para preparar 

la soluci·n de trabajo:  Vi = (Cf x Vf)/Ci  

                                      Vi = (0,05 M x 5 mL)/0,5 M 

      Vi = 0,5 mL            

Soluci·n de trabajo de NaCl 0,3 M (300 mM):   

Para calcular lo solicitado, aplicaremos la f·rmula: CiVi = CfVf.  

Se despeja Vi para calcular la cantidad de soluci·n madre que se debe tomar para preparar 

la soluci·n de trabajo:  Vi = (Cf x Vf)/Ci  

                                      Vi = (0,3 M x 5 mL)/5 M 

      Vi = 0,3 mL            

Soluci·n de trabajo de SDS 2 %: 

Para calcular lo solicitado, aplicaremos la f·rmula: CiVi = CfVf.  

Se despeja Vi para calcular la cantidad de soluci·n madre que se debe tomar para preparar 

la soluci·n de trabajo:  Vi = (Cf x Vf)/Ci  

                                      Vi = (2 % x 5 mL)/20 % 

      Vi = 0,5 mL            

En la pr§ctica, 5 mL de la soluci·n de trabajo se preparar²a de la siguiente forma: 

Tris 1 M ééééé..é. 0,5 mL 

EDTA 0,5 M ééééé 0,5 mL 

NaCl 5 M ééééé.é 0,3 mL 

SDS 20 % éé................ 0,5 mL 

Agua destilada cantidad suficiente para (c.s.p.) 5 mL (3,2 mL) 

 

Reflexi·n para la pr§ctica docenteЮ 
Ense¶ar a calcular las concentraciones de soluciones trasciende el aspecto matem§tico. Se 

trata de un ejercicio que integra conceptos fundamentales de Qu²mica, Biolog²a Molecular y 

Pr§cticas, y que pone en juego habilidades cognitivas de gran valor para la formaci·n 

acad®mica-cient²fica. 

En primer lugar, el c§lculo de diluciones invita a los estudiantes a relacionar teor²a y 

pr§ctica: comprender qu® significa una molaridad, c·mo se transforma en masa de reactivo a 
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Ш pesar, y de qu® manera una soluci·n concentrada puede derivar en m¼ltiples soluciones de 

trabajo seg¼n la necesidad experimental. Este proceso convierte a la matem§tica en una 

herramienta de resoluci·n de problemas reales y no en un fin en s² misma. El c§lculo de 

soluciones no solo fortalece la comprensi·n de conceptos qu²micos, sino que tambi®n ejercita 

la precisi·n, el razonamiento l·gico y la capacidad de planificar un procedimiento. Estas 

competencias son transferibles a otros contextos de la vida acad®mica y profesional. Subrayar 

la importancia de medir con exactitud y de seguir un razonamiento ordenado refuerza h§bitos 

de trabajo seguro en el laboratorio. Los errores de c§lculo pueden afectar no solo la validez de 

los resultados experimentales, sino tambi®n la seguridad de los propios estudiantes. Adem§s, se 

resalta el valor pedag·gico de la flexibilidad ya que, aunque los protocolos establecen 

concentraciones exactas, la experiencia ense¶a que muchas veces es necesario adaptar 

diluciones o preparar soluciones a partir de lo disponible. Mostrar a los estudiantes que detr§s 

del c§lculo hay criterio y toma de decisiones fomenta la autonom²a y el juicio cr²tico en la 

pr§ctica experimental que sostendr§n su futuro rol como profesionales y docentes de la 

Biolog²a. 

 

FUNDAMENTO TEčRICO SOBRE LA EXTRACCIčN Y PURIFICACIčN DE ADN 

Hoy se sabe que la informaci·n gen®tica de todos los organismos est§ almacenada y 

transmitida de generaci·n en generaci·n en forma de ADN. Este hallazgo tiene una larga 

historia: hace m§s de un siglo, el bioqu²mico suizo Friedrich Miescher aisl· por primera vez 

esta mol®cula a partir de esperma de salm·n y la denomin· §cido nucleico. Una excepci·n 

interesante son los virus: aunque no se consideran organismos vivos, su material gen®tico puede 

ser ADN o ARN, lo que los convierte en un ejemplo valioso para comprender la diversidad de 

estrategias biol·gicas. 

En este sentido, con el tiempo se descubri· que en realidad existen dos tipos de §cidos 

nucleicos en las c®lulas: el ADN y el ARN. En las c®lulas eucariotas el ADN se encuentra en el 

n¼cleo de las c®lulas eucariotas, hecho que se confirm· cuando Feulgen introdujo una tinci·n 

espec²fica para el ADN hace m§s de siete d®cadas. El ARN, en cambio, se localiza en mayor 

proporci·n en el citoplasma. En organismos procariotas, como las bacterias que carecen de 

n¼cleo, ambos §cidos nucleicos se encuentran dispersos en el citosol. 

Desde el punto de vista cuantitativo, los §cidos nucleicos son componentes esenciales de 

la c®lula, representando entre un 5 y un 15 % de su peso seco. Para dimensionar su importancia, 
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Ш una bacteria como Escherichia coli contiene alrededor de 0,1 picogramos (0,1 x 10-12 g)  de 

ADN por c®lula, y su mol®cula de ADN puede extenderse hasta 1 mm de longitud. Una c®lula 

humana t²pica posee cerca de 6 picogramos de ADN, y la longitud de su mol®cula, si se 

desplegara, alcanzar²a aproximadamente 174 cm o m§s. 

La mayor²a de las investigaciones en el §rea de la Biolog²a Molecular parten del 

aislamiento de §cidos nucleicos, base fundamental de herramientas moleculares usadas en 

servicio de diagn·sticos o investigaci·n cient²fica. La estructura del ADN lo convierte en una 

mol®cula sensible al estr®s mec§nico: su gran longitud facilita que se fragmente con facilidad 

durante las pr§cticas rutinarias de laboratorio. Sin embargo, una vez aislado, el ADN es 

relativamente estable y puede conservarse a -20 ÁC, deshidratado en etanol, en soluciones buffer 

est®riles o agua. 

Es importante destacar que las c®lulas contienen, adem§s del ADN, muchas otras 

mol®culas complejas. Por ello, el aislamiento del ADN requiere aplicar t®cnicas espec²ficas que 

permitan separarlo del resto de los componentes celulares. La extracci·n de ADN es un 

procedimiento esencial en biolog²a molecular, ya que permite disponer del material gen®tico en 

una forma pura y estable para garantizar el ®xito de t®cnicas posteriores, como la Reacci·n en 

Cadena de la Polimerasa (PCR, del ingl®s Polymerase Chain Reaction) secuenciaci·n, 

clonaci·n o an§lisis gen·mico. Estos procedimientos var²an en complejidad y pureza alcanzada, 

y seg¼n el origen de la muestra, pero en general comparten una serie de etapas b§sicas comunes 

que ser§n objeto de estudio en este TP. Los protocolos de extracci·n de ADN que se utilizan de 

rutina en los laboratorios incluyen las siguientes etapas: 

1. Lisis celular 

2. Purificaci·n   

3. Precipitaci·n 

4. Lavado, rehidrataci·n y almacenamiento  

1. Lisis celular 

El ®xito de la extracci·n de ADN depende en gran medida de la primera etapa, la lisis. El 

objetivo es romper las estructuras que protegen al ADN dentro de la c®lula y liberar su contenido 

al medio. La estrategia de lisis depende de la naturaleza de la muestra (bacterias, tejidos 

animales, vegetales, hongos o sangre), pero en todos los casos implica la ruptura de membranas 

celulares y nucleares, as² como la inactivaci·n de nucleasas, enzimas que degradan el ADN. 

Para lograrlo se emplea una soluci·n de lisis combinada con diferentes m®todos: 
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Ш 
¶ F²sicos, como calor, congelaci·n/descongelaci·n, homogeneizaci·n mec§nica o 

sonicaci·n. 

¶ Qu²micos, como detergentes que disuelven l²pidos y prote²nas de membrana. 

¶ Enzim§ticos, como proteasas o lisozima, que degradan componentes espec²ficos de la 

c®lula. 

Cada componente de la soluci·n de lisis celular cumple una funci·n espec²fica que 

contribuye a la ruptura de las c®lulas, la liberaci·n del material gen®tico y la protecci·n del 

ADN frente a la degradaci·n. A continuaci·n, se describen las particularidades de los procesos 

de extracci·n de ADN seg¼n la naturaleza del material de partida. En el caso de muestras 

vegetales, f¼ngicas y bacterianas, son necesarias acciones extra como romper su pared celular. 

Otras veces, es necesario llevar a cabo una disgregaci·n previa cuando la muestra se trata de 

un tejido. M§s adelante, se detallan las funciones de los componentes m§s usados en diferentes 

soluciones de lisis celular, como detergentes, agentes quelantes de metales divalentes, y 

proteasas estables como la proteinasa K.  

Lisis celular de muestras vegetales  

La extracci·n de ADN a partir de tejidos vegetales presenta particularidades propias, 

debido a la compleja composici·n de sus c®lulas. A diferencia de las c®lulas animales, las 

c®lulas vegetales est§n rodeadas por una pared celular r²gida, compuesta principalmente por 

celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinas, lo que dificulta el acceso directo al contenido 

nuclear. La lisis celular en vegetales es un paso cr²tico y m§s complejo que en otros organismos, 

ya que requiere estrategias espec²ficas para superar la barrera de la pared celular y evitar 

contaminantes que comprometan la pureza del ADN. Entonces, el primer desaf²o consiste en 

lograr una disrupci·n eficiente de la pared celular, lo que se logra combinando m®todos 

mec§nicos, como la molienda del tejido fresco o congelado en nitr·geno l²quido, que fragiliza 

las c®lulas y facilita su ruptura; qu²micos, mediante el uso de detergentes como SDS que 

solubilizan las membranas y desnaturalizan prote²nas y enzim§ticos, empleando celulasas o 

pectinasas para degradar la pared. 

Otro inconveniente que surge en la extracci·n de ADN a partir de muestras vegetales es la 

activaci·n r§pida de enzimas nucleasas. Esto sucede debido a que la lisis celular puede 

prolongarse demasiado debido a la ruptura de las paredes celulares. Las nucleasas se activan y 

rompen el material gen®tico. Para evitar este inconveniente, se debe trabajar velozmente y a 

temperaturas bajas, para lo cual, previo a la extracci·n, se colocan los materiales que estar§n en 
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Ш contacto con la muestra vegetal (mortero, brazo del mortero, microtubos) a -20 ÁC. Los 

detergentes y compuestos desnaturalizantes de prote²nas presentes en las soluciones de 

extracci·n ayudan a inactivar las nucleasas y de este modo, a prevenir la destrucci·n del ADN.   

Un tercer desaf²o que conlleva la extracci·n de ADN de este tipo de muestras es la 

liberaci·n de numerosos compuestos propios de las c®lulas vegetales, como polisac§ridos, 

polifenoles y metabolitos secundarios, que pueden interferir en posteriores an§lisis moleculares. 

Ello resulta de la extrema divergencia que existe en la bioqu²mica de las especies vegetales. 

Para contrarrestar estos efectos, se utilizan agentes como el bromuro de cetiltrimetilamonio 

(CTAB), la polivinilpirrolidona (PVP) y el ɓ-mercaptoetanol.  

El CTAB es un detergente cati·nico que desnaturaliza la membrana celular y facilita la 

separaci·n de los polisac§ridos durante la purificaci·n. En este ¼ltimo caso, se hace uso de las 

diferentes solubilidades del ADN y polisac§ridos en CTAB dependiendo de la concentraci·n de 

cloruro de sodio. A mayores concentraciones de sal, los polisac§ridos son insolubles, mientras 

que a menores concentraciones el ADN es insoluble. Ajustando la concentraci·n de sal en los 

lisados que contienen CTAB, los polisac§ridos y el ADN pueden precipitarse de forma 

diferencial. Los tampones de extracci·n basados en CTAB se utilizan ampliamente para 

purificar el ADN de los tejidos vegetales. 

Los polifenoles, al liberarse durante la maceraci·n y lisis celular, tienden a oxidarse y 

formar compuestos que se unen fuertemente al ADN y a las prote²nas, interfiriendo con la 

extracci·n y afectando la calidad del material gen®tico. La PVP evita la oxidaci·n porque 

elimina los polifenoles uni®ndose a ellos mediante enlaces de hidr·geno y evitando que estos 

interact¼en con el ADN. De esta forma, se obtiene un ADN puro, sin contaminantes que puedan 

inhibir enzimas en estudios posteriores. Otros antioxidantes como el ɓ-mercaptoetanol 

previenen la oxidaci·n de fenoles y rompen los puentes disulfuros de las prote²nas. 

Lisis celular de muestras a partir de cultivos f¼ngicos o micelio 

El aislamiento de ADN a partir de cultivo f¼ngico es una t®cnica fundamental en biolog²a 

molecular, ya que permite disponer del material gen®tico necesario para estudios de 

identificaci·n, caracterizaci·n gen®tica, an§lisis filogen®tico o manipulaci·n biotecnol·gica. 

Los hongos presentan una pared celular compleja y resistente, compuesta principalmente por 

quitina, glucanos y prote²nas, lo que representa un desaf²o adicional para el proceso de 

extracci·n. Por ello, el primer paso cr²tico consiste en la lisis eficiente del micelio, combinando 

m®todos mec§nicos (trituraci·n o rompimiento por congelaci·n y maceraci·n), qu²micos 
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Ш (detergentes y agentes caotr·picos) y enzim§ticos (quitinasas, glucanasas, proteasas) que 

permitan romper la pared celular y liberar el ADN. Una vez liberado, el ADN debe ser separado 

de otros componentes celulares como polisac§ridos, prote²nas y metabolitos secundarios que 

suelen interferir en las reacciones posteriores. De esta manera, la extracci·n de ADN de micelio 

no solo constituye un paso t®cnico, sino tambi®n una etapa cr²tica de aprendizaje, donde los 

estudiantes pueden apreciar c·mo la estructura celular de los hongos condiciona las estrategias 

metodol·gicas empleadas en el laboratorio.  

Lisis celular en muestras a partir de cultivo bacteriano 

La lisis celular en la extracci·n de ADN bacteriano requiere tener en cuenta la naturaleza 

de la pared celular rica en peptidoglicano, aunque no es tan r²gida y estable como las paredes 

celulares vegetales. Eventualmente algunos protocolos combinan m®todos enzim§ticos, 

qu²micos y f²sicos. La lisozima es la enzima m§s usada en el tratamiento enzim§tico, esta 

degrada el peptidoglicano de la pared celular; en bacterias Gram positivas, con pared m§s 

gruesa, este paso es particularmente importante. La funci·n de agentes qu²micos como 

detergentes, el m§s usado es el SDS, es desestabilizar y solubilizar la bicapa lip²dica de la 

membrana plasm§tica y desnaturalizar prote²nas, incluidas las nucleasas. M®todos f²sicos 

complementarios como el calor suave o la sonicaci·n pueden favorecer la ruptura de 

membranas. En protocolos m§s sencillos, el uso de agitaciones mec§nicas contribuye a la 

disgregaci·n celular. 

Lisis celular de muestras de sangre entera  

La extracci·n de ADN a partir de muestras humanas, como sangre o mucosa bucal, implica 

procedimientos de lisis celular adaptados a las caracter²sticas de cada tipo de tejido. El objetivo 

principal es romper las membranas celulares y nucleares para liberar el material gen®tico, 

eliminando al mismo tiempo prote²nas y otros componentes que podr²an interferir en los an§lisis 

moleculares posteriores. En ambos casos, y al igual que con las muestras vegetales, bacterianas 

y f¼ngicas, la etapa de lisis es cr²tica; de su eficacia depende la calidad y cantidad del ADN 

recuperado. En este caso, no existe el impedimento de la pared celular, por lo que directamente 

se emplean detergentes para desestabilizar las membranas celulares al formar micelas con sus 

componentes lip²dicos.  

La sangre est§ compuesta por distintos tipos de c®lulas y elementos formes: los eritrocitos 

(gl·bulos rojos), que transportan ox²geno; los leucocitos (gl·bulos blancos), que participan en 

la defensa inmunol·gica; y las plaquetas, que intervienen en la coagulaci·n. En el contexto de 



 

 

 ΟΤ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш la extracci·n de ADN, tanto los eritrocitos maduros como las plaquetas no resultan de inter®s 

porque carecen de n¼cleo y, en consecuencia, no contienen ADN. Por este motivo, el proceso 

de lisis celular en sangre comienza con la eliminaci·n de eritrocitos mediante un tamp·n de 

lisis espec²fico que rompe su membrana y permite descartar su contenido. Las plaquetas, al ser 

fragmentos anucleados y muy peque¶os, se pierden en este mismo paso, ya que se desechan 

junto con el sobrenadante tras la centrifugaci·n. Las c®lulas de mayor inter®s son los leucocitos, 

que s² poseen n¼cleo; a partir de ellos se procede a la ruptura de sus membranas biol·gicas para 

acceder al material gen®tico. Para ello se utilizan detergentes como SDS o Trit·n X-100, que 

solubilizan l²pidos de membrana. Adem§s, se incorpora proteinasa K, que digiere prote²nas 

estructurales, histonas asociadas al ADN y nucleasas, asegurando as² la liberaci·n y protecci·n 

del ADN nuclear.  

Lisis celular de muestras de mucosa bucal  

Respecto a la lisis celular a partir de muestra de mucosa bucal, se debe tener en cuenta que 

estas c®lulas epiteliales contienen n¼cleos con ADN, pero en menor concentraci·n que la 

sangre, ya que las c®lulas de la mucosa bucal se desprenden con facilidad y suelen obtenerse 

mediante hisopados o enjuagues. La lisis se realiza de forma similar a la realizada a partir de 

sangre, usando detergentes para romper las membranas celulares y nucleares. Tambi®n, se 

adiciona proteinasa K con el mismo fin de degradar prote²nas. En algunos protocolos se a¶aden 

agentes caotr·picos, como el guanidinio, para desnaturalizar prote²nas y proteger al ADN de 

degradaci·n enzim§tica. 

Funciones de los componentes m§s usados en las soluciones de lisis celular 

En este apartado se detallan las funciones de los componentes m§s comunes en la 

elaboraci·n de soluciones de lisis celular.  

La funci·n de las soluciones tamp·n o buffers, como el Tris-HCl y fosfatos, es mantener 

el pH estable, protegiendo la integridad del ADN. El Tris-HCl con pH entre 7,5 y 8,0 es muy 

usado en biolog²a molecular. Los fosfatos tambi®n se emplean en algunos protocolos para 

mantener condiciones fisiol·gicas. 

Los detergentes como el SDS, Trit·n X-100, Tween-20, CTAB se usan para desestabilizar 

las membranas celulares y nucleares al solubilizar l²pidos y desnaturalizar prote²nas de 

membrana. Cada uno de estos detergentes tiene sus particularidades. El SDS es muy eficaz para 

la lisis en bacterias, sangre y mucosa, adem§s de desnaturalizar prote²nas. El Trit·n X-100 y el 

Tween-20 son detergentes no i·nicos, m§s suaves, ¼tiles cuando se requiere preservar algunas 
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Ш estructuras. El CTAB, adem§s de romper membranas, precipita polisac§ridos, por lo que se 

emplea en vegetales ricos en carbohidratos. 

Las sales caotr·picas como el guanidinio isotiocianato, guanidinio cloruro desnaturalizan 

prote²nas incluyendo las nucleasas y facilitan la separaci·n del ADN. Su uso es m§s com¼n en 

protocolos comerciales con columnas de s²lica, tanto en sangre como en mucosa, tejidos y 

cultivos celulares. 

Los quelantes, como el §cido etilendiaminotetraac®tico (EDTA), secuestran iones 

divalentes MgĮ , CaĮ, cofactores necesarios para la actividad de nucleasas. Indirectamente, el 

EDTA protege al ADN de la degradaci·n enzim§tica por nucleasas. Se encuentra presente en la 

mayor²a de las soluciones de lisis. 

Los agentes reductores como el ɓ-mercaptoetanol y el ditiotreitol (DTT) rompen enlaces 

disulfuro de prote²nas, ayudando a su desnaturalizaci·n. En vegetales, evitan la oxidaci·n de 

polifenoles que podr²an unirse al ADN e interferir en su pureza. 

Las sales como el NaCl, KCl, NH OAc, estabilizan el ADN cargado negativamente y 

ayudan a la disociaci·n de complejos prote²na-§cido nucleico.  

La sacarosa en altas concentraciones es un componente de la soluci·n de lisis para 

extracci·n a partir de muestras de sangre. El aporte osm·tico ejercido por la sacarosa permite 

la ruptura de las membranas de los gl·bulos rojos. En otras palabras, la sacarosa se usa a alta 

concentraci·n, pero los buffers de lisis est§n dise¶ados para ser hipot·nicos para los eritrocitos, 

de manera que el agua entra, los gl·bulos rojos se hinchan y se vuelven fr§giles. Luego, un 

detergente rompe la membrana f§cilmente, liberando el contenido de los eritrocitos para su 

eliminaci·n. 

Las enzimas como la proteinasa K digieren prote²nas, incluidas histonas que empaquetan 

al ADN, y eliminan nucleasas. Es la enzima universal utilizada en protocolos para extracci·n 

de ADN de diferentes muestras. En protocolos especializados se pueden usar otras enzimas 

como la lisozima, la cual rompe enlaces ɓ-1,4 en la pared de peptidoglucano bacteriano; las 

celulasas y pectinasas que degradan la pared vegetal; y las quitinasas y glucanasas que degradan 

la quitina y ɓ-glucanos de la pared de hongos. Usar enzimas en esta etapa significa que se inicia 

el proceso de purificaci·n del ADN al deshacerse de las prote²nas.  

Es importante quedarnos con el mensaje de que la soluci·n de lisis es mucho m§s que un 

ñrompe-c®lulasò; es una mezcla dise¶ada para desestructurar membranas y paredes celulares, 

inactivar nucleasas, desnaturalizar prote²nas, eliminar contaminantes y preservar el ADN 
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Ш intacto. Cada tipo de muestra requiere una combinaci·n particular de estos componentes, 

adaptada a su complejidad estructural. 

Una vez lograda la lisis, el ADN queda liberado en un extracto crudo que contiene adem§s 

prote²nas, l²pidos y otros §cidos nucleicos que deben eliminarse en etapas posteriores de 

purificaci·n, pero la eficiencia de la lisis celular es determinante para obtener una buena 

recuperaci·n y calidad del ADN. 

2. Purificaci·n del ADN 

Una vez realizada la lisis y las membranas celulares y organelas precipitadas tras la 

desnaturalizaci·n y centrifugaci·n, ADN se encuentra liberado, pero acompa¶ado de una gran 

variedad de mol®culas no deseadas: prote²nas, l²pidos, fragmentos de membrana, polisac§ridos, 

polifenoles y metabolitos secundarios, entre otros. Para poder utilizar este material gen®tico en 

t®cnicas de biolog²a molecular, es necesario realizar una purificaci·n, cuyo objetivo es separar 

el ADN de todos estos contaminantes, en particular de las prote²nas, y concentrarlo en una 

forma estable y accesible. Entre las estrategias cl§sicas de purificaci·n se encuentran la 

digesti·n de prote²nas, extracci·n por solventes org§nicos y precipitaci·n tras el aumento de la 

tensi·n i·nica del medio con el agregado de sales en alta concentraci·n.  

En la digesti·n de prote²nas con proteasas generalmente se emplea la proteinasa K, la cual 

degrada prote²nas estructurales y nucleasas al romper las uniones pept²dicas que involucran a 

amino§cidos alif§ticos, arom§ticos o hidrof·bicos. Como todas las enzimas, esta proteasa tiene 

un valor de temperatura ·ptima que puede variar de 37 a 65 ÁC, dependiendo del 

microorganismo del cual se obtuvo, por lo cual se requiere someter al extracto a esta 

temperatura, es importante leer las indicaciones del fabricante. Adem§s, la actividad de esta 

enzima puede ser aumentada por la adici·n al medio del detergente SDS.  

Otro m®todo muy utilizado para purificar el ADN de las prote²nas que acompa¶an al 

extracto es la extracci·n empleando solventes org§nicos, como fenol, cloroformo y alcohol 

isoam²lico. Suele utilizarse una mezcla de los solventes, donde el fenol desnaturaliza prote²nas, 

el cloroformo facilita la separaci·n de fases y el isoam²lico reduce la formaci·n de espuma. 

Como resultado, el ADN queda en la fase acuosa, mientras que prote²nas y l²pidos se concentran 

en la fase org§nica que ser§ eliminada junto con los solventes.  

Sin embargo, los solventes son inhibidores de muchas enzimas como la Taq polimerasa 

utilizada en la PCR. Adem§s, conllevan riesgos para la salud del operador ya que ambos 

solventes son vol§tiles, el fenol puede causar quemaduras y el cloroformo puede afectar a los 
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Ш hepatocitos. Por ello, se propone otra forma de extraer las prote²nas del extracto donde se 

encuentra el ADN, aumentar la tensi·n i·nica del medio mediante el agregado de sales en altas 

concentraciones. Las sales al disociarse en sus iones afectan la carga global de las prote²nas. 

Inicialmente, el agregado de bajas concentraciones de sales puede llegar a aumentar la 

solubilidad de las prote²nas en un fen·meno conocido como salting in, muy utilizado para la 

purificaci·n proteica. Sin embargo, a medida que aumenta la concentraci·n salina, la 

solubilidad de las prote²nas disminuye y estas terminan precipitando, pudiendo ser luego 

concentradas por centrifugaci·n y eliminadas f§cilmente.  

Existen otros m®todos de purificaci·n de ADN modernos y comerciales como las columnas 

de s²lica, las cuales basan su principio de acci·n en la uni·n del ADN a las matrices de s²lica 

en presencia de guanidinio. Las contaminantes se eliminan por lavados sucesivos y el ADN se 

recupera con agua libre de nucleasas o buffer de eluci·n. Otro m®todo son las perlas magn®ticas 

recubiertas, donde el ADN se une a la superficie magn®tica bajo ciertas condiciones de pH y 

sal. Luego, con un im§n se separan f§cilmente los complejos ADN-perla del resto de la muestra. 

Ambas t®cnicas son r§pidas, reproducibles e ideales para automatizaci·n y trabajo con m¼ltiples 

muestras, por lo que son muy usadas en laboratorios de diagn·stico. 

El ®xito de la purificaci·n no solo garantiza la integridad del ADN, sino tambi®n su pureza 

debido a que el ADN de alta calidad es fundamental para t®cnicas sensibles de biolog²a 

molecular.  

3. Precipitaci·n del ADN 

Una vez que el ADN ha sido liberado y separado de la mayor²a de las prote²nas y los 

l²pidos, es necesario concentrarlo y aislarlo en una forma que permita su manipulaci·n 

posterior. El ADN puede llegar a precipitar como un material fibroso, esto permite que pueda 

recogerse y purificarse de prote²nas o ARN que pudiesen coprecipitar durante este proceso. Para 

ello se emplea la precipitaci·n del ADN, un procedimiento cl§sico y fundamental en cualquier 

protocolo de extracci·n. Se fundamenta en las cargas negativas del ADN aportadas por los 

grupos fosfatos de su esqueleto. En condiciones acuosas normales, estas cargas lo mantienen 

soluble en el medio. Para lograr su precipitaci·n se combinan dos factores, la adici·n de sales 

y la adici·n de alcoholes. Los cationes Na , NH de las sales, como NaCl, acetato de sodio, 

acetato de amonio, neutralizan las cargas negativas del ADN, disminuyendo su repulsi·n 

electrost§tica, lo que facilita que las hebras de ADN se acerquen y se agreguen. Los alcoholes, 

como el etanol absoluto o el isopropanol, reducen la constante diel®ctrica de la soluci·n, 
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Ш disminuyendo la solubilidad del ADN en el medio acuoso. Como resultado, el ADN se aglomera 

y se separa de la soluci·n. En algunos protocolos, es necesario solo la adici·n de alcoholes para 

lograr la precipitaci·n del ADN. El etanol absoluto es el m§s com¼n porque permite lavados 

m§s efectivos, aunque requiere bajas temperaturas (-20 ÁC) y mayor volumen. El isopropanol 

necesita menos volumen y puede usarse a temperatura ambiente, pero suele arrastrar m§s sales. 

Cualquiera sea el alcohol usado, luego de una mezcla suave y reposo, se forma un precipitado 

blanco visible, el cual se recupera por centrifugaci·n, formando un pellet (del ingl®s, se refiere 

al precipitado concentrado en el fondo del tubo). 

La precipitaci·n del ADN es una estrategia simple, econ·mica y efectiva que transforma 

un extracto soluble en un material gen®tico concentrado y purificado. 

4. Lavado, rehidrataci·n y almacenamiento del ADN  

El pellet se lava con etanol al 70 % para eliminar restos de sales, impurezas, solvente o 

alcohol, que pueden llegar a interferir con el uso futuro de este ADN. Una vez lavado este pellet, 

el ADN se seca brevemente a temperatura ambiente. Si se desea secar m§s r§pidamente, se 

puede secar en bloque t®rmico, pero es importante que no supere los 60 ÁC para evitar la 

degradaci·n del ADN. Cualquiera sea el caso, es de suma importancia secar bien el pellet, el 

cual se resuspende en agua libre de nucleasas o en un buffer apropiado, como Tris-EDTA (TE). 

Luego, pueden almacenarse a bajas temperaturas por un per²odo considerable de tiempoЮШ 

La cantidad y calidad del ADN precipitado se eval¼an posteriormente por 

espectrofotometr²a y electroforesis. 

Un caso especial: aislamiento de pl§smidos 

La obtenci·n de ADN plasm²dico a partir de bacterias requiere un enfoque particular, ya 

que estos elementos gen®ticos difieren del cromosoma bacteriano. Los pl§smidos son mol®culas 

de ADN bicatenario, circular y extracromos·mico, capaces de replicarse de manera 

independiente del genoma bacteriano. Muchos de ellos portan genes que confieren ventajas 

adaptativas, como la resistencia a antibi·ticos, lo que les otorga gran relevancia en 

microbiolog²a cl²nica. Adem§s, en biolog²a molecular, los pl§smidos constituyen herramientas 

fundamentales, ya que funcionan como vectores en procesos de clonaci·n y expresi·n g®nica. 

El principio clave para aislar pl§smidos se basa en sus propiedades estructurales y de 

renaturalizaci·n. Tanto el ADN plasm²dico como el cromos·mico pueden desnaturalizarse 

mediante agentes qu²micos, pero al revertirse estas condiciones, los pl§smidos ðpor ser 

mol®culas peque¶as y superenrolladasð recuperan su estructura nativa con mayor rapidez y 
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Ш fidelidad. En contraste, el ADN cromos·mico, mucho m§s extenso, no logra renaturalizarse 

correctamente y se agrega, precipitando junto con restos celulares. 

Este fen·meno es aprovechado en la t®cnica cl§sica de lisis alcalina. Se utiliza una base 

fuerte, como NaOH, para desnaturalizar tanto el ADN bacteriano como el plasm²dico. 

Posteriormente, la adici·n de un §cido d®bil, como acetato de potasio, neutraliza la reacci·n, 

permitiendo que el ADN plasm²dico vuelva a su conformaci·n original y permanezca en 

soluci·n. Mientras tanto, el ADN cromos·mico precipita arrastrando prote²nas y otros residuos 

celulares. De esta manera, en la extracci·n de pl§smidos se aprovecha la diferencia en el 

comportamiento estructural del ADN durante los procesos de desnaturalizaci·n y 

renaturalizaci·n, lo que permite obtener ADN plasm²dico puro y utilizable en m¼ltiples 

aplicaciones experimentales. 

Es importante se¶alar que la manipulaci·n de las muestras debe hacerse con cuidado, 

evitando fuerzas mec§nicas excesivas (como agitaci·n vigorosa), que podr²an fragmentar el 

ADN cromos·mico y contaminar la preparaci·n plasm²dica. 

 

Reflexi·n para la pr§ctica docente 

Como hemos analizado, existen m¼ltiples estrategias para aislar y purificar ADN de 

manera efectiva, desde aquellas donde se utilizan recursos b§sicos hasta los kits comerciales, 

los cuales se usan cada vez m§s en la pr§ctica actual. Aunque la extracci·n en s² misma no es 

un proceso particularmente complejo, no debemos subestimar su relevancia: constituye el punto 

de partida esencial para la aplicaci·n de cualquier t®cnica de biolog²a molecular. La calidad del 

ADN obtenido impactar§ directamente en el ®xito de an§lisis posteriores como PCR, 

secuenciaci·n, clonaci·n o estudios de expresi·n g®nica.  

Por este motivo, como futuros docentes y formadores de nuevos profesionales, debemos 

transmitir la importancia de optimizar la extracci·n de acuerdo con el tipo de muestra y el uso 

previsto del ADN, cultivando en los estudiantes tanto el rigor t®cnico como el criterio 

experimental necesario para garantizar resultados confiables. Ense¶ar la extracci·n de ADN no 

debe reducirse a la simple ejecuci·n de pasos t®cnicos; es fundamental transmitir a los 

estudiantes que cada etapa del proceso tiene un prop·sito claro y un impacto directo en la 

calidad del material gen®tico obtenido. Explicar la lisis celular no solo es describir un 

procedimiento, sino tambi®n mostrar a los estudiantes c·mo se integran principios bioqu²micos 

y estructurales (enzimas, detergentes, arquitectura celular) en una t®cnica aplicada. Comprender 
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Ш por qu® se utilizan determinados agentes y no otros les permitir§ transferir este conocimiento a 

diferentes contextos experimentales. La purificaci·n representa mucho m§s que una limpieza: 

es la oportunidad de comprender c·mo separar el ADN de un entorno complejo, lleno de 

prote²nas, l²pidos, polisac§ridos y metabolitos que pueden comprometer cualquier an§lisis 

posterior. Esta etapa invita a reflexionar sobre la importancia de la selectividad en biolog²a 

molecular y sobre c·mo peque¶as decisiones metodol·gicas pueden marcar una gran diferencia 

en el resultado final. La precipitaci·n, por su parte, nos recuerda que el ADN, a pesar de su 

invisibilidad inicial, puede hacerse tangible. Observar la formaci·n del pellet blanco en el tubo 

es para muchos estudiantes el primer contacto visual con la mol®cula portadora de la 

informaci·n gen®tica. Rehidratar el ADN nos ense¶a que no basta con obtenerlo; es necesario 

estabilizarlo y conservarlo en condiciones que aseguren su integridad.  

Desde lo pedag·gico, esta experiencia refuerza la conexi·n entre la teor²a molecular y la 

pr§ctica de laboratorio, generando un momento de aprendizaje significativo. Estas etapas son 

m§s que una rutina experimental: constituyen un ejercicio de criterio cient²fico, donde se pone 

en juego la comprensi·n de principios qu²micos y biol·gicos, la atenci·n al detalle y la 

capacidad de anticipar el uso futuro del material aislado. Como docentes, nuestra misi·n es 

guiar a los estudiantes no solo a ejecutar los protocolos, sino tambi®n a reflexionar sobre el 

sentido y las implicancias de cada decisi·n experimental. 

 

FUNDAMENTO TEčRICO SOBRE LA EXTRACCIčN DE ARN 

El ARN participa activamente en la expresi·n de la informaci·n gen®tica y en la regulaci·n 

de numerosos procesos celulares. A diferencia del ADN, cuya funci·n principal es almacenar 

la informaci·n hereditaria, el ARN act¼a como un intermediario din§mico y vers§til que puede 

encontrarse en distintas formas, cada una con roles espec²ficos en la s²ntesis de prote²nas y en 

la regulaci·n g®nica. El ARN es una mol®cula monocatenaria que no presenta conformaci·n 

estructural de orden superior. Algunos ARN alcanzan alg¼n tipo de estructura secundaria en 

regiones de la mol®cula, gracias al plegamiento de su ¼nica hebra sobre s² misma. En general, 

las estructuras tridimensionales que adoptan estas mol®culas son del tipo horquillas, bucles, 

lazos, salientes y otras, siempre que puedan aparear los nucle·tidos de su ¼nica cadena con los 

respectivos complementarios en otra regi·n.  

Los ARN se pueden clasificar en codificantes, no codificantes y especializados. El ARN 

codificante es el ARN mensajero (ARNm o mRNA, del ingl®s), es el encargado de llevar la 
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Ш informaci·n gen®tica desde el ADN hasta los ribosomas, lugar f²sico donde se traduce en 

prote²nas. Su secuencia de nucle·tidos determina la secuencia de amino§cidos de la prote²na 

sintetizada. El ARNm representa una baja proporci·n en relaci·n con todo el ARN total y, por 

lo general, posee una vida media corta. Varias prote²nas suelen unirse a las mol®culas de ARNm 

por lo que su estructura usualmente es sencilla y formada por adenina, guanina, citosina y 

uracilo, siendo este ¼ltimo nucle·tido propio del ARN.  

Los ARN no codificantes no se traducen en prote²nas, pero cumplen funciones 

estructurales, catal²ticas y reguladoras. Entre estos ¼ltimos se encuentran los ARN constitutivos, 

imprescindibles para la traducci·n y el procesamiento y los ARN reguladores, los cuales 

modulan la expresi·n g®nica. Dentro de los ARN constitutivos, se encuentran los siguientes: 

¶ ARN ribos·mico (ARNr o rRNA, del ingl®s), principal componente estructural y 

funcional de los ribosomas, donde se lleva a cabo la s²ntesis de prote²nas. constituye el 

soporte y componente fundamental de los ribosomas. Constituyen aproximadamente el 

75 % del RNA total, con alto contenido de nucle·tidos infrecuentes. Su conformaci·n 

es compleja y se relaciona con su funci·n estructural de los ribosomas.  

¶ ARN de transferencia (ARNt o tRNA, del ingl®s), transporta amino§cidos espec²ficos 

al ribosoma, permitiendo la incorporaci·n correcta en la cadena polipept²dica. 

Constituyen una porci·n importante del ARN total celular. Son mol®culas de estructura 

tridimensional compleja, poseen dos regiones, una encargada de interactuar con el 

amino§cido y otra encargada de reconocer al triplete en el ARNm que codifica para 

dicho amino§cido. La c®lula posee distintos ARNt, al menos uno para cada amino§cido. 

La estructura tridimensional final que adopta una mol®cula de tRNA es una ñLò 

invertida (ũ) donde se encuentra la regi·n que interact¼a con el amino§cido y la que 

interact¼a con el ARNm. 

¶ ARN nuclear peque¶o (snRNA), participa en el procesamiento del ARNm (corte y 

empalme/splicing) dentro del n¼cleo. 

¶ ARN nucleolar peque¶o (snoRNA), interviene en la maduraci·n y modificaci·n 

qu²mica de los ARNr. 

Entre los ARN reguladores se encuentran: 

¶ ARN micro (miRNA), mol®culas cortas de aproximadamente 22 nucle·tidos que 

regulan la expresi·n g®nica uni®ndose a ARNm y promoviendo su degradaci·n o 

inhibiendo su traducci·n. 
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Ш 
¶ ARN de interferencia peque¶a (siRNA), similares al miRNA, participan en el 

silenciamiento g®nico mediante degradaci·n espec²fica de ARNm. 

¶ ARN largos no codificantes (lncRNA), de m§s de 200 nucle·tidos, con funciones en la 

regulaci·n de la transcripci·n, organizaci·n cromat²nica y modulaci·n de la expresi·n 

g®nica. 

¶ ARN Piwi-interactuantes (piRNA), protegen al genoma en c®lulas germinales, 

silenciando elementos transponibles. 

Existen ARN especializados: 

¶ ARN de interferencia natural (endo-siRNA), que act¼an como reguladores end·genos 

de la expresi·n. 

¶ ARN circular (circRNA) los cuales son ARN no lineales con funciones regulatorias 

emergentes. 

¶ ARN mitocondriales y cloropl§sticos: cumplen funciones similares a ARNm, ARNr 

ARNt, pero dentro de estos org§nulos. 

La extracci·n de ARN constituye un paso fundamental en biolog²a molecular, dado que 

permite estudiar los patrones de expresi·n g®nica en diferentes condiciones fisiol·gicas, 

patol·gicas o experimentales. La extracci·n de ARN es una herramienta esencial para 

investigaciones en gen·mica, transcript·mica, diagn·stico molecular y biotecnolog²a aplicada, 

siendo una pr§ctica formativa clave en la ense¶anza de la biolog²a molecular. 

Desde el punto de vista qu²mico, la m²nima diferencia provocada por la ausencia de un 

grupo ïOH en el C-2ô de la desoxirribosa que constituye el ADN (y la presencia de dicho grupo 

en el C-2ô de la ribosa que constituye el ARN) provoca una gran discrepancia a nivel de 

reactividad, funcionalidad y constituci·n de las mol®culas. Sin embargo, la relativa similitud 

entre el ADN y el ARN permite establecer cierto rango de analog²a entre los protocolos de 

extracci·n de ambos, teniendo en cuenta que, a diferencia del ADN, el ARN es una mol®cula 

altamente inestable y susceptible a la degradaci·n por acci·n de enzimas ARNasas, presentes 

de manera ubicua en el ambiente y en las propias c®lulas. Pr§cticamente, toda manipulaci·n de 

la c®lula desencadenar§ la lisis del ARN, en especial por parte de las nucleasas. Adem§s, el 

medio ambiente (a trav®s de las esporas f¼ngicas y bacterias), as² como las manos del 

manipulador (debido a la flora bacteriana normal presente en la piel) pueden aportar 

ribonucleasas. 
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Ш La extracci·n de ARN constituye una de las etapas m§s delicadas dentro de la biolog²a 

molecular, ya que se trabaja con una mol®cula altamente inestable y susceptible a degradaci·n. 

A lo largo de los a¶os se han desarrollado m¼ltiples estrategias para aislarla, desde protocolos 

cl§sicos basados en solventes org§nicos hasta m®todos modernos con columnas de s²lica o 

perlas magn®ticas. Aunque todos requieren condiciones de extrema precauci·n, reactivos 

espec²ficos y ambientes libres de contaminantes. Independientemente de la t®cnica empleada, 

todos los procedimientos comparten tres objetivos centrales: 

1. Lisis celular controlada, para liberar los §cidos nucleicos. 

2. Inactivaci·n de ARNasas, para evitar la degradaci·n del ARN. 

3. Purificaci·n selectiva del ARN, separ§ndolo del ADN y de las prote²nas celulares. 

4. Precipitaci·n del ARN aislado. 

5. Lavado, secado y almacenamiento.  

Existen distintos inhibidores de ribonucleasas, por ejemplo, el fenol y el tiocianato de 

guanidinio, siendo este ¼ltimo uno de los m§s utilizados. En uno de los protocolos m§s sencillos 

y efectivos las c®lulas se rompen a pH bajo en presencia de altas concentraciones de tiocianato 

de guanidinio y, posteriormente, utilizando fenol y acetato de sodio o potasio en alta 

concentraci·n, se purifica de prote²nas el extracto. El hecho de la utilizaci·n de un pH bajo 

(alrededor de 4), provoca la protonaci·n diferencial del ADN, afectando el coeficiente de 

partici·n del §cido nucleico entre las fases org§nica y acuosa. De este modo en la fase acuosa 

puede obtenerse ARN relativamente puro de ADN. Finalmente, el ARN aislado es concentrado 

mediante deshidrataci·n de la mol®cula utilizando alcoholes. 

Otro inhibidor de ARNasas es el dietilpirocarbonato (DEPC), el cual es un agente que se 

adiciona al agua previamente esterilizada, no se puede esterilizar junto con el agua porque a la 

temperatura de esterilizaci·n, el DEPC se degrada produciendo etanol y CO2. El agua tratada 

con DEPC, una vez autoclavada para eliminar el exceso del reactivo, puede emplearse para 

lavar o preparar soluciones y materiales destinados al aislamiento y manipulaci·n de ARN. 

Dado que el DEPC es t·xico e irritante, su manipulaci·n debe realizarse bajo campana 

extractora, utilizando guantes, gafas y protecci·n adecuada, evitando el contacto directo con la 

piel o la inhalaci·n de vapores. Una vez finalizada la extracci·n, el ARN aislado puede ser 

almacenado a -20 ÁC por per²odos cortos o a -70 ÁC por per²odos m§s prolongados. Se puede 

conservar el ARN extra²do hasta un a¶o sin deterioro importante, sin embargo, el congelamiento 

y descongelamiento repetido del ARN aislado atenta contra su integridad.  
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Ш En la actualidad, los kits comerciales han simplificado enormemente este procedimiento, 

permitiendo obtener ARN de alta pureza y calidad en menos tiempo, con menor riesgo de 

degradaci·n y bajo condiciones reproducibles. Estos sistemas no solo optimizan el trabajo en 

el laboratorio, sino que tambi®n democratizan el acceso a t®cnicas complejas, facilitando su 

aplicaci·n en investigaci·n, diagn·stico y docencia. 

Sin embargo, m§s all§ de la practicidad que ofrecen los kits, es fundamental que los futuros 

docentes y profesionales comprendan los fundamentos te·ricos y qu²micos de cada paso del 

proceso de extracci·n. Solo as² podr§n interpretar de manera cr²tica los resultados, adaptar 

protocolos a distintos tipos de muestras y transmitir a los estudiantes el verdadero valor de esta 

pr§ctica como punto de partida para estudios de expresi·n g®nica, transcript·mica y 

biotecnolog²a aplicada. 

Diferencias entre extracci·n de ADN y ARN 

Como hemos visto, ambos procesos de extracci·n comparten pasos b§sicos (lisis, 

purificaci·n, precipitaci·n y rehidrataci·n), aunque la extracci·n de ARN requiere mayores 

cuidados debido a su inestabilidad y a la omnipresencia de ARNasas. Por ello, en el siguiente 

cuadro comparativo (Tabla 1.3) se resumen las similitudes y diferencias entre la extracci·n de 

ADN y ARN.  

En el Anexo 2 se detallan dos protocolos de extracci·n de ARN a partir de muestra de 

sangre. Uno sigue los pasos de un protocolo convencional; el otro, los pasos de un kit comercial.  

 

Tabla 1.3. Comparaci·n entre los procesos de extracci·n de ADN y ARN.  

Aspecto Extracción de ADN Extracción de ARN 

Mol . objetivo ADN, estable y bicatenario ARN, más inestable y monocatenario 

Estabilidad Estable; puede conservarse por largos 

períodos en buffer o congelado 

Muy inestable; altamente susceptible a 

degradación por ARNasas 

Enzimas 

contaminantes  

ADNasas (menos ubicuas y más fáciles 

de inactivar) 

ARNasas (muy abundantes, resistentes y 

difíciles de eliminar) 

Requerimientos 

de esterilidad 

Moderados; limpieza general del 

material de laboratorio 

Elevados; imprescindible material libre de 

ARNasas (uso de guantes, puntas y tubos) 

Métodos clásicos Uso de detergentes, proteinasa K, fenol-

cloroformo, etanol/isopropanol 

Uso de fenol-guanidina-isotiocianato, 

inhibidores de ARNasas 

Métodos 

modernos (kits) 

Columnas de sílica, perlas magnéticas, 

tiras de papel con membranas específicas 

Columnas de sílica, perlas magnéticas, 

reactivos con guanidina elimina ARNasas 

Etapas críticas Lisis celular, eliminación de proteínas y 

precipitación del ADN 

Lisis celular, inactivación de ARNasas y 

separación de ARN de ADN y proteínas 

Aplicaciones 

principales 

Identificación y variabilidad genética, 

clonación, secuenciación de genomas. 

Análisis de expresión y regulación génica, 

RT-PCR, transcriptómica. 

Dificultad 

relativa 

Menos demandante en cuidados 

especiales 

Más exigente por la necesidad de evitar 

degradación rápida 
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Ш TALLER n.Ü 1: EXTRACCIčN DE ĆCIDOS NUCLEICOS   

Contenidos a desarrollarШ 
¶ Muestras de an§lisis: tejidos s·lidos, suspensiones celulares, muestras celulares de 

l²quidos biol·gicos extracelulares.  

¶ Obtenci·n y preparaci·n preliminar de las muestras: disociaci·n de la muestra tisular y 

separaci·n de las c®lulas.  

¶ Tratamientos adicionales y complementarios.  

¶ Extracci·n de §cidos nucleicos: por solubilidad en fases inmiscibles y por precipitaci·n 

salina diferencial.  

¶ Conservaci·n de las muestras.  

Plan de actividades 

Parte I  

1. Momento de lectura comprensiva (individual)  

Leer los contenidos te·ricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliograf²a 

Recomendada: Biolog²a Molecular e Ingenier²a Gen®tica, Conceptos, T®cnicas y Aplicaciones 

en Ciencias de la Salud. Autor: Jos® Luque y Ćngel Herr§ez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid, 

Espa¶a, Cap. 11.  

2. Momento de lectura comprensiva y reflexi·n grupal (peque¶os grupos, de 3 a 4 

integrantes, aquellos conformados en el aula virtual) 

Leer, intercambiar a modo de di§logo, la aclaraci·n de aquellos contenidos o conceptos 

que lo requieran.  

3. Momento de producci·n grupal  

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un 

mapa conceptual integrador de los contenidos te·ricos del texto citado en el punto 1. 

Parte II  

4. Momento de lecto y audio comprensi·n (individual)  

Observar el video de la explicaci·n te·rica del TP n.Ü 1 y leer los contenidos te·ricos del 

Taller y TP n.Ü 1:  

¶ Protocolo general de extracci·n de §cidos nucleicos: identificar los pasos b§sicos de 

este procedimiento.  

¶ Muestras de an§lisis para la extracci·n de ADN desarrolladas en la gu²a de TP: c®lulas 

sangu²neas, tejido vegetal, mucosa yugal, cultivo bacteriano, cultivo f¼ngico, muestras 
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Ш embebidas en parafina, muestras de biopsias, sangre seca en soporte s·lido, extracci·n 

de pl§smidos. 

Actividad propuesta para la pr§ctica docente  

Momento de producci·n grupal (peque¶os grupos, de 3 a 4 integrantes, aquellos 

conformados en el aula virtual). Se propone a los futuros docentes de Biolog²a buscar y 

comparar protocolos de extracci·n de ADN de metodolog²a sencilla utilizando material 

cotidiano, los cuales puedan llevarse a cabo en aulas de nivel secundario sin la necesidad de 

laboratorios equipados.  

Asimismo, se propone el uso del simulador virtual LabXchange, espec²ficamente el 

simulador de utilizaci·n de micropipetas para preparar soluciones: Micropipetting Solutions - 

LabXchange. El objetivo de usar este simulador es usar de manera correctas las micropipetas 

en un laboratorio: cambiar el volumen, tomar el tip correcto, c·mo y cu§ndo presionar el primer 

y el segundo stop, descartar el tip luego de usarlo. Este tipo de simuladores resulta una estrategia 

interesante cuando los docentes no cuentan con laboratorios o con el equipamiento para llevar 

a cabo sus pr§cticas de ense¶anza.   

Fecha de entrega: pr·xima clase de Taller n.Ü 2. Los mapas conceptuales elaborados 

deber§n ser entregados en la secci·n correspondiente denominada Actividades Taller TP n.Ü 1 

del aula virtual en un archivo Word conteniendo una car§tula con los integrantes del grupo. 

  

https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:4eecf5fe:lx_simulation:1?fullscreen=true
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:4eecf5fe:lx_simulation:1?fullscreen=true
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Ш TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 1: PROTOCOLOS DE EXTRACCIčN DE ADN 

Para llevar a cabo esta pr§ctica, los estudiantes se organizar§n en grupos de no m§s de 

cinco integrantes. Cada grupo realizar§ dos protocolos de extracci·n de ADN. Uno de ellos ser§ 

el de extracci·n de ADN a partir de c®lulas de la mucosa bucal, por tratarse de un procedimiento 

sencillo y de corta duraci·n, ideal como primera aproximaci·n. Los estudiantes comenzar§n a 

partir de la etapa de purificaci·n del ADN porque la lisis celular la realizar§n las docentes con 

16 h de anterioridad como m²nimo. El otro protocolo de extracci·n de ADN que realizar§n 

puede ser a partir de sangre entera, cultivo f¼ngico o bacteriano. Esta metodolog²a permitir§ a 

los estudiantes comparar un protocolo m§s complejo y observar c·mo var²an las etapas de lisis, 

purificaci·n y precipitaci·n seg¼n el tipo de material biol·gico, podr§n tambi®n analizar 

similitudes y diferencias entre distintos m®todos de extracci·n, comprendiendo no solo la 

t®cnica, sino tambi®n el fundamento biol·gico y qu²mico detr§s de cada paso. 

A continuaci·n, se detallan los protocolos de extracci·n de ADN a utilizarse en este TP, a 

partir de mucosa bucal (I), sangre entera (II), cultivo f¼ngico (III), cultivo bacteriano (IV). 

Asimismo, se detallan protocolos de extracci·n de ADN de otras muestras que no se realizar§n 

en la pr§ctica, pero se utilizar§n como material de an§lisis en el taller. Estos son protocolos a 

partir de muestras de tejidos vegetales (V), muestras embebidas en parafina (VI), muestras de 

biopsias (VII), muestras de sangre seca (VIII). Asimismo, se detalla un protocolo sencillo de 

extracci·n de ADN a partir de una muestra de banana, utilizando materiales de uso cotidiano 

que se pueden utilizar en el §mbito escolar (IX).   

Cada protocolo incluye el tipo de muestra, los equipamientos, materiales necesarios, la 

forma de preparar las soluciones de trabajo a partir de las soluciones madre y el procedimiento 

a seguir, paso por paso. La preparaci·n de las soluciones madre de extracci·n de ADN se detalla 

en el Anexo 2.  
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Ш I. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de mucosa yugal 

Muestra  

C®lulas obtenidas a partir de exfoliaci·n por raspaje de mucosa, utilizando un hisopo o una 

esp§tula est®ril. 

Equipamiento y materiales 

¶ Ba¶o termost§tico (60 ÁC)  

¶ Microcentr²fuga  

¶ Micropipetas 

¶ V·rtex  

¶ Varillas de vidrio o de pl§stico 

¶ Gradillas correspondientes a los distintos vol¼menes de tubos empleados.  

¶ Puntas (tips) amarillas (10-200 ÕL) y azules (1000 ÕL) 

¶ Tubos de pl§sticos de 15 y 50 mL 

¶ Microtubos de 1,5 mL  

¶ Marcador indeleble 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ Soluci·n TE 1 (Tris-HCl/EDTA): 

Tris 1 M éééééééé 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

EDTA 0,5 M éééééé. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

Agua destilada c.s.p. 100 mL 

Ajustar a pH 8 

Esterilizar y conservar a 4 ÁC 

¶ Proteinasa K 20 mg/mL: 

Comercialmente se distribuye liofilizada o en soluci·n conteniendo glicerol (que evita 

que se congele). Se debe preservar a -20 ÁC. La actividad ·ptima de la enzima depende 

de las condiciones del ensayo y del origen de la preparaci·n comercial, por lo cual se 

recomienda siempre la lectura de las indicaciones del fabricante. 

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en ba¶o termost§tico para disolver 

el SDS. 

Conservar a temperatura ambiente. 

¶ Cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1): 
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Ш Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoam²lico. Se pueden preparar 

vol¼menes mayores respetando dicha proporci·n. Mantener a temperatura ambiente en 

frasco §mbar oscuro.  

¶ Acetato de potasio 3 M: 

Pesar 117,6 g de acetato de sodio y disolverlo en 40 mL de agua destilada.  

Esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

¶ Etanol 70 %:  

Etanol absoluto ééééééé. 70 mL  

Agua destilada c.s.p. 100 mL 

Procedimiento 

1. Raspar el interior de la cavidad bucal (o de la mucosa de inter®s) utilizando un hisopo, 

de modo en®rgico, pero evitando laceraciones.  

2. Sumergir el raspado en un microtubo de 1,5 mL. Cortar el extremo del hisopo y 

adicionar 800 ÕL de soluci·n de extracci·n TEC/SDS (Tris-HCL 10 mM; EDTA 10 

mM; NaCl 100 mM, SDS 2 %).  

3. Adicionar 5 ÕL de Proteinasa K 20 mg/mL. 

Nota: leer detalladamente el protocolo prove²do por la empresa que comercializa la 

proteinasa K, donde se indica la temperatura ·ptima de la enzima y la concentraci·n.  

4. Incubar como m²nimo 16 h a 56 ÁC.  

Nota: hasta este paso, lo realizar§n las docentes de la C§tedra. A partir de este punto del 

protocolo, continuar§n los estudiantes. 

5. Luego de la incubaci·n, retirar el hisopo, cuidando de recuperar todo el l²quido posible.  

6. Adicionar 600 ÕL de cloroformo-alcohol isoam²lico (24:1). Mezclar con v·rtex hasta 

formar emulsi·n y centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos.  

Nota: en este paso podemos observar que la soluci·n se torna de color blanquecino y se 

separan las fases acuosas y org§nicas. Descartar los materiales utilizados con 

cloroformo: alcohol isoam²lico en recipientes destinados para este fin.  

7. Transferir el sobrenadante (fase acuosa) a un microtubo nuevo. Registrar el volumen de 

fase acuosa que se trasvasa. 

Nota: tener cuidado de no tocar la fase intermedia (generalmente blanquecina) cuando 

trasvasamos a un microtubo nuevo.  
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Ш 8. Adicionar 1 volumen de cloroformo-alcohol isoam²lico (24:1). Agitar bien hasta formar 

emulsi·n y centrifugar nuevamente a 12.000 rpm durante 3 minutos.  

9. Recuperar la fase acuosa en un microtubo nuevo.  

10. Agregar a la fase acuosa 150 ÕL de acetato de potasio 3 M. Agitar suavemente de forma 

que se observe una soluci·n homog®nea.  

Nota: En este paso podemos observar que la soluci·n se torna de color blanquecino. 

11. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo 

nuevo de 1,5 mL.  

12. Precipitar el ADN con 1 mL de etanol absoluto (o con isopropanol) y agitar suavemente 

por inversi·n. Dejar 24 h a -20 ÁC para lograr una mejor precipitaci·n del ADN 

obtenido.  

13. Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm.  

Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino; su tama¶o depender§ de la 

cantidad de ADN extra²do y de las prote²nas que hayan quedado unidas a este.  

14. Eliminar el etanol absoluto y lavar el pellet adicionando 1 mL de etanol 70 % (evitar 

levantar el precipitado). 

15. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante con extremo 

cuidado para no descartar el pellet obtenido.  

Nota: En este paso tenemos que dejar el pellet lo m§s seco posible. Para ello, podemos 

usar una bomba de vac²o, o podemos colocar los tubos en ba¶o termost§tico a 50 ÁC 

destapados hasta que se seque, o dejar en un lugar seguro sec§ndose a temperatura 

ambiente. 

16. Agregar al pellet 50 ÕL de agua destilada libre de nucleasas quedando la soluci·n con 

una concentraci·n aproximada de 150 ng de ADN/ÕL.  

Nota: Recordar que si le agregamos m§s agua, el ADN quedar§ m§s diluido.  

17. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш II. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de sangre entera por el m®todo de salting out 

Protocolo propuesto por Miller et al. (1988) con modificaciones.  

Muestra: sangre entera anticoagulada con EDTA 

Materiales y equipamiento 

¶ Ba¶o termost§tico (60 ÁC)  

¶ Microcentr²fuga  

¶ Micropipetas 

¶ V·rtex  

¶ Varillas de vidrio o de pl§stico 

¶ Gradillas correspondientes a los distintos vol¼menes de tubos empleados.  

Materiales 

¶ Puntas (tips) amarillas (10-200 ÕL) y azules (1000 ÕL) 

¶ Tubos de pl§sticos de 15 y 50 mL 

¶ Microtubos de 1,5 mL  

¶ Marcador indeleble 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ Soluci·n de lisis de gl·bulos rojos: 

Tris-HCl 1M ééééééé.. 0,3 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M) 

Sacarosa ééééééééé 3,3 g (concentraci·n final 11 %) 

Trit·n X-100 ééééééé. 0,3 mL (concentraci·n final 1 %) 

Agua destilada c.s.p. 30 mL 

Conservar a 4 ÁC.  

¶ Soluci·n de lisis de gl·bulos blancos:  

Tris 1 M ééééééé...é 0,1 mL (concentraci·n final 10 mM) 

EDTA 0,5 M ééééééé 0,04 mL (40 ÕL) (concentraci·n final 2 mM) 

NaCl 6 M éééééééé 0,66 mL (concentraci·n final 400 mM)  

Agua destilada c.s.p. 10 mL 

Conservar a 4 ÁC  

¶ Soluci·n con proteinasa K: 

Proteinasa K (20 mg/mL) éé. 25 ɛL (concentraci·n final Proteinasa K 1 mg/mL) 

SDS 20 % éééééééé. 25ɛL (concentraci·n final SDS 1 %) 
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Ш EDTA 0,5 M éééé..éé.... 2 ɛL EDTA (concentraci·n final 2 mM) 

Agua destilada est®ril é..éé.. 448 ɛL 

Conservar a -20 ÁC. 

Nota: corroborar la concentraci·n inicial de proteinasa K, ya que puede variar de 

acuerdo con el lote comprado.  

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua en ba¶o termost§tico para favorecer su 

disoluci·n.  

Conservar a temperatura ambiente.  

¶ Acetato de potasio 3 M: 

Pesar 117,6 g de acetato de potasio y disolver en 40 mL de agua destilada. 

Esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

¶ Etanol 70 %: 

Etanol absoluto ééé.éé.. 35 mL 

Agua destilada est®ril c.s.p. 50 mL 

Procedimiento 

1. Tomar 500 ÕL de sangre entera anticoagulada con EDTA y colocar en un microtubo de 

1,5 mL. 

Nota: esta cantidad de sangre puede ser menor, en ese caso, se var²a proporcionalmente 

el resto de los reactivos. 

2. Adicionar 900 ÕL de soluci·n de lisis de gl·bulos rojos (Tris-HCl 10 mM; TRITON 

X100 1 %; sacarosa 11 %). Mezclar bien las soluciones con un v·rtex suave, centrifugar 

3 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante.  

3. Repetir 3 veces el paso 2 hasta eliminar los eritrocitos, cuando el pellet quede 

blanquecino.  

Nota: se observar§ que los gl·bulos blancos est§n en el fondo formando un pellet, 

mientras m§s rompemos y eliminamos los eritrocitos, nos va quedando m§s blanquecino 

el pellet y la soluci·n.  

4. Colocar al pellet 300 ÕL de soluci·n de lisis de gl·bulos blancos (Tris-HCl 10 mM, pH 

8, NaCl 400 mM y EDTA 2 mM; 50 ÕL de soluci·n de proteinasa K-FermentasÈ 

(Proteinasa K 1 mg/mL; SDS 1 %; EDTA 2 mM) y 10 ÕL de SDS 20%. Luego dejar en 
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Ш ba¶o termost§tico una hora a 60 ÁC. Realizar un v·rtex cada 10 minutos hasta disolver 

el pellet. 

Nota: leer detalladamente el protocolo prove²do por la empresa que comercializa la 

proteinasa K, donde se indica la temperatura ·ptima de la enzima.  

5. Agregar a la soluci·n obtenida luego de la incubaci·n 150 ÕL de acetato de potasio 3 

M. Agitar suavemente de forma que se observe una soluci·n homog®nea.  

Nota: en este paso podemos observar que la soluci·n se torna de color blanquecino.  

6. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo nuevo 

de 1,5 mL. 

7. Repetir los pasos 5 y 6.  

8. Agregar a la soluci·n obtenida 1 mL de isopropanol 100 % y agitar suavemente hasta 

que todos los componentes queden mezclados. 

Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino su tama¶o depender§ de la 

cantidad de ADN extra²do y de las prote²nas que hayan quedado unidas a este.  

9. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta no 

tirar el pellet obtenido.  

10.  Lavar el pellet con 1 mL de etanol al 70 % y agitar suavemente.  

11. Centrifugar 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta no 

tirar el pellet obtenido.  

Nota: en este paso se debe dejar el pellet lo m§s seco posible. Para ello, se puede usar 

una bomba de vac²o, o colocar los tubos en ba¶o termost§tico a 50 ÁC destapados hasta 

que se seque, o dejar en un lugar seguro sec§ndose a temperatura ambiente. 

12. Agregar al pellet 50 ÕL de agua destilada libre de nucleasas quedando la soluci·n con 

una concentraci·n aproximada de 200 ng de ADN/ÕL.  

Nota: recordar que si le agregamos m§s agua, el ADN quedar§ m§s diluido.  

13. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш III. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de cultivo f¼ngico o micelio 

Protocolo propuesto por Fonseca et al. (2015) 

Muestra: micelio joven de crecimiento en medio l²quido de 3 d²as como m§ximo. Para hongos 

que esporulan, utilizar medio YES (extracto de levadura 15 g/L, sacarosa 30 g/L) para evitar la 

esporulaci·n, lo que interfiere en la calidad del ADN extra²do. 

Equipamiento 

¶ Ba¶o termost§tico (60 ÁC)  

¶ Microcentr²fuga  

¶ Micropipetas 

¶ V·rtex  

¶ Varillas de vidrio o de pl§stico 

¶ Gradillas correspondientes a los distintos vol¼menes de tubos empleados.  

Materiales 

¶ Puntas (tips) amarillas (10-200 ÕL) y azules (1000 ÕL) 

¶ Tubos de pl§sticos de 15 y 50 mL 

¶ Microtubos de 1,5 mL  

¶ Marcador indeleble 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ Soluci·n de lavado: 

Tris 1 M éééééééé 1 mL (concentraci·n final 100 mM o 0,1 M)  

EDTA 0,5 M éééééé. 0,4 mL (concentraci·n final 20 mM o 0,02 M)  

Agua destilada c.s.p. 10 mL  

Ajustar a pH 8 

Conservar a 4 ÁC 

¶ Soluci·n de extracci·n (Tris-HCl 100 mM pH 8, NaCl 1,5 M, EDTA 50 mM pH 8, 

Proteinasa K 0,1 mg/mL, ɓ-mercaptoetanol 10 mM, SDS 2 %):  

Tris-HCl 1 M éééééé 1 mL (concentraci·n final 100 mM o 0,1 M) 

EDTA 0,5 M éééééé. 1 mL (concentraci·n final 50 mM o 0,05 M) 

NaCl 5 M ééééééé.. 3 mL (concentraci·n final 1,5 M) 

SDS 20 % ééééééé. 1 mL (concentraci·n final 2 %) 

Agua destilada c.s.p. 10 mL 

Ajustar pH a 8 
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Ш Conservar a 4 ÁC 

La proteinasa K y ɓ-mercaptoetanol se agregan en el momento de utilizar la soluci·n. 

¶ Cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1) 

¶ Acetato de potasio 3 M  

¶ Isopropanol puro  

¶ Etanol 70 %  

¶ Agua libre de ADNasa 

Procedimiento 

1. Filtrar el micelio y lavar con 1 mL de soluci·n de lavado en fr²o.  

2. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Descartar el sobrenadante. Repetir este paso 

dos veces.  

3. Macerar el tejido con una varilla de vidrio o pl§stico en presencia de 800 ɛL de buffer 

de extracci·n. 

4.  Incubar a 60 ÁC por una hora. Agitar en v·rtex cada 10 minutos 

5. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm. Recuperar el sobrenadante. Registrar el 

volumen recuperado.  

6. Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Agitar con v·rtex 15 

segundos. 

7. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Recuperar el sobrenadante. Se puede repetir 

este paso una vez m§s. 

8. Adicionar 200 ɛL de acetato de potasio 3 M, mezclar por inversi·n.  

9. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Recuperar el sobrenadante.  

10. Precipitar el ADN con 1 mL de isopropanol 100 %.  

11. Dejar precipitando 24 h. 

12. Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos. Eliminar el isopropanol.  

13. Lavar el precipitado con 1 mL de etanol 70 %. 

14.  Centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos. Eliminar el etanol dejando a secar a 

temperatura ambiente.  

15. Resuspender en agua destilada libre de nucleadas  

16. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш IV. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de cultivo bacteriano 

Muestra: suspensi·n bacteriana (aproximadamente 18 a 20 h de cultivo) en caldo nutritivo o 

colonias bacterianas en agar nutritivo u otro medio de cultivo s·lido.  

Equipamientos  

¶ Microcentr²fuga  

¶ Ba¶o termost§tico  

¶ Micropipetas  

¶ Agitador v·rtex  

¶ Gradillas correspondientes a los distintos vol¼menes de tubos empleados  

 Materiales  

¶ Cultivo bacteriano en medio l²quido  

¶ Puntas (tips) amarillas y azules  

¶ Tubos de pl§stico de fondo c·nico de 50 mL y 15 mL  

¶ Microtubos de 1,5 mL  

¶ Marcador indeleble 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ Soluci·n TE 1 (Tris-HCl/EDTA): 

  Tris 1 M ééééééééééé. 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

  EDTA 0,5 M ééééééééé.. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

  Agua destilada c.s.p. 100 mL  

Ajustar a pH 8 

Esterilizar y conservar a 4 ÁC  

¶ Proteinasa K 20 mg/mL: 

Comercialmente se distribuye liofilizada o bien en soluci·n conteniendo glicerol (evita 

que se congele).  

Conservar a -20 ÁC.  

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en ba¶o termost§tico para disolver 

el SDS.  

Conservar a temperatura ambiente.  

¶ Cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1): 
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Ш Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoam²lico. Se puede preparar 

vol¼menes mayores respetando dicha proporci·n.  

Conservar a temperatura ambiente en frasco §mbar oscuro.  

¶ Acetato de sodio 3 M pH 7: 

Pesar 246 g de acetato de sodio y disolverlo en 100 mL de agua destilada.  

Ajustar a pH 7. 

Esterilizar y conservar a 4 ÁC.   

¶ Etanol 70 %: 

Etanol absoluto éééééé 70 mL  

Agua destilada c.s.p. 100 mL 

¶ TE 1X (Tris-HCl/EDTA): 

Tris 1 M ééééééééééé 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

  EDTA 0,5 M ééééééééé. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

Agua destilada c.s.p. 100 mL  

  Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

Procedimiento  

1. Partir de la suspensi·n de bacterias bajo estudio. La concentraci·n m²nima ¼til es 

usualmente muy baja, sin embargo, se recomienda disponer de una suspensi·n 

concentrada en bacterias. Transferir la suspensi·n a un microtubo c·nico de 1,5 mL. 

Eventualmente suspender el cultivo en caldo est®ril en el volumen de un microtubo de 

1,5 mL. 

2. Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos. Eliminar el sobrenadante y dejar el pellet 

lo m§s seco posible.  

3. Resuspender el pellet en un m§ximo de 600 ɛL de soluci·n TE 1 (10 mM Tris-HCl pH 

8; 1 mM EDTA).  

4. Adicionar 5 ɛL de Proteinasa K 20 mg/mL y mezclar con v·rtex por 10 segundos. 

5. Adicionar 15 ɛL de SDS 20 %, mezclar con v·rtex por 5 segundos e incubar durante 1 

h a 60 ÁC (agitar con v·rtex cada 10 minutos).  

6. Adicionar un volumen de fenol saturado en Tris-HCl. Mezclar con v·rtex por 15 

segundos. 

7. Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm. Transferir la fase superior (acuosa) a un microtubo 

nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa. 
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Ш 8. Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1). Mezclar con v·rtex 

durante 15 segundos.  

9. Centrifugar 3 minutos a 12.000 rpm. Transferir la fase superior (acuosa) a un tubo 

nuevo. 

Nota: puede repetirse una vez m§s esta ¼ltima extracci·n con cloroformo:alcohol 

isoam²lico.  

10. Precipitar el ADN con un volumen de isopropanol fr²o y 1/10 de volumen de acetato de 

sodio 3 M pH 7. Puede permitirse la precipitaci·n durante un tiempo, por ejemplo, 

durante toda la noche a -20 ÁC.  

11. Centrifugar durante 5 minutos a 12.000 rpm.  

12. Eliminar el isopropanol y lavar el pellet con 1 mL de etanol 70 %.  

13. Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar 

secar a temperatura ambiente.  

14. Resuspender en TE 1X (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) o bien en agua destilada 

est®ril.  

15. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado.  
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Ш V. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de muestras de tejidos vegetalesШ 
Muestra 

Tejido vegetal fresco congelado y molido (por ejemplo, §pices de hojas j·venes) 

Materiales y equipamiento 

¶ Ba¶o termost§tico (60 ÁC)  

¶ Microcentr²fuga  

¶ Micropipetas 

¶ V·rtex  

¶ Varillas de vidrio o de pl§stico 

¶ Gradillas correspondientes a los distintos vol¼menes de tubos empleados.  

¶ Puntas (tips) amarillas (10-200 ÕL) y azules (1000 ÕL) 

¶ Tubos de pl§sticos de 15 y 50 mL 

¶ Microtubos de 1,5 mL  

¶ Marcador indeleble 

Preparaci·n de soluciones de trabajo  

¶ Soluci·n de extracci·n: 

Tris HCl 1 M ééééééé.. 10 mL (concentraci·n final 100 mM o 0,1 M)  

EDTA 0,5 M éééé............... 10 mL (concentraci·n final 50 mM o 0,05 M)  

  Agua destilada éééééé.. 71,6 mL  

¶ NaCl 6 M éééééééé.. 8,3 mL (concentraci·n final 500 mM o 0,5 M)  

  Esterilizar y conservar a 4 ÁC.   

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua en ba¶o termost§tico para favorecer su 

disoluci·n.  

Conservar a temperatura ambiente.  

¶ Fenol saturado en Tris-HCl: 

Fundir el fenol en ba¶o termost§tico (temperatura de fusi·n: 80 ÁC).  

Una vez l²quido, adicionar lentamente Tris-HCl pH 7,5 hasta saturar la soluci·n. 

Permitir que se separen las dos fases y ajustar con Tris 0,1 M hasta que el pH del Tris 

en equilibrio sea de 7,6. 
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Ш Almacenar saturado en Tris a 4 ÁC en frasco color caramelo (se debe evitar la oxidaci·n 

del fenol, y siempre constatar el pH, no utiliz§ndose si est§ oxidado o §cido).  

¶ Fenol:cloroformo:alcohol isoam²lico (25:24:1): 

Precauci·n: el fenol es un solvente vol§til que puede causar quemaduras de diversa 

consideraci·n. El cloroformo tambi®n es vol§til. Trabaje con precauci·n. La proporci·n 

es de 25 partes de fenol, 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoam²lico. 

Mezclar 25 mL de fenol saturado en Tris con 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol 

isoam²lico. 

Se pueden preparar vol¼menes mayores respetando dicha proporci·n.  

Conservar a temperatura ambiente o a 4 ÁC. 

¶ Etanol 70 %: 

  Agua destilada est®ril c.s.p. 100 mL  

¶ TE 1X (Tris-HCl/EDTA): 

Tris 1 M ééééééééééé 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

EDTA 0,5 M ééééééééé. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

Agua destilada c.s.p. 100 mL  

 Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

Procedimiento 

1. Enfriar los morteros, microtubos y todo elemento que entre en contacto con la muestra a 

ï 20 ÁC. No someter a la muestra a temperaturas c§lidas.  

2. Seleccionar las porciones m§s j·venes de la muestra, evitando tomar hojas muy antiguas, 

o con nervaduras importantes. Congelar la muestra utilizando N2 l²quido y moler el 

tejido vegetal hasta obtener un polvo sumamente fino, ejerciendo un movimiento 

rotatorio sobre la muestra congelada. Colocar el polvo en un microtubo de 1,5 mL 

utilizando una esp§tula congelada. 

3. Disolver el polvo con 800 ÕL de soluci·n de extracci·n (Tris 100 mM pH 8, 500 mM 

NaCl, 50 mM EDTA). Mezclar por inversi·n. De acuerdo con el mayor agregado de 

muestra se puede adicionar mayor volumen de soluci·n de extracci·n.  

4. Adicionar 80 ÕL de SDS 20 %, mezclar con v·rtex 5 segundos e incubar a 60 ÁC durante 

1 h (agitar cada 10 minutos). 

5. Adicionar igual volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoam²lico (25:24:1). Mezclar con 

v·rtex durante 15 segundos.  
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Ш 6. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir la fase acuosa (superior) a un 

microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa. 

7. Adicionar igual volumen de cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1). Mezclar con v·rtex 

durante 15 segundos hasta formaci·n de emulsi·n.  

8. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir la fase acuosa (superior) a un 

microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa. 

9. Precipitar el DNA con un volumen de isopropanol fr²o. Se pueden utilizar 2,5 vol¼menes 

de etanol absoluto en este paso. Dejar precipitando toda la noche a -20 ÁC.  

10. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.  

11. Eliminar el isopropanol y lavar el precipitado (pellet) con 1 mL de etanol 70 %.  

12. Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar 

secar a temperatura ambiente.  

13. Resuspender en TE 1X (10 mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA) o en agua destilada est®ril.  

14. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш VI. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de muestras embebidas en parafinaШ 
Protocolo propuesto por Nascimento et al. (2003) con modificaciones.  

Muestra: tejidos embebidos en parafina presentados en microtubos c·nicos de 1,5 mL  

libre de nucleasas.  

Preparaci·n de las soluciones madre y de trabajo 

¶ Tris-HCl 1M pH 7.4 (soluci·n madre):  

Pesar 12,11 g de Tris y disolverlo en 100 mL de agua destilada.  

Ajustar a pH 7.4 con HCl concentrado.  

Esterilizar y conservar en heladera.  

¶ EDTA 0.5M pH 8.0 (soluci·n madre):  

Pesar 93,05 g de EDTA y disolver en 500 mL de agua destilada.  

Ajustar a pH 8,0 con Na(OH). 

Esterilizar y conservar en heladera.  

¶ Soluci·n de extracci·n de ADN:  

Tris HCl 1M ééééééé. 10 mL (concentraci·n final 100 mM o 0,1 M)  

EDTA 0,5M ééééééé.. 10 mL (concentraci·n final 50 mM o 0,05 M)  

Agua destilada éééééé.. 71,6 mL  

ClNa 6 M ééééééééé 8,3 mL (concentraci·n final 500 mM o 0,5 M)  

Esterilizar y conservar en heladera.  

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua.  

Calentar en ba¶o termost§tico para favorecer su disoluci·n. 

Conservar a temperatura ambiente.  

¶ CTAB 20 %:  

Disolver 20 g de CTAB en 100 mL de agua.  

Calentar en ba¶o termost§tico para favorecer su disoluci·n.  

Conservar a temperatura ambiente.  

¶ Cloroformo:alcohol isoam²lico 24:1: 

 La proporci·n es de 24 partes de cloroformo y 1 parte de alcohol isoam²lico.  

Mezclar 24 mL de cloroformo y 1 mL de alcohol isoam²lico. Se pueden preparar  

vol¼menes mayores respetando dicha proporci·n.  

Conservar a temperatura ambiente o 4 ÁC. 
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Ш 
¶ Etanol 95 %: 

Etanol absoluto éééééé. 95 mL 

  Agua destilada est®ril c.s.p. 100 mL 

¶ Etanol 70 %: 

  Etanol absoluto éééééé 70 mL  

Agua destilada est®ril c.s.p. 100 mLШ 

¶ TE 1X (Tris-HCl/EDTA): 

  Tris 1 M éééééééé... 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

EDTA 0,5 M ééééééé. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

Agua destilada c.s.p. 100 mL   

Ajustar a pH 8, esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

Procedimiento  

1. Adicionar al tejido 1,5 mL de xilol. Incubar en bloque t®rmico a 55 ÁC, durante 30 

minutos. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos y eliminar el solvente. Adicionar 1,5 

mL de xilol y volver a incubar a 55 ÁC por 30 minutos m§s. Se verifica una mejor 

desparafinizaci·n cambiando cada 20 minutos el solvente. Luego del ¼ltimo cambio de 

solvente, centrifugar a 12.000 rpm por 5 minutos y eliminar el sobrenadante.  

2. Agregar 1,5 mL de etanol absoluto. Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos. 

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante.  

3. Agregar 1,5 mL de etanol 95 %. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante.  

4. Agregar 1,5 mL de etanol 70 %. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos y eliminar el sobrenadante. Repetir la 

adici·n de etanol 70 % y la centrifugaci·n.  

5. Agregar 1,5 mL de agua destilada libre de nucleasas. Incubar a temperatura ambiente 

por 1 minuto. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y eliminar el sobrenadante.  

6. Adicionar 800 ÕL de soluci·n de extracci·n (Tris 100 mM pH 8, 500 mM NaCl, 50 mM 

EDTA). Adicionar SDS 20 % (concentraci·n final 2 %), CTAB 20 % (concentraci·n 

final 2 %), Proteinasa K 20 mg/mL (concentraci·n final 0,1 mg/mL) y ɓ-mercaptoetanol 

(concentraci·n final de 10 mM; se debe adicionar el ɓ-mercaptoetanol justo en el 

momento de utilizar). Mezclar por inversi·n. Incubar a 55 ÁC durante 16 h. Verificar la 

total digesti·n de los tejidos.  
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Ш 7. Adicionar 600 ÕL de cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1). Mezclar con v·rtex durante 

15 segundos.  

8. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Trasvasar la fase acuosa (superior) a un 

microtubo nuevo. Registrar el volumen de fase acuosa que se trasvasa. Repetir el paso 

de purificaci·n con cloroformo:alcohol isoam²lico. 

9. Adicionar a la fase acuosa recuperada del paso anterior 200 ÕL de acetato de potasio 3 

M. Mezclar por inversi·n. Centrifugar a 12.000 rpm por 3 minutos. Transferir el 

sobrenadante a un nuevo microtubo c·nico de 1,5 mL. 

10. Precipitar el ADN con 1 volumen de isopropanol. Dejar precipitando durante 16 h a 4 o 

-20 ÁC.  

11. Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos.  

12. Eliminar el isopropanol y lavar el precipitado (pellet) con 1 mL de etanol 70 %.  

13. Volver a centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos y extraer todo el alcohol. Dejar 

secar a temperatura ambiente.  

14. Resuspender en TE 1X (Tris-HCl 100 mM pH 8, 1 mM EDTA) o en agua destilada libre 

de nucleasas.  

15. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш VII. M®todo de extracci·n de ADN a partir de biopsias 

Muestra: biopsias 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ Soluci·n TE 1 (Tris-HCl/EDTA): 

Tris 1 M éééééééé 1 mL (concentraci·n final 10 mM o 0,01 M)  

EDTA 0,5 M éééééé. 0,2 mL (concentraci·n final 1 mM o 0,001 M)  

Agua destilada c.s.p. 100 mL 

Ajustar a pH 8 

Esterilizar y conservar a 4 ÁC 

¶ Proteinasa K 20 mg/mL: 

Comercialmente se distribuye liofilizada o en soluci·n conteniendo glicerol (que evita 

que se congele). Se debe preservar a -20 ÁC.  

¶ SDS 20 %: 

Disolver 20 g de SDS en 100 mL de agua destilada en ba¶o termost§tico para disolver 

el SDS. 

Conservar a temperatura ambiente. 

¶ Fenol saturado en Tris-HCl  

Fundir el fenol en ba¶o termost§tico (temperatura de fusi·n: 80 ÁC).  

Una vez l²quido, adicionar lentamente Tris-HCl pH 7,5 hasta saturar la soluci·n. 

Permitir que se separen las dos fases y ajustar con Tris 0,1 M hasta que el pH del Tris 

en equilibrio sea de 7,6. Almacenar saturado en Tris en heladera en frasco color 

caramelo (se debe evitar la oxidaci·n del fenol, y siempre constatar el pH de este, no 

utiliz§ndose si est§ oxidado o §cido). 

¶ Cloroformo:alcohol isoam²lico (24:1): 

Mezclar 24 mL de cloroformo con 1 mL de alcohol isoam²lico. Se pueden preparar 

vol¼menes mayores respetando dicha proporci·n. Mantener a temperatura ambiente en 

frasco §mbar oscuro.  

¶ Acetato de sodio 3 M pH 7: 

Pesar 246 g de acetato de sodio y disolverlo en 100 mL de agua destilada.  

Ajustar a pH 7.  

Esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

¶ Etanol 70 %:  
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Ш Etanol absoluto ééééééé. 70 mL  

Agua destilada c.s.p. 100 mL 

Procedimiento 

1. Colocar en un microtubo de 1,5 mL la biopsia en soluci·n fisiol·gica.  

2. Pesar entre 25 y 50 mg de biopsia y colocar dentro de un microtubo de 1,5 mL. Luego, 

agregar 800 ÕL de buffer TEC/SDS con 5 ÕL de Proteinasa K- FermentasÈ (117 ɛg/mL). 

Incubar toda la noche en ba¶o termost§tico a 60 ÁC.  

Nota: los pesos de las biopsias pueden variar seg¼n el tejido. El tejido tumoral tiene 

c®lulas m§s compactadas y poco l²quido, por lo que, con 25 mg, es suficiente. En 

cambio, los tejidos normales tienen m§s l²quido y son m§s laxas, entonces debemos 

pesar aproximadamente 50 mg. Leer detalladamente el protocolo prove²do por la 

empresa que comercializa la proteinasa K, donde se indica la temperatura ·ptima de la 

enzima y la concentraci·n.  

3. Agregar a la soluci·n obtenida luego de la incubaci·n 600 ÕL de cloroformo:alcohol 

isoam²lico (24:1). Agitar suavemente de forma que se observe una soluci·n homog®nea. 

Nota: en este paso podemos observar que la soluci·n se torna de color blanquecino y se 

separan las fases acuosas y org§nicas. Descartar los materiales utilizados con 

cloroformo: alcohol isoam²lico en recipientes destinados para este fin.  

4. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar la fase acuosa (en la parte superior) 

a un microtubo nuevo de 1,5 mL. Nota: tener cuidado de no tocar la fase intermedia 

(generalmente blanquecina) cuando trasvasamos a un microtubo nuevo.  

5. Agregar a la fase acuosa 150 ÕL de acetato de potasio 3 M. Agitar suavemente de forma 

que se observe una soluci·n homog®nea.  

Nota: en este paso podemos observar que la soluci·n se torna de color blanquecino. 

6. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y trasvasar el sobrenadante a un microtubo 

nuevo de 1,5 mL.  

7. Agregar a la soluci·n obtenida 1 mL o enrasar el microtubo con isopropanol 100 % y 

agitar suavemente hasta que todos los componentes queden mezclados. Dejar 24 h a -20 

ÁC para lograr una mejor precipitaci·n del ADN obtenido.  

Nota: en este paso podemos observar un ovillo blanquecino su tama¶o depender§ de la 

cantidad de ADN extra²do y de las prote²nas que hayan quedado unidas a este.  
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Ш 8. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante teniendo en cuenta 

no tirar el pellet obtenido.  

9. Lavar el pellet con 1 mL de etanol 70 % y agitar suavemente.  

10. Centrifugar por 5 minutos a 12.000 rpm y descartar el sobrenadante con extremo cuidado 

para no tomar el pellet obtenido.  

Nota: En este paso tenemos que dejar el pellet lo m§s seco posible. Para ello, podemos 

usar una bomba de vac²o, o podemos colocar los tubos en ba¶o termost§tico a 50 ÁC destapados 

hasta que se seque, o dejar en un lugar seguro sec§ndose a temperatura ambiente. 

11. Agregar al pellet 50 ÕL de agua destilada libre de nucleasas quedando la soluci·n con 

una concentraci·n aproximada de 150 ng de ADN/ÕL.  

Nota: recordar que si le agregamos m§s agua, el ADN quedar§ m§s diluido.  

12. Conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -20 ÁC para almacenamiento 

prolongado. 
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Ш VIII. Protocolo de extracci·n de ADN a partir de sangre en soporte s·lido (sangre seca) 

con tiras comerciales  

Muestra: a partir de sangre seca utilizando tiras comerciales espec²ficas para este fin, que 

permiten capturar, lavar y liberar el ADN de manera r§pida y estandarizada. 

Materiales y reactivos 

¶ Muestras de sangre seca en papel filtro o tarjeta. 

¶ Tijera o perforador est®ril (para recortar el papel con la muestra). 

¶ Tiras comerciales para extracci·n de ADN (Whatman FTAÈ o equivalentes). 

¶ Tubos de microcentr²fuga est®riles de 1,5 mL. 

¶ Agua ultrapura est®ril o buffer de rehidrataci·n provisto por el kit. 

¶ Micropipetas y puntas est®riles. 

¶ V·rtex y microcentr²fuga. 

Procedimiento 

1. Preparaci·n de la muestra: con tijeras o perforador est®ril, cortar un fragmento (2ï3 

mm) del papel que contiene la gota de sangre seca y colocar en un microtubo de 1,5 mL. 

2. Carga en la tira: introducir el fragmento en la tira comercial dise¶ada para capturar ADN 

y seguir las indicaciones del fabricante respecto a la orientaci·n de la tira. 

3. Lavado: lavar la tira en la soluci·n de lavado provista o en un buffer de bajo contenido 

salino, seg¼n protocolo del kit. Generalmente se realizan 2ï3 lavados consecutivos para 

eliminar prote²nas, hemoglobina y posibles inhibidores de la PCR. Entre cada lavado, 

desechar el sobrenadante con cuidado. 

4. Eluci·n del ADN: transferir la tira lavada a un nuevo tubo de microcentr²fuga est®ril. 

Agregar 50ï100 ÕL de agua ultrapura est®ril o buffer de eluci·n. Incubar a temperatura 

ambiente durante 5ï10 minutos para liberar el ADN. Retirar la tira con pinza est®ril, 

dejando el ADN en la soluci·n. 

5. Almacenamiento del ADN: conservar el ADN extra²do a 4 ÁC para uso inmediato o a -

20 ÁC para almacenamiento prolongado. 

Nota: el m®todo con tiras comerciales es r§pido, seguro y no requiere qu²micos t·xicos 

como fenol o cloroformo. Permite obtener ADN en cantidad suficiente para PCR y an§lisis de 

marcadores gen®ticos, aunque la pureza puede variar seg¼n la calidad de la muestra original. 

Es una t®cnica ideal para ense¶anza, ya que reduce los riesgos y simplifica los pasos 

del proceso cl§sico de extracci·n.  
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Ш IX. Protocolo de extracci·n de ADN de muestra de banana   

Protocolo propuesto por D²az et al. (2025) 

Muestra: a partir de muestra de banana. 

Materiales y reactivos 

¶ 1/2 banana mediana  

¶ Mortero 

¶ Vaso de precipitado de 250 mL 

¶ Probetas 

¶ 200 mL agua destilada a temperatura ambiente 

¶ 10 mL de detergente para vajillas 

¶ 1 cucharadita de sal de mesa 

¶ Varilla de vidrio 

¶ Colador y gasa  

¶ Frasco contenedor 

¶ Tubo de ensayo 

¶ Pipeta Pasteur 

¶ Alcohol et²lico fr²o (guardado en freezer) 

Procedimiento 

Los pasos 1-3 ser§n realizados por un integrante de cada grupo. El paso 4 lo realizar§n 

todos los participantes.  

1. Trituraci·n de la fruta: colocar 1/2 banana en el mortero y pisar con el pil·n hasta obtener 

un pur®.  

Nota: esto ayuda a romper las paredes celulares y liberar el contenido celular. 

2. Adici·n de agua destilada, detergente y sal: colocar el pur® de banana en el vaso de 

precipitado. Agregar agua destilada (200 mL), detergente para vajillas (10 mL) y sal de 

mesa (1 cucharadita). Mezclar con la varilla de vidrio para homogeneizar la mezcla.  

Nota: el agua ayuda a disolver los componentes celulares, el detergente rompe las 

membranas celulares y nucleares, y la sal ayuda a desestabilizar las prote²nas y liberar el 

ADN. 

3. Filtraci·n: despu®s, separar la mezcla de banana a trav®s del colador y la gasa para 

separar el l²quido de los s·lidos. Desechar los s·lidos y guardar el l²quido filtrado en el 

frasco contenedor. 
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Ш Nota: este paso separa los s·lidos (como las fibras de la fruta) del l²quido que contiene 

el ADN. 

4. Adici·n de alcohol fr²o: trasvasar 5 mL del extracto obtenido con una pipeta Pasteur a 

un tubo de ensayo y agregar alcohol fr²o.  

Nota: el alcohol fr²o precipita el ADN, haci®ndolo visible como una sustancia fibrosa y 

blanca en la interfaz entre el alcohol y el l²quido filtrado. 

Esta mini-experiencia no solo permitir§ a los estudiantes observar el ADN, sino que 

tambi®n les brindar§ una comprensi·n b§sica de la importancia de esta mol®cula en la biolog²a 

y la gen®tica. Adem§s, esta experiencia se adecua de manera sencilla y accesible para visibilizar 

la manera en que los cient²ficos trabajan en los laboratorios para estudiar y manipular el ADN 

en investigaciones que van desde la medicina hasta la biotecnolog²a. 

Reflexi·n para la pr§ctica docente 

Al abordar distintos protocolos ðdesde los m§s simples, como la extracci·n a partir de 

mucosa bucal, hasta los m§s complejos, como los que utilizan sangre, tejidos vegetales o 

micelio f¼ngicoð los estudiantes pueden comprender que no existe un ¼nico camino para llegar 

al ADN, sino que la estrategia depende siempre del tipo de muestra, los recursos disponibles y 

el objetivo posterior (por ejemplo, diagn·stico, clonaci·n, o conservaci·n de material gen®tico). 

Adem§s, estas pr§cticas ofrecen un espacio para reflexionar sobre la rigurosidad en el 

c§lculo de concentraciones, la esterilidad en la manipulaci·n de muestras y la interpretaci·n de 

resultados, competencias esenciales en biolog²a molecular. El docente, en este sentido, tiene la 

responsabilidad de guiar a los estudiantes no solo en la ejecuci·n t®cnica, sino tambi®n en la 

valoraci·n cr²tica de cada metodolog²a, invit§ndolos a pensar en las ventajas, limitaciones y 

posibles fuentes de error de cada protocolo. 

Finalmente, es fundamental remarcar que la extracci·n de ADN, aunque parezca una tarea 

b§sica, constituye la base de la mayor²a de las t®cnicas modernas de biolog²a molecular. 

Aprender a realizarla con criterio cient²fico, precisi·n y conciencia de su relevancia prepara a 

los estudiantes para futuros desaf²os en investigaci·n, docencia y aplicaciones biotecnol·gicas. 
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Ш TALLER Y TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 2: VISUALIZACIčN Y CUANTIFICACIčN 

DE ĆCIDOS NUCLEICOS 

OBJETIVOS 

 Los objetivos del taller n.Ü 2 son: 

¶ Comprender los fundamentos te·ricos de la electroforesis en gel de agarosa y de la 

espectrofotometr²a en la cuantificaci·n y evaluaci·n de calidad de los §cidos nucleicos. 

¶ Analizar cr²ticamente las ventajas, limitaciones y aplicaciones de cada t®cnica e 

interpretar resultados experimentales (bandas en geles y valores espectrofotom®tricos) 

y discutir su relevancia biol·gica. 

¶ Fomentar el trabajo colaborativo y reflexivo identificando c·mo la calidad y pureza del 

ADN impactan en t®cnicas posteriores de biolog²a molecular (PCR, clonaci·n, 

secuenciaci·n, entre otras). 

 

Los objetivos del TP n.Ü 2 son:  

¶ Aprender a preparar un gel de agarosa y realizar la corrida electrofor®tica incorporando 

colorantes seguros para la visualizaci·n de ADN. 

¶ Cargar muestras y marcadores de peso molecular, interpretando el patr·n de migraci·n 

de fragmentos de ADN. 

¶ Utilizar un espectrofot·metro para medir la absorbancia de ADN a 260/280 nm, calcular 

su concentraci·n y evaluar su pureza  

¶ Comparar los resultados obtenidos por ambos m®todos (gel vs. espectrofotometr²a) y 

analizar su complementariedad. 

 

FUNDAMENTO TEčRICO DE LA ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA 

La electroforesis en gel de agarosa es una de las t®cnicas m§s utilizadas en biolog²a 

molecular para la separaci·n, an§lisis y visualizaci·n de §cidos nucleicos con tama¶os entre 0,1 

a 25 kb. Su fundamento se basa en que las mol®culas de ADN, al estar cargadas negativamente 

por sus grupos fosfato, migran hacia el electrodo positivo (§nodo) cuando son sometidas a un 

campo el®ctrico. La matriz de agarosa funciona como un tamiz molecular que retrasa el 

movimiento de los fragmentos seg¼n su tama¶o: los fragmentos peque¶os se desplazan con 

mayor facilidad a trav®s de los poros del gel, mientras que los fragmentos grandes lo hacen m§s 
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Ш lentamente. Usualmente, es posible detectar fragmentos mediante coloraci·n con bromuro de 

etidio si estos se encuentran en concentraciones cercanas a los 0,25 ng. 

El protocolo de trabajo se divide en cuatro etapas y se resume en la Figura 1.11.  

5. Preparaci·n del gel de agarosa 

6. Preparaci·n y carga de muestras 

7. Corrida electroforética 

8. Visualizaci·n del ADN de las muestras 

  

 

 

1. Preparaci·n del gel de agarosa 

El gel de agarosa se prepara a una concentraci·n apropiada al rango de los fragmentos a 

ser separados. En el laboratorio se prepara a partir de agarosa pura comercial.  Para ello, la 

cantidad de agarosa necesaria se pesa en una balanza de precisi·n, y luego se disuelve en el 

buffer correspondiente mediante calentamiento hasta obtener una soluci·n transparente y 

homog®nea. Existen diferentes composiciones para buffers de corrida. Los m§s utilizados son:    

¶ Tris-Acetato-EDTA (TAE): Tris Base 0,04 M; Ćcido Ac®tico Glacial 0,03 M; EDTA 

0,002 M; pH 7,8. Tiene capacidad de buffer baja y se puede agotar en electroforesis 

largas. 

¶ Tris-Borato-EDTA (TBE): Tris Base 0,89 M; Ćcido B·rico 0,89 M; EDTA 0,002 M; pH 

8,3. Posee una capacidad de buffer significativamente mayor que el TAE, pero es m§s 

costosa.  
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Ш Ambos buffers se preparan en altas concentraciones y se expresan en veces o X (por 

ejemplo, 10X o 5X), para luego diluirse a una concentraci·n de trabajo 1X. Este buffer se 

emplea para preparar la agarosa, la cual se funde en ba¶o de agua o en microondas hasta obtener 

una soluci·n transparente y homog®nea. 

La soluci·n se vierte en el soporte de electroforesis, el cual debe sellarse previamente por 

los bordes para evitar p®rdidas durante el vertido y permitir una gelificaci·n uniforme. Es ¼til 

dejar enfriar la agarosa antes de volcarla en el soporte (a unos 45-50 ÁC), para evitar que 

aparezcan ondulaciones debido al enfriamiento desparejo, afectando la corrida y para no da¶ar 

el soporte por el calor. Una vez vertida la agarosa en el soporte, estando esta a¼n l²quida, se 

debe observar que no queden burbujas en el mismo, colocando el peine (cuyos ñdientesò 

formar§n los pocillos cuando la agarosa gelifique). Observar que no se formen burbujas entre 

los dientes del peine. Tras gelificar, se coloca en una cuba de electroforesis. Para ello, se debe 

colocar el soporte en la cuba, llenar la cuba con buffer de corrida sumergiendo el gel, y proceder 

a retirar los peines.  

Nota: existe otro tipo de agarosa comercial qu²micamente modificada que funde a baja 

temperatura (agarosa low melting), la cual presenta mayor poder resolutivo, se pueden separar 

y analizar fragmentos de ADN muy peque¶os (10-500 pb). 

2. Preparaci·n y carga de las muestras  

Las muestras que se sembrar§n se mezclan con un buffer de carga (loading buffer), el cual 

cumple tres funciones: aumentar la densidad de la muestra, asegurar que la muestra se deposite 

directamente en el pocillo preparado a tal fin y otorgar color para visualizar el frente de corrida. 

Para ello, contiene glicerol, una sustancia densa que facilita la sedimentaci·n de las muestras 

en los pocillos preparados para tal fin y que no se dispersen en el buffer de corrida. Tambi®n 

contiene colorantes de seguimiento con tasa de migraci·n conocida, lo que asegura una 

distancia prudencial con la muestra y sirve como frente de corrida. El colorante m§s usado es 

el azul de bromofenol. Otro colorante utilizado es el xileno-cianol.  

Es importante no confundir el frente de corrida (colorante) con la tinci·n del ADN, ya que 

este colorante no se une al ADN ni permite visualizar las bandas del material gen®tico, cuya 

detecci·n se realiza posteriormente mediante tinci·n espec²fica (por ejemplo, con bromuro de 

etidio, GelRed u otros colorantes intercalantes). 
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Ш A veces, tambi®n se adicionan detergentes en bajas concentraciones con el objeto de evitar 

posibles contaminaciones bacterianas y f¼ngicas. Un buffer de carga sencillo y com¼n tiene la 

siguiente composici·n:  

¶ Glicerol 60 %  

¶ EDTA 0,01 M 

¶ SDS 1 %  

¶ Azul de bromofenol 0,1 %  

Nota: en este paso tambi®n se puede agregar el colorante que ti¶e las mol®culas de ADN. 

Luego, las muestras de ADN se cargan en las hendiduras del gel (slots o pocillos) 

correspondientes. 

3. Corrida electrofor®tica 

Consiste en aplicar una diferencia de potencial determinada por un per²odo de tiempo 

espec²fico a la cuba que contiene el gel de agarosa con las muestras. Al conectar la corriente, 

las moléculas de ADN migran a través de la matriz de agarosa. Luego de conectar la fuente de 

poder a la cuba, si esta conexi·n es correcta, podremos observar la formaci·n de burbujas en 

los electrodos y en unos minutos el azul de bromofenol (que constituye la mayor²a de los buffers 

de carga) comienza a migrar desde el pocillo. Las muestras migrar§n hacia el §nodo (polo 

positivo). El gel de agarosa se encuentra dentro de un recipiente (llamado coloquialmente cama) 

sumergido en el buffer de corrido, por lo que se denomina electroforesis submarina. 

La electroforesis se lleva a cabo hasta que el frente haya migrado una distancia apropiada 

a lo largo del gel, que depender§ del tipo de muestra aplicada y de la experiencia y criterio del 

operador. Se recomienda una corrida a un voltaje apropiado intentando no superar los 45 a 60 

minutos.  

4. Visualizaci·n del ADN de las muestras 

Para poder visualizar el ADN de las muestras es necesario utilizar alg¼n tipo de colorante 

intercalante que se una al ADN y luego podamos ver. Esta tinci·n puede realizarse en diferentes 

momentos del proceso. Puede ser en un paso posterior a la corrida en s²; el colorante puede 

agregarse directamente al gel de modo que a medida que se produce la corrida se produce la 

tinci·n; o, como se mencion· anteriormente, el colorante puede agregarse junto al buffer de 

carga de la muestra. 

Entre los colorantes intercalantes se encuentran GelRed, SYBR Safe o bromuro de etidio. 

Luego, el gel se observa bajo luz ultravioleta (UV) o azul, donde se detectan las moléculas de 
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Ш ADN teñidas. El bromuro de etidio tiñe fácilmente los geles de agarosa. Se trata de un agente 

(poderoso mutagénico) que se intercala entre las bases del ADN y absorbe la radiación 

ultravioleta, con posterior emisión, generando una coloración rosada-anaranjada de las 

muestras. En general la interacción con el ADN aumenta la absorción y emisión del bromuro 

de etidio. La presencia del colorante puede retrasar la migración de las muestras hasta en un 15 

%. Por ello, una opción válida es teñir el gel luego de la corrida. En la mayoría de los casos no 

se procede a desteñir el gel, pero cuando las cantidades de ácidos nucleicos son muy pequeñas 

(< 10 ng) se facilita su observación si se reduce el background coloreado, originado por el 

bromuro de etidio no asociado al ADN. Para ello, el gel se sumerge en agua o MgSO4 1 mM 

por 20 minutos.  

Tras la tinción con bromuro de etidio, es posible registrar fotográficamente la corrida, 

utilizando una cámara instantánea (Polaroid 667 ASA 300), cuya película es expuesta a la luz 

ultravioleta durante un tiempo determinado, a través de un filtro rojo/naranja (tipo Wratten 22 

A de Kodak), el que sirve para eliminar la radiación de fondo que emulsiona la película. Las 

cámaras digitales o los celulares inteligentes con buena resolución también son útiles a los fines 

del registro fotográfico de corridas electroforéticas. 

En la Figura 1.12 se pueden observar fotografías de geles de agarosa luego de la 

electroforesis y tinción del ADN de diferentes muestras. Las bandas que se encuentran en la 

parte superior del gel representan los ADN genómicos de las diferentes muestras, ya que tienen 

pesos moleculares grandes, por lo que no migran demasiado desde el pocillo donde fueron 

sembradas. En los carriles 1, 2 y 3 se observa ADN de muestras de tejido vegetal. En los dos 

primeros carriles se observa abundante cantidad de ADN de buena calidad y un escurrido que 

brota de la banda manifiesta, llamado chorreado o smear debido a la degradación del ADN. 

Esto indica que se debe mejorar la metodología de extracción (suele ser un grave problema 

inicial en las técnicas de extracción de ácidos nucleicos vegetales). En el carril 3 se observa que 

el ADN sufrió una degradación importante, por lo que los ácidos nucleicos no se encontrarían 

en su calidad óptima. A pesar de ello, aún puede dársele varios usos como la amplificación por 

PCR, debido a que esta técnica es en extremo sensible y específica.  

En los siguientes carriles del 4 al 7 se observan bandas correspondientes a ácidos nucleicos 

extraídos a partir de muestras de sangre (el volumen de partida de sangre fue 500 µL). En los 

carriles 4 y 5 se pueden ver bandas nítidas sin smear debido a una metodología de extracción 

eficiente, el ADN extraído se puede usar en la mayoría de los estudios moleculares posteriores. 
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Ш En los carriles 6 y 7 también se ven bandas nítidas de ácidos nucleicos en alta concentración, 

por lo que se ve cierto rastro fluorescente. En ese caso, para técnicas posteriores como al PCR, 

se debe cuidar las cantidades de ácidos nucleicos agregadas; por ejemplo, un exceso de matriz 

de copia puede afectar a esta técnica.  

En los carriles 9 y 10 se observan ácidos nucleicos a partir de muestras de mucosa, se 

observa un smear y bandas intensas de peso molecular menor al ADN genómico que indicaría 

contaminación con ARN. 

En los carriles del 11 al 14 se muestra ADN de muestras de tejido embebido en parafina, 

como se puede observar, no se muestra una banda intensa de ADN como en los casos anteriores, 

sino un smear, producto de la degradación de los ácidos nucleicos.  

 

 

Factores que afectan la electroforesis 

Tama¶o del ADN: la migraci·n de los fragmentos es inversamente proporcional a sus pesos 

moleculares (la especie m§s pesada es la que menos migra). En la electroforesis, el movimiento 

de una part²cula cargada, independientemente del soporte utilizado, depende en cierta medida 

de su conformaci·n estructural. Una metodolog²a que hace uso de este car§cter es el estudio de 

Polimorfismos Conformacionales de cadena simple (SSCP, del ingl®s Single Strand 

Conformational Polymorphism). En esta metodolog²a, se desnaturaliza la doble cadena 

utilizando formamida, por ejemplo, y cada una de las cadenas simples adopta una estructura 
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Ш tridimensional particular. Si una base se encuentra mutada, la estructura tridimensional ser§ 

distinta y esta cadena mutada migrar§ de un modo distinto a la otra cadena normal. A trav®s de 

esta t®cnica se pueden determinar mutaciones puntuales de una dada regi·n amplificada por 

PCR. Sin embargo, el soporte utilizado para esta metodolog²a es poliacrilamida, como se ver§ 

en cap²tulos posteriores. 

Concentraci·n de la agarosa: la migraci·n depende del tama¶o de poro formado por la agarosa, 

dicho tama¶o depende de la concentraci·n de agarosa. Existe una relaci·n lineal entre el 

logaritmo y la movilidad electrofor®tica del ADN y la concentraci·n del gel, descripta a trav®s 

de f·rmulas matem§ticas. A mayor concentraci·n de agarosa, mayor poder resolutivo, se 

pueden separar fragmentos m§s peque¶os de ADN.  

Voltaje aplicado: el voltaje aplicado a las terminales de un gel de agarosa genera un campo 

el®ctrico con una fuerza definida por la longitud entre los electrodos y la diferencia de potencial 

total aplicada (se sugiere que la intensidad no debe exceder los 5 o 6 V/cm). Las mol®culas de 

ADN expuestas a este campo el®ctrico migran hacia el §nodo (polo positivo) debido a la carga 

negativa aportada por los grupos fosfato del esqueleto molecular. La velocidad de migraci·n 

est§ limitada por la fuerza de fricci·n impuesta por la matriz del gel.  

Composici·n de bases y temperatura: mientras que la carga y/o tama¶o molecular pueden 

afectar la velocidad a la cual las macromol®culas se movilizan a trav®s del gel, el cociente de 

carga a masa (Q/M) es el mismo para mol®culas de ADN de diferente tama¶o. Por ello, el 

tama¶o del ADN es la caracter²stica que determina la velocidad de migraci·n, permitiendo la 

separaci·n de mezclas complejas por electroforesis. Adem§s, la movilidad electrofor®tica del 

ADN no se ve afectada por variaciones de temperatura (rango 4 a 30 ÁC), por lo que 

generalmente se llevan adelante corridas electrofor®ticas a temperatura ambiente.  

Presencia de colorantes: el bromuro de etidio se intercala entre las bases de los §cidos 

nucleicos, pudiendo ser as² visualizados los mismos a la luz ultravioleta. El bromuro de etidio 

puede reducir la movilidad electrofor®tica del ADN lineal en aproximadamente un 15 %.  

Composici·n de la soluci·n tamp·n de corrida electrofor®tica: la movilidad electrofor®tica del 

ADN es afectada por la composici·n y la fuerza i·nica de la soluci·n tamp·n o buffer de 

electroforesis. Sin iones, por ejemplo, si se omitiera el buffer de corrida por error, la 

conductividad el®ctrica ser²a m²nima y el ADN migra muy lentamente o no lo hace. Por otro 

lado, si se usa un buffer de corrida con alta fuerza i·nica, por ejemplo, si por error se utiliza un 
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Ш buffer de corrida 10X, la conductividad el®ctrica es demasiado alta y se genera calor, lo que 

puede fundir el gel y/o desnaturalizar el ADN. 

Ventajas 

¶ Se trata de una t®cnica sencilla y de bajo costo. Requiere poco equipamiento 

especializado. 

¶ Permite estimar el tama¶o de los fragmentos de ADN mediante el uso de marcadores de 

peso molecular. 

¶ Es aplicable a diferentes tipos de §cidos nucleicos (ADN gen·mico, plasm²dico o 

productos de PCR). 

Desventajas 

¶ Resoluci·n limitada en comparaci·n con otros sistemas, como la electroforesis en gel 

de poliacrilamida o la electroforesis capilar. 

¶ Uso de colorantes que pueden ser potencialmente t·xicos o mutag®nicos (p. ej., bromuro 

de etidio). 

¶ Fragmentos de ADN muy grandes pueden no separarse adecuadamente. 

¶ El m®todo es principalmente cualitativo o semicuantitativo, por lo que no reemplaza 

t®cnicas m§s sensibles para an§lisis cuantitativo. 

Electroforesis en gel de DNA plasm²dico  

Adaptaciones simples de los m®todos electrofor®ticos son empleadas usualmente para la 

detecci·n y caracterizaci·n f²sica del ADN plasm²dico presente en aislamientos bacterianos 

ambientales y cl²nicos. Las concentraciones com¼nmente empleadas para realizar corridas 

plasm²dicas en geles de agarosa var²an entre 0,6 y 1,5 %, utilizando b¼feres est§ndares.  

El ADN plasm²dico generalmente se presenta en tres conformaciones: la forma circular 

cerrada (forma I), la circular abierta o nicked (forma II) y la lineal de doble cadena (forma III). 

Estas conformaciones del DNA conducen a que especies del mismo peso molecular migren a 

velocidades diferentes en geles de agarosa. La forma I migra m§s r§pidamente que la forma III. 

El superenrrollamiento esencialmente retuerce las mol®culas sobre s² mismas, confiri®ndoles 

un radio hidrodin§mico menor, permiti®ndoles pasar m§s f§cilmente por la matriz del gel. La 

forma II o circular abierta, la cual ha perdido totalmente el superenrrollamiento, migra de 

manera apreciablemente m§s lenta que cualquiera de las otras dos.  
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Ш Electroforesis en gel de ARN total  

Para el caso de las corridas electrofor®ticas de ARN total, la visualizaci·n es distinta. Como 

se indic· en el cap²tulo anterior, la mayor contribuci·n al ARN total de la c®lula es por parte 

del ARNr y en menor cuant²a se encuentran los ARNt y los ARNm. Por esto, la electroforesis 

es un buen m®todo para analizar la integridad del ARN total: se espera encontrar dos bandas 

por carril. Para el caso de las muestras eucariotas una de dichas bandas pertenece al ARNr 28S 

y la otra al 18S, que constituyen las dos subunidades de los ribosomas. Usualmente la banda 

28S suele presentar una intensidad de tinci·n dos veces mayor que la correspondiente a la banda 

18S. Tambi®n es posible visualizar un ligero smear entre ambas bandas que suele corresponder 

a los ARNt y ARNm (Figura 1.13). 

 

 

FUNDAMENTO DE LA EVALUACIčN DEL ADN POR ESPECTROFOTOMETRĉA  

La espectrofotometr²a en el rango UV es una de las t®cnicas m§s utilizadas para cuantificar 

ADN de manera r§pida, sencilla y no destructiva. Su principio se basa en la capacidad que 

tienen los §cidos nucleicos de absorber luz a una longitud de onda espec²fica debido a la 

presencia de sus bases nitrogenadas arom§ticas (adenina, timina, citosina y guanina). El 

m§ximo de absorci·n del ADN y ARN se encuentra en 260 nm, mientras que las prote²nas 

(principales contaminantes de la extracci·n de los §cidos nucleicos) presentan un m§ximo a 280 

nm debido principalmente a los amino§cidos arom§ticos tript·fano y tirosina. De esta manera, 

la medida de la absorbancia a ambas longitudes de onda permite saber el grado de pureza de la 

muestra de ADN y la absorbancia a 260 nm, permite conocer la cantidad de ADN obtenido.  
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Ш La concentraci·n de ADN se calcula a partir de la relaci·n directa entre la absorbancia a 

260 nm y la cantidad de ADN en soluci·n. Para conocer la concentraci·n de ADN en una 

muestra, se puede aplicar la Ley de Lambert-Beer (tambi®n llamada ley de Beer-Lambert) la 

cual establece la relaci·n entre la absorbancia de una sustancia y su concentraci·n en una 

soluci·n. Matem§ticamente, se expresa: 

ὃ  ꜡ȢὨȢὅ  

donde A es la absorbancia;  

Ů es el coeficiente de extinci·n molar (mL/Õg.cm), es decir, indica cu§nto absorbe una 

sustancia la luz a una longitud de onda espec²fica, una preparaci·n pura de ADN tiene un 

coeficiente de extinci·n molar Ů260 de 0,027 mL/Õg.cm; 

d es la longitud de la cubeta o camino ·ptico;  

C es la concentraci·n. 

Ejemplo de c§lculo de concentraci·n de ADN  

El ADN extra²do de una muestra de sangre entera se resuspende en 0,05 mL (50 ÕL) de 

agua destilada est®ril.  

La Abs 260 nm en una cubeta de cuarzo de 1 cm de camino ·ptico es 0,264. 

Se aplica la f·rmula:   

ὃ  ꜡ȢὨȢὅ  

ὅ ὃ Ⱦ Ȣ꜡Ὠ  

ὅ πȟςφτ Ⱦπȟπςχ Í,ȾАÇȢÃÍ Ø ρ ÃÍ  

ὅ  ωȟχχ АÇȾÍ,  

Nota: si el ADN rehidratado se diluye en mayor cantidad de agua, hay que multiplicar por 

el factor de diluci·n. Por ejemplo, si diluyo los 50 ÕL de ADN en 450 ÕL de agua, el factor de 

diluci·n es 10. Por tanto, se corrige por el factor de diluci·n: 

ὅ  ωȟχχ А
Ç

Í,
Øρπ  

ὅ  ωχȟχ АÇȾÍ,  

Una manera pr§ctica de calcular la concentraci·n de §cidos nucleicos es por equivalencia. 

Por convenci·n, una absorbancia de 1,0 a 260 nm corresponde aproximadamente a 50 Õg/mL 

de ADN de doble cadena, 40 Õg/mL de ARN o 33 Õg/mL de ADN de hebra simple. De esta 

manera, el c§lculo de la concentraci·n de §cidos nucleicos en Õg/mL en una cubeta de cuarzo 

puede estimarse a trav®s de las siguientes f·rmulas matem§ticas:  

ὅАȾ    ὃ ȢὯ 
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Ш donde, k es la convenci·n de la absorbancia a 260 nm que corresponde a ADN de doble 

cadena, ARN o ADN de cadena simple 

Ejemplo de c§lculo de concentraci·n de ADN por convenci·n o equivalencia 

Un estudiante mide una muestra y obtiene: 

¶ Abs 260 nm = 0,8 

¶ Cubeta de 1 cm 

Aplicando la convenci·n o equivalencia, k para el ADN de doble cadena es 50ɛg/mL:  

ὅАȾ    ὃ ȢὯ 

ὅАȾ   πȟψ ȢυπױʈÇȾÍ, 

ὅАȾ    τπױʈÇȾÍ, 

La muestra tiene 40 Õg/mL de ADN. 

 Nota: tambi®n debe corregirse por el factor de diluci·n en caso de que se haya diluido la 

muestra. 

Adem§s de la concentraci·n, el m®todo de evaluaci·n por espectrofot·metro permite 

evaluar la pureza de la muestra de ADN. Para ello, se debe medir la absorbancia de la muestra 

a dos longitudes de onda: A260 y A280. Mediante su relaci·n entre estas: A260/A280 se obtiene:  

¶ Relaci·n A260/A280 = 1,6 ï 1,8 Ÿ ADN puro 

¶ Relaci·n A260/A280 = < 1,8 Ÿ contaminaci·n con prote²nas o fenol. Debido a que la 

presencia de prote²nas disminuye este valor de relaci·n, ya que las mismas presentan su 

pico de absorci·n a 280 nm.  

¶ Relaci·n A260/A280 = 2,0 ï 2,3 Ÿ ARN puro. Si la muestra es de ADN, significa posible 

contaminaci·n con ARN. Esto se debe a que la presencia de ARN aumenta el valor de 

la relaci·n. 

¶ Relaci·n A260/A280 > 2,3 Ÿ indica presencia de nucle·tidos por posible degradaci·n de 

los §cidos nucleicos.  

La espectrofotometr²a ofrece la ventaja de no requerir reactivos adicionales y permitir una 

estimaci·n inmediata de la cantidad de ADN en una muestra. Sin embargo, su precisi·n puede 

verse afectada por contaminantes (fenol, sales, prote²nas, detergentes), por lo que suele 

complementarse con otros m®todos como la electroforesis en gel o fluorometr²a. 
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Ш TALLER No. 2: VISUALIZACIčN Y CUANTIFICACIčN DE ĆCIDOS NUCLEICOS 

Contenidos a desarrollar  

¶ Fraccionamiento de §cidos nucleicos: ultracentrifugaci·n, centrifugaci·n zonal e 

isop²cnica. Electroforesis. Soporte. Detecci·n del ADN. Calibraci·n de la electroforesis. 

Electroforesis en campo pulsante.  

¶ Hibridaci·n de §cidos nucleicos: desnaturalizaci·n y renaturalizaci·n. Efecto de la 

temperatura. Ćcidos y bases. Agentes qu²micos. 

¶ Influencia de la desnaturalizaci·n sobre las propiedades del ADN: viscosidad, absorci·n 

ultravioleta. Curvas de desnaturalizaci·n.  

¶ An§lisis molecular de la hibridaci·n de §cidos nucleicos: Ensayo de hibridaci·n. 

Influencia de algunos factores. Rigor.  

¶ M®todos de ensayos de hibridaci·n. Fase l²quida. Soporte s·lido. Hibridaci·n in situ. 

T®cnicas relacionadas: transferencia Western.  

Plan de actividades 

Parte I  

1. Momento de lectura comprensiva (individual)  

Leer los contenidos te·ricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliograf²a 

Recomendada: Biolog²a Molecular e Ingenier²a Gen®tica, Conceptos, T®cnicas y Aplicaciones 

en Ciencias de la Salud. Autor: Jos® Luque y Ćngel Herr§ez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid, 

Espa¶a, Cap. 11 (solo fraccionamiento de §cidos nucleicos) y Cap. 13. 

2. Momento de lectura comprensiva y reflexi·n grupal (peque¶os grupos, de 3 a 4 

integrantes, aquellos conformados en el aula virtual)  

Leer, intercambiar a modo de di§logo, la aclaraci·n de aquellos contenidos o conceptos 

que lo requieran. 

3. Momento de producci·n grupal 

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un 

mapa conceptual integrador de los contenidos te·ricos del texto citado en el punto 1. 

Parte II 

4. Momento de lecto y audio comprensi·n (individual) 

Observar los videos: explicaci·n te·rica del TP n.Ü 2 y leer los contenidos te·ricos del TP 

y Taller n.Ü 2. Evaluaci·n de los §cidos nucleicos extra²dos: electroforesis en geles de agarosa y 

cuantificaci·n por m®todo espectrofotom®trico. 

https://cmaptools.uptodown.com/windows
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Ш 5. Momento de producci·n grupal (peque¶os grupos, de 3 a 4 integrantes, aquellos 

conformados en el aula virtual) 

Con la herramienta Cmaptools (https://cmaptools.uptodown.com/windows) realizar un 

mapa conceptual integrador de las etapas del protocolo de trabajo para efectuar la evaluaci·n 

de los §cidos nucleicos: 

¶ Electroforesis en gel de agarosa, factores que afectan la migraci·n de los §cidos 

nucleicos en la matriz de agarosa, y la utilidad de esta t®cnica para evaluar las 

extracciones de los §cidos nucleicos. 

¶ Cuantificaci·n y valoraci·n de la pureza de los §cidos nucleicos.  

Actividad propuesta para la pr§ctica docente. Ш 
Se propone a los futuros docentes de Biolog²a trabajar con programas y p§ginas web que 

permiten simular la electroforesis de ADN in silico, es decir, de manera virtual, lo que puede 

ser muy ¼til como complemento did§ctico. LabXchange, https://www.labxchange.org/, es un 

simulador gratuito, muy ¼til para clases de introducci·n y complementarias a la pr§ctica. Dentro 

de este simulador, Gel Electrophoresis - LabXchange permite simular de manera interactiva 

electroforesis en geles para aprendizaje y modificar algunos par§metros t®cnicos. Tiene tres 

niveles, para usuarios principiantes hasta avanzados en la t®cnica. Se puede realizar el proceso 

completo, desde la preparaci·n del gel, la corrida electrofor®tica, y observaci·n del gel. Adem§s 

de pensarse como una actividad complementaria para los estudiantes, tambi®n puede pensarse 

como un ¼nico recurso en el caso de que los futuros docentes no cuenten con laboratorios 

preparados para llevar a cabo este tipo de t®cnicas.  

Fecha de entrega: pr·xima clase de Taller n.Ü 3. Los mapas conceptuales elaborados deber§n 

ser entregados en la secci·n correspondiente denominada Actividades Taller TP n.Ü 2 del aula 

virtual en un archivo Word conteniendo una car§tula con los integrantes del grupo. 

 

  

https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:9548bee3:lx_simulation:1


 

 

 ΥΥ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 2: VISUALIZACIčN Y CUANTIFICACIčN DEL ADN 

EXTRAĉDO 

La evaluaci·n de la cantidad y calidad de los §cidos nucleicos extra²dos en el TP anterior 

se realizar§ por:  

¶ electroforesis en geles de agarosa  

¶ m®todo espectrofotom®trico 

Protocolo de electroforesis en geles de agarosa  

Equipamiento y materiales 

¶ Fuente de poder  

¶ Cuba para electroforesis  

¶ Cables de conexi·n  

¶ Matraces capaces de contener las soluciones  

¶ Balanza anal²tica  

¶ Probetas capaces de medir los vol¼menes requeridos  

¶ Micropipetas autom§ticas  

¶ Puntas (tips) azules y amarillas  

¶ Transiluminador UV 

¶ ADN extra²do en el TP n.Ü 1 

Reactivos  

¶ Agarosa en polvo  

¶ Tamp·n de corrida TBE 1 X (o el tamp·n seleccionado)  

¶ Tamp·n de carga (loading buffer)  

¶ Soluci·n de bromuro de etidio  

¶ Marcador de peso molecular (ladder) 

Preparaci·n de soluciones de trabajo 

¶ GelRed 1X:  

Diluir a 1X, comercialmente se lo suministra a 10.000X 

¶ TBE 10X (pH 8,2- 8,4) 

  Tris base éééé.. 108 g 

 EDTA ééééé.. 9,25 g  

  Ćcido b·rico éé... 55 g  

  Agua destilada c.s.p. 1000 mL  
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Ш   Ajustar el pH con §cido b·rico. Esterilizar y conservar a 4 ÁC.  

¶ TBE 1X: 

  TBE 10X ééé... 10 mL  

  Agua destilada é.. 90 mL  

¶ Gel de agarosa 1 %: 

Agarosa éééé 0,6 g  

  TBE 1X éééé60 mL  

Si se ti¶e el gel antes de la corrida electrofor®tica, el colorante intercalante que se use 

se a¶adir§ en la preparaci·n del gel. En este TP se utiliza el GelRed a una concentraci·n de 1X. 

En caso de utilizar el bromuro de etidio como colorante, se trabaja con una soluci·n madre de 

10 mg/mL.  

Procedimiento  

Preparaci·n del gel de agarosa: 

1. Sellar el soporte de corrida, donde se colocar§ la soluci·n del gel de agarosa que 

gelificar§ posteriormente. 

2. Diluir el buffer de corrida TBE de 10X a 1X.  

3. Pesar la agarosa 1 %. En este TP se realizar§ un gel chico por lo que se preparar§ 60 mL; 

pesar 6 g de agarosa y disolver en buffer TBE 1 X dentro de un matraz. Fundir a ba¶o 

Mar²a o en horno microondas (evitar que hierva), hasta obtener una soluci·n l²mpida y 

homog®nea.   

4. Enfriar hasta unos 45 ÁC aproximadamente.  

5. Si se desea te¶ir el gel antes de la corrida, agregar en este momento el colorante 

intercalante que ti¶e el ADN. Esto es as² cuando se trabaja con bromuro de etidio; se 

agregan 5 ÕL de una soluci·n de 10 mg/mL. Sin embargo, en este TP se trabaja con 

GelRed y se agrega en el buffer de carga cuando se preparan las muestras para sembrar. 

6. Verter la agarosa al soporte y colocar el peine procurando que su extremo inferior quede 

a 1 cm de la base.  

7. Esperar a que la soluci·n gelifique para retirar los selladores y colocar el soporte en la 

cuba. 

8. Llenar la cuba con el buffer de corrida TBE 1X y luego retirar el peine con cuidado de 

no romper los pocillos formados.  

Preparaci·n de las muestras y electroforesis:  
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Ш 9. Mezclar 5 ÕL de cada muestra a analizar con 1 ÕL de buffer de carga. En este TP el 

buffer de carga tiene el colorante intercalante GelRed a 1X.  

10. Sembrar la mezcla (muestra con el buffer) en el gel.  

Nota: es importante mantener la micropipeta en posici·n vertical sobre el pocillo, con la 

punta del tip amarillo en la entrada (no en el fondo) del pocillo y depositar la muestra 

despacio. Evitar pinchar el fondo del pocillo con el tip ya que la muestra escurrir²a por 

debajo del gel de agarosa y se perder²a. 

11. Una vez cargadas todas las muestras, depositar 2 ÕL de patr·n de peso molecular. 

Algunos patrones de peso molecular son provistos listos para usar; otros deben 

prepararse como si fueran una muestra m§s (mezclando con 1 ÕL de buffer de carga). En 

el TP el buffer de carga tiene el colorante intercalante GelRed a 1X, por lo cual se debe 

proceder de la misma forma que con la muestra, para que la corrida sea uniforme.   

12. Calcular el voltaje que hay que fijar en la fuente de electroforesis para migrar el gel a 6 

V/cm (la distancia es la que separa los dos electrodos). Conectar la fuente a la cuba de 

electroforesis e iniciar la corrida electrofor®tica. En este TP se realizar§ la corrida 

electrofor®tica a 100 ï 120 V por 20 minutos. 

13. Detener la corrida cuando el frente (indicado por el azul de bromofenol) haya llegado a 

los Ĳ de la longitud del gel. En este caso, como se ti¶· el gel antes de la corrida 

electrofor®tica, el bromuro de etidio ti¶· el ADN mientras migr·. 

14. Colocar el gel en el transiluminador bajo luz UV. Analizar las bandas coloreadas de 

naranja intenso con el bromuro de etidio.  

15. Registrar la corrida mediante fotograf²a y guardar dicho registro con los datos indicados: 

nombre del usuario, fecha y muestras presentes en cada carril.  

Protocolo del m®todo espectrofotom®trico   

Equipamiento  

¶ Espectrofot·metro 

¶ Micropipetas autom§ticas  

¶ Puntas (tips) azules y amarillas  

¶ Microtubos de 1,5 mL 

¶ Agua destilada est®ril 

¶ ADN extra²do en el TP n.Ü 1 

Procedimiento  
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Ш 1. Realizar una diluci·n 1/50 del ADN extra²do. Para ello, se mezclar§n 10 ÕL de la muestra 

de ADN con 490 ÕL de agua destilada est®ril. Resuspender para mezclar bien.  

2. Medir la absorbancia de la muestra a 260 y 280 y registrar los valores. Cuidar de no tirar 

la muestra entre una medici·n y la otra.  

3. Calcular la concentraci·n del ADN, utilizar el valor de absorbancia a 260 nm y las 

siguientes ecuaciones: 

ὅАȾ  ὃ Ⱦ Ȣ꜡Ὠ  

ὅАȾ  πȟςφτ Ⱦπȟπςχ Í,ȾАÇȢÃÍ Ø ρ ÃÍ 

o 

ὅАȾ    ὃ ȢὯ  

ὅАȾ    ὃ Ȣυπ А,  

4. Calcular la pureza del ADN, utilizar los valores de absorbancia a 260 y 280 nm y la 

relaci·n entre ambas: Abs260/Abs280. 

Reflexi·n para la pr§ctica docente 

La pr§ctica de visualizaci·n y cuantificaci·n de ADN constituye un espacio clave en la 

formaci·n de los futuros profesionales de la biolog²a, ya que permite vincular los conocimientos 

te·ricos sobre §cidos nucleicos con t®cnicas experimentales concretas. A trav®s de la 

electroforesis en gel de agarosa, los estudiantes pueden observar directamente la separaci·n de 

fragmentos de ADN en funci·n de su tama¶o, comprendiendo la relevancia de variables 

experimentales como el porcentaje de agarosa, la intensidad del voltaje y la calidad de las 

muestras. Al mismo tiempo, la cuantificaci·n mediante espectrofotometr²a brinda la posibilidad 

de estimar con precisi·n la concentraci·n y la pureza del ADN, fundamentos indispensables 

para la correcta aplicaci·n de metodolog²as posteriores como PCR, clonaci·n o secuenciaci·n. 

Como docentes, es importante resaltar que estas experiencias no solo tienen un valor 

instrumental, sino tambi®n formativo. Por un lado, los estudiantes aprenden a manejar 

cuidadosamente muestras biol·gicas y equipos de laboratorio, desarrollando destrezas t®cnicas. 

Por otro lado, adquieren un sentido cr²tico al comparar la calidad de los resultados obtenidos 

con los esperados, valorando la importancia de la rigurosidad experimental y de los controles 

adecuados. El fin ¼ltimo es tomar decisiones informadas sobre el dise¶o de experimentos 

posteriores, entendiendo que la Biolog²a Molecular se construye a partir de la suma de t®cnicas 

complementarias, y que la calidad de cada paso influye directamente en la validez y 

reproducibilidad de las conclusiones cient²ficas. 
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Ш  
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Ш 
CAPĉTULO 2. GENčMICA 

La gen·mica, entendida como el estudio integral de la organizaci·n, funci·n, regulaci·n y 

evoluci·n del genoma, se sustenta en principios fundamentales de la biolog²a celular y de la 

gen®tica cl§sica. Antes de abordar el an§lisis global de secuencias, la arquitectura cromos·mica 

o las tecnolog²as de alto rendimiento, resulta imprescindible revisar los procesos y conceptos 

que constituyen la base conceptual del comportamiento del material gen®tico.  

 

CARACTERĉSTICAS GENERALES DEL GENOMA  

El genoma es el conjunto total del material gen®tico hereditario presente en la c®lula, tanto 

nuclear como extranuclear, codificante o no. Puede estar en el n¼cleo, en mitocondrias y en 

cloroplastos. Se puede medir el genoma seg¼n su tama¶o en pares de base. Tambi®n, se lo puede 

estudiar seg¼n el n¼mero de cromosomas y el valor C, este ¼ltimo se define como la cantidad 

de ADN por genoma haploide. En nuestro caso, organismos diploides, el valor C es la cantidad 

correspondiente de ADN a un juego de 23 cromosomas.  

El genoma humano tiene 3,2 Ĭ 109 pb = 3,2 Gpb 

pb = pares de bases 

kpb (o kb) = mil pb 

Mpb (o Mb) = un mill·n de pb 

Gpb (o Gb) = mil millones de pb 

El genoma, en la mayor²a de los organismos conocidos, est§ en forma de ADN de doble 

cadena. Sin embargo, hay algunas excepciones como los virus que tienen su genoma en forma 

de ARN, que es monocatenario. Algunos ejemplos de estos son el coronavirus y el virus de la 

inmunodeficiencia humana. 

 

ESTRUCTURA Y ORGANIZACIčN DEL GENOMA PROCARIOTA 

En los organismos procariotas, el genoma se organiza generalmente como uno o m§s 

replicones de ADN bicatenario, localizados en una regi·n citoplasm§tica denominada 

nucleoide. El replic·n principal corresponde al cromosoma bacteriano, que en muchas especies 

es circular, aunque existen numerosas excepciones. Adem§s del cromosoma, es frecuente la 

presencia de pl§smidos, mol®culas de ADN extracromos·mico que se replican de manera 

independiente y pueden aportar funciones adaptativas, como resistencia a antibi·ticos o nuevas 

capacidades metab·licas. 
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Ш En numerosas bacterias, la progresi·n del ciclo celular est§ estrechamente acoplada a la 

replicaci·n cromos·mica, de modo que la duplicaci·n del ADN, el crecimiento celular y la 

divisi·n ocurren de forma coordinada. La ausencia de una envoltura nuclear implica que los 

procesos de replicaci·n, transcripci·n y traducci·n pueden ocurrir simult§neamente, lo que 

permite respuestas r§pidas a cambios ambientales. 

En bacterias modelo como Escherichia coli, la replicaci·n comienza en un ¼nico origen 

denominado oriC, que constituye el evento central del ciclo celular bacteriano. A partir de este 

origen se establecen dos horquillas de replicaci·n que progresan en direcciones opuestas hasta 

completar la duplicaci·n cromos·mica. Este proceso integra se¶ales metab·licas y ambientales 

en la replicaci·n del ADN y su posterior segregaci·n hacia las c®lulas hijas. 

El genoma procariota suele presentar una organizaci·n compacta y funcionalmente densa, 

caracterizada por una alta proporci·n de secuencias codificantes y por la frecuente presencia de 

operones policistr·nicos, que permiten la expresi·n coordinada de genes funcionalmente 

relacionados. Un oper·n es una unidad de transcripci·n procariota formada por varios genes 

estructurales controlados por un mismo promotor y regulados de manera coordinada, que se 

transcriben en un ¼nico ARN mensajero policistr·nico. Estos genes suelen codificar prote²nas 

que participan en una misma ruta metab·lica o proceso celular, lo que permite su regulaci·n 

coordinada. El ejemplo m§s conocido es el oper·n lac de E. coli, que contiene los genes 

necesarios para metabolizar lactosa. Cuando la lactosa est§ presente en el medio, los genes del 

oper·n se activan y la bacteria puede utilizar este az¼car como fuente de carbono. 

 Esta organizaci·n favorece una regulaci·n transcripcional eficiente y r§pida, compatible 

con ciclos celulares breves y con una elevada capacidad adaptativa. En este contexto, la 

topolog²a del ADN, incluyendo el superenrollamiento, y la acci·n de topoisomerasas y 

prote²nas asociadas al nucleoide desempe¶an un papel esencial en la replicaci·n y segregaci·n 

cromos·mica. 

Revisi·n del modelo cl§sico del genoma bacteriano  

Tradicionalmente, el genoma bacteriano se describi· como un ¼nico cromosoma haploide, 

circular, desnudo y desestructurado. Esta visi·n surgi· a partir de las primeras observaciones 

mediante microscop²a electr·nica, en las cuales el ADN aparec²a como una regi·n de menor 

densidad electr·nica dentro de la c®lula correspondiente al nucleoide mientras que las regiones 

m§s densas correspond²an principalmente a ribosomas. Estas im§genes llevaron inicialmente a 

interpretar el genoma bacteriano como una estructura poco organizada. 
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Ш Los avances en gen®tica molecular, microscop²a y secuenciaci·n gen·mica han 

demostrado que esta visi·n es incompleta y, en varios aspectos, incorrecta. 

En primer lugar, no todas las bacterias poseen un ¼nico cromosoma. Los estudios 

gen·micos indican que una fracci·n significativa de bacterias (entre el 5 y el 15 %) presenta 

dos o m§s cromosomas. En estos organismos, los distintos cromosomas contienen genes 

esenciales y se replican de manera coordinada durante el ciclo celular. Este tipo de organizaci·n 

se observa, por ejemplo, en especies de los g®neros Vibrio, Burkholderia, Cupriavidus, 

Ralstonia y Azospirillum. 

En segundo lugar, tampoco es correcto afirmar que todas las bacterias son estrictamente 

haploides. Los primeros estudios realizados en bacterias modelo como Bacillus subtilis y E. 

coli suger²an la presencia de una ¼nica copia cromos·mica por c®lula debido a la estrecha 

relaci·n entre replicaci·n y divisi·n celular. Sin embargo, en muchos procariotas los procesos 

de replicaci·n y divisi·n pueden estar desacoplados, lo que permite la existencia de c®lulas 

poliploides. Este fen·meno se observa, por ejemplo, en algunas cianobacterias, donde pueden 

encontrarse c®lulas con m¼ltiples copias del cromosoma. 

Un caso extremo de poliploid²a se observa en bacterias gigantes como Epulopiscium 

fishelsoni, un simbionte intestinal de peces cirujano que puede alcanzar tama¶os cercanos a 0,3 

mm y contener miles de copias de su genoma. En general, se ha observado que un mayor 

n¼mero de copias cromos·micas suele asociarse con un mayor volumen celular. 

En tercer lugar, aunque la mayor²a de los cromosomas bacterianos son circulares, existen 

bacterias con cromosomas lineales. Ejemplos conocidos incluyen especies de los g®neros 

Borrelia y Streptomyces. Adem§s, algunas bacterias presentan simult§neamente diferentes 

topolog²as cromos·micas. Por ejemplo, Agrobacterium tumefaciens posee varios replicones 

que incluyen cromosomas circulares y lineales. En ciertas espiroquetas tambi®n pueden 

encontrarse cromosomas lineales acompa¶ados de numerosos pl§smidos, algunos circulares y 

otros lineales. 

Estructura y compactaci·n del ADN bacteriano  

Contrariamente a la idea tradicional, el ADN bacteriano no est§ desnudo ni 

desestructurado, sino que presenta un alto grado de organizaci·n. El cromosoma bacteriano 

debe compactarse de manera eficiente dentro de la c®lula. Por ejemplo, el ADN de una c®lula 

t²pica de E. coli mide aproximadamente 1,6 mm de longitud, mientras que la c®lula tiene solo 

entre 1 y 4 Õm de largo, lo que implica un nivel de compactaci·n superior a mil veces. 
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Ш La compactaci·n del ADN depende tanto de las propiedades fisicoqu²micas del citoplasma 

como de mecanismos moleculares espec²ficos. Entre ellos se destacan: el superenrollamiento 

del ADN, regulado principalmente por topoisomerasas; las prote²nas asociadas al nucleoide 

(NAPs, del ingl®s Nucleoid-Associated Proteins), que organizan el ADN en dominios 

estructurales; las prote²nas condensinas, especialmente los complejos de mantenimiento 

estructural de cromosomas (SMC, del ingl®s Structural Maintenance of Chromosomes), que 

participan en el mantenimiento estructural y la correcta segregaci·n cromos·mica. 

A diferencia de los eucariotas, estas prote²nas no forman nucleosomas t²picos, aunque 

cumplen funciones an§logas en la organizaci·n y compactaci·n del ADN. El nucleoide 

constituye una estructura din§mica, cuya organizaci·n cambia a lo largo del ciclo celular y en 

respuesta a las condiciones ambientales. 

Variabilidad gen®tica y concepto de pangenoma  

El desarrollo de las t®cnicas modernas de secuenciaci·n masiva ha revelado que dentro de 

una misma especie bacteriana puede existir una considerable variabilidad gen®tica. A medida 

que se secuencian nuevas cepas, aparecen genes que no estaban presentes en los primeros 

genomas analizados. 

Como resultado, surgieron nuevos conceptos para describir la composici·n gen®tica de las 

especies bacterianas: 

El genoma n¼cleo (del ingl®s core genome) corresponde al conjunto de genes presentes en 

todas las cepas de una especie, que generalmente codifican funciones esenciales. 

El genoma accesorio o flexible incluye los genes que no est§n presentes en todas las cepas 

y que suelen asociarse con la adaptaci·n ecol·gica, virulencia o resistencia a antibi·ticos. 

El pangenoma corresponde al conjunto formado por el genoma n¼cleo m§s el genoma 

accesorio, es decir, todos los genes identificados en las distintas cepas de una especie. 

Este enfoque permite comprender la diversidad gen®tica dentro de las especies bacterianas 

y explica por qu® distintas cepas pueden presentar propiedades fisiol·gicas y ecol·gicas 

diferentes. 

El conocimiento actual indica que los genomas procariotas presentan una notable 

diversidad en cuanto al n¼mero de cromosomas, ploid²a, topolog²a y organizaci·n estructural. 

Aunque muchas bacterias poseen un ¼nico cromosoma circular, existen numerosas excepciones 

que incluyen cromosomas m¼ltiples, cromosomas lineales y estados poliploides. 
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Ш El cromosoma bacteriano constituye una estructura altamente organizada y din§mica, 

asociada a prote²nas y regulada por mecanismos topol·gicos espec²ficos. Esta organizaci·n 

permite una replicaci·n eficiente del ADN y una r§pida adaptaci·n a condiciones ambientales 

cambiantes, caracter²sticas fundamentales de los organismos procariotas. 

 

ORGANIZACIčN DIFERENCIAL DEL GENOMA PROCARIOTA Y EUCARIOTA  

De lo anterior, se puede concluir que el genoma procariota se distingue por su alta densidad 

de informaci·n y una notable optimizaci·n del espacio gen®tico. Sus caracter²sticas principales 

incluyen: 

¶ Haploid²a y especificidad: en la mayor²a de las bacterias, la mayor parte del ADN se 

presenta en una ¼nica copia (estado haploide) y est§ dedicada de manera casi exclusiva 

a la codificaci·n de productos g®nicos funcionales (prote²nas y diversos tipos de ARN). 

¶ Densidad codificante: aproximadamente el 99 % del genoma es codificante, lo que 

implica una presencia m²nima de secuencias interg®nicas no funcionales o intrones. 

¶ Baja redundancia: existe una ausencia casi total de secuencias repetitivas, a diferencia 

de los genomas complejos de organismos superiores. 

¶ Los genes est§n organizados en operones. 

En contraste, en c®lulas eucariotas la organizaci·n del genoma adquiere un nivel superior 

de complejidad estructural y regulatoria. El genoma puede ser nuclear o extranuclear. El 

genoma nuclear es lineal y se encuentra dentro del n¼cleo. El genoma extranuclear en las 

mitocondrias y en los cloroplastos es circular, similar a los procariotas, lo cual se explica por 

su origen evolutivo.  

El ADN lineal se distribuye en m¼ltiples cromosomas contenidos en el n¼cleo y se asocia 

²ntimamente a histonas formando cromatina. Esta organizaci·n jer§rquica, desde el nucleosoma 

hasta dominios topol·gicamente asociados (TADs) y territorios cromos·micos, no solo permite 

el empaquetamiento de grandes cantidades de informaci·n gen®tica, sino que establece un 

marco espacial que regula la accesibilidad g®nica. Durante el ciclo celular eucariota, 

particularmente en las fases S y M, la estructura cromat²nica experimenta modificaciones 

din§micas: la replicaci·n del ADN implica la duplicaci·n coordinada de histonas y la 

preservaci·n de marcas epigen®ticas, mientras que la mitosis se caracteriza por la condensaci·n 

extrema de los cromosomas mediada por complejos como cohesinas y condensinas. As², la 

arquitectura cromos·mica no es est§tica, sino que se reorganiza de manera c²clica para asegurar 
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Ш tanto la fidelidad en la transmisi·n de la informaci·n gen®tica como la adecuada regulaci·n 

transcripcional en interfase. 

La organizaci·n de los genes es diferente en procariotas y eucariotas. Existe una 

diferenciaci·n en la organizaci·n g®nica de operones vs. unidades monocistr·nicas. La 

regulaci·n de las v²as metab·licas presenta estrategias divergentes entre dominios biol·gicos, 

como se ilustra en la s²ntesis del amino§cido tript·fano (Figura 2.1).  

 

En organismos como E. coli, los genes funcionalmente relacionados se agrupan en 

unidades transcripcionales denominadas operones (Figura 2.1a). Existe una transcripci·n 

policistr·nica donde el oper·n tript·fano posee un ¼nico promotor y sitio de inicio de 

transcripci·n. Esto resulta en la s²ntesis de un solo ARNm policistr·nico que contiene la 

informaci·n de m¼ltiples genes en un bloque continuo. A pesar de transcribirse conjuntamente, 

cada segmento del ARNm posee sus propios sitios de uni·n al ribosoma, permitiendo la s²ntesis 

de prote²nas individuales de manera coordinada pero f²sicamente separada. 

En contraste, los eucariotas presentan una organizaci·n fragmentada e individualizada. Se 

organiza en unidades transcripcionales monocistr·nicas, cada gen posee sus propios elementos 

reguladores (promotor y terminador). La transcripci·n de un gen es un evento independiente 

del resto. Tomando como ejemplo la levadura, los genes implicados en la v²a del tript·fano no 

est§n agrupados; se localizan en diferentes cromosomas (Figura 2.1b). Cada transcrito primario 
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Ш es procesado individualmente (adici·n de caperuza 5', poliadenilaci·n y splicing) antes de ser 

exportado al citoplasma para su traducci·n y cada uno de los genes puede estar incluso en 

cromosomas diferentes.  

Mientras que los procariotas maximizan la eficiencia mediante la regulaci·n 

cotranscripcional de genes agrupados, los eucariotas emplean una regulaci·n m§s compleja y 

compartimentada, donde la expresi·n de v²as metab·licas comunes depende de mecanismos de 

control coordinados a trav®s de diversos loci cromos·micos. 

 

GENčMICA ESTRUCTURAL, FUNCIONAL Y COMPARATIVA  

La gen·mica es el conjunto de estrategias y tecnolog²as empleadas para la caracterizaci·n 

del genoma. Existe la gen·mica estructural, la funcional y la comparativa. 

La gen·mica estructural corresponde al estudio de las t®cnicas y estrategias necesarias para 

obtener mapas f²sicos (organizaci·n del genoma procariota y eucariota). Esta gen·mica trata de 

responder a las preguntas: àCu§ntos genes hay? àD·nde est§n los genes? àC·mo puedo 

identificarlos o rastrearlos? àPuedo modificar su estructura? 

La gen·mica funcional o prote·mica se aboca a la caracterizaci·n del conjunto de todas 

las prote²nas originadas por el genoma, llamado proteoma. Estudia la funci·n de genes 

procariotas y eucariotas. Esta gen·mica responde a las preguntas: àQu® producto g®nico 

codifica y c·mo lo reconozco? àC·mo funciona y qu® estructura posee? àDe qu® depende su 

expresi·n? àPuedo manipular la expresi·n y la estructura del producto? 

La gen·mica comparativa estudia las semejanzas y diferencias entre genomas de diferentes 

organismos. En este contexto, compararemos los genomas de algunos organismos. El genoma 

humano tiene 3.200 Mb o Mpb y se estima que el n¼mero de genes es aproximadamente 30.000. 

La Arabidopsis thaliana, planta muy usada como modelo de estudio, tiene 125 Mpb y alrededor 

de 25.500 genes. El tama¶o de su genoma es inferior al nuestro y, sin embargo, tiene casi la 

misma cantidad de genes. 

El segundo genoma m§s peque¶o, considerado como el genoma m²nimo para vivir es el 

Mycoplasma genitalium que tiene 0,58 Mpb y tiene 500 genes. Del estudio de varios genomas, 

se pudo deducir que: no existe una correlaci·n entre el tama¶o del genoma de las distintas 

especies y el n¼mero de cromosomas. En la Figura 2.2 se observa que no existe correlaci·n 

entre el n¼mero de cromosomas y el tama¶o del genoma (en pb) de los organismos. Por ejemplo, 

la especie humana tiene 46 cromosomas, en contraste, la cebolla tiene menos cromosomas, pero 
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Ш un genoma m§s grande. Esto evidencia que el n¼mero de cromosomas no se encuentra 

relacionado de modo directo con el tama¶o del genoma.  

 

 

En relaci·n con lo profundizado anteriormente, se puede concluir que: 

¶ Las especies cercanas no poseen el mismo n¼mero de genes.  

¶ Los mam²feros poseen un n¼mero de genes similar. 

¶ Existe ADN no transcrito en un alto porcentaje; es decir, el ADN que no se transcribe a 

ARNt, ni ribosomal, ni mensajero. 

¶ Hay intrones cortos en genes que est§n muy expresados. 

¶ La diferencia entre especies es 1 %. 

¶ La diferencia entre individuos es 0,1 %. 

 

PROYECTO GENOMA HUMANO 

El Proyecto Genoma Humano (PGH) se estableci· con el prop·sito fundamental de 

determinar la secuencia de pares de bases qu²micas que constituyen el ADN e identificar la 

totalidad de los genes del genoma humano (estimados entre 20.000 y 25.000). Esta iniciativa 

buscaba no solo la secuenciaci·n, sino tambi®n el mapeo gen®tico para determinar la ubicaci·n 

cromos·mica y la caracterizaci·n funcional de dichos genes. 
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Ш Lanzado oficialmente en 1990, el proyecto fue coordinado por el Departamento de Energ²a 

(DOE) y los Institutos Nacionales de Salud (NIH) de los Estados Unidos. Su ejecuci·n fue 

posible gracias a una convergencia tecnol·gica sin precedentes, particularmente en el §mbito 

del procesamiento computacional y la bioinform§tica, lo que impuls· aplicaciones innovadoras 

en diversas disciplinas cient²ficas. 

La ejecuci·n del PGH represent· un cambio de paradigma en la biotecnolog²a. El proceso 

estuvo marcado por la coexistencia de dos esfuerzos paralelos: el consorcio p¼blico 

internacional y la iniciativa privada (liderada por Celera Genomics). Esta competencia aceler· 

los resultados, logr§ndose el primer borrador del genoma en el a¶o 2000. 

Uno de los puntos de mayor fricci·n acad®mica y pol²tica fue la propiedad de los datos. 

Mientras algunos sectores abogaban por la patentabilidad de las secuencias, prevaleci· la 

postura de que el genoma humano es patrimonio de la humanidad. Tras intensos debates ®ticos, 

se acord· la liberaci·n de los datos, culminando con la presentaci·n de la secuencia completa 

en abril de 2003. 

En la actualidad, el acceso a esta informaci·n es universal a trav®s de plataformas como el 

Centro Nacional para la Informaci·n de Biotecnolog²a (NCBI, del ingl®s National Center for 

Biotechnology Information). Aunque la secuencia est§ disponible en su totalidad, la comunidad 

cient²fica contin¼a trabajando en la anotaci·n funcional de muchos segmentos. No obstante, se 

han logrado avances significativos en la identificaci·n de variantes gen®ticas asociadas a 

patolog²as espec²ficas, marcadores de susceptibilidad o predisposici·n a enfermedades 

complejas, correlaciones entre cambios en la secuencia de ADN y fenotipos cl²nicos, 

informaci·n que se actualiza constantemente en bases de datos de acceso p¼blico. 

La democratizaci·n de los datos gen·micos ha generado desaf²os ®ticos persistentes. La 

posibilidad de acceder al perfil gen®tico de un individuo plantea riesgos de discriminaci·n 

gen®tica en diversos §mbitos sociales. En el §mbito laboral, el uso de informaci·n gen®tica para 

evaluar la idoneidad de un candidato bas§ndose en predisposiciones patol·gicas futuras. En el 

sector asegurador, la potencial exclusi·n de individuos por parte de entidades de medicina 

prepaga u obras sociales debido a riesgos de salud preexistentes a nivel molecular. 

Estos escenarios subrayan la necesidad de marcos regulatorios robustos que protejan la 

privacidad gen®tica y eviten que el conocimiento cient²fico se traduzca en nuevas formas de 

exclusi·n social. 
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Ш El legado del PGH fue un cambio de paradigma. Su culminaci·n en 2003 represent· un 

hito en la comunicaci·n cient²fica, materializado en una publicaci·n de referencia en la revista 

Nature. El liderazgo del proyecto fue fundamental para su ®xito: si bien James Watson inici· la 

direcci·n del consorcio, su renuncia motivada por divergencias estrat®gicas y su firme defensa 

de la naturaleza p¼blica del genoma dio paso a la gesti·n de Francis Collins, quien supervis· la 

fase final de secuenciaci·n y ensamblaje. 

Las dimensiones y proyecciones de la gen·mica se basan en la arquitectura del PGH, 

considerado un cimiento robusto sobre el cual se han edificado m¼ltiples pilares del 

conocimiento contempor§neo. Este desarrollo ha propiciado una convergencia 

interdisciplinaria en §reas cr²ticas: 

¶ Bioinform§tica y computaci·n: la necesidad de procesar vol¼menes masivos de datos 

impuls· el dise¶o de algoritmos avanzados de alineamiento y ensamblaje. 

¶ Innovaci·n tecnol·gica: evoluci·n hacia t®cnicas de secuenciaci·n de nueva generaci·n 

(NGS). 

¶ Educaci·n y sociedad: transformaci·n de los curr²culos cient²ficos y de la percepci·n 

p¼blica sobre la herencia biol·gica. 

El impacto m§s directo del PGH se observa en el §mbito de la salud, donde la gen·mica 

ha permitido transitar hacia una medicina preventiva y personalizada a trav®s de diversas 

modalidades de cribado: 

¶ Diagn·stico presintom§tico: identificaci·n de variantes patog®nicas en individuos 

asintom§ticos con el fin de establecer medidas profil§cticas tempranas. 

¶ Diagn·stico prenatal: an§lisis de material gen®tico obtenido mediante t®cnicas invasivas 

(amniocentesis) o no invasivas para detectar anomal²as cong®nitas. 

¶ Diagn·stico gen®tico preimplantacional: evaluaci·n molecular de blast·meros o 

trofectodermo en embriones obtenidos por fertilizaci·n in vitro antes de su transferencia 

uterina. 

 

ORGANIZACIčN DEL GENOMA EUCARIOTA 

Organizaci·n del genoma eucariota: ADN de copia ¼nica  

En la organizaci·n del genoma eucariota coexisten secuencias de ADN ¼nicas y repetitivas, 

regiones codificantes y extensas regiones no codificantes. A diferencia de los genomas 

procariotas, el genoma eucariota presenta una elevada proporci·n de ADN no codificante y una 
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Ш disposici·n modular de sus unidades g®nicas. Del genoma, el 70 % del ADN es de copia ¼nica 

y el 30 % es de copia repetida. Asimismo, m§s del 98 % del genoma es ADN no codificante 

mientras que solamente el menos del 2 % es ADN codificante. 

El ADN de copia ¼nica corresponde a secuencias presentes una sola vez o en muy bajo 

n¼mero de copias dentro del genoma haploide. Incluye la mayor²a de los genes estructurales 

que codifican prote²nas y muchas regiones reguladoras espec²ficas. Estas secuencias suelen 

exhibir mayor complejidad y especificidad funcional, y son fundamentales para la identidad 

gen®tica de la especie. En estudios de hibridaci·n, este ADN se caracteriza por una cin®tica de 

reasociaci·n lenta debido a su baja redundancia. La secuencia ATGA que aparece solamente 

una vez en el genoma es un ejemplo de copia ¼nica. 

Dentro del ADN de copia ¼nica se encuentran secuencias codificantes, que forman parte 

de genes y secuencias no codificantes (Figura 2.3). 

 

Organizaci·n del genoma eucariota: ADN codificante y no codificante en los genes  

El ADN codificante comprende las regiones g®nicas que se transcriben y traducen en 

prote²nas. En el contexto de un gen eucariota, se refiere espec²ficamente a los exones. En 

t®rminos cuantitativos, el ADN estrictamente codificante representa una fracci·n relativamente 

peque¶a del genoma total en la mayor²a de los eucariotas. En el genoma humano, representa 

apenas entre el 1 % y el 2 % del total. Estas regiones tienden a estar altamente conservadas 

(cambian poco entre especies), ya que cualquier mutaci·n suele alterar la funci·n de la prote²na 

y puede ser letal o patog®nica. 

El ADN no codificante es el conjunto de secuencias que no se traducen en prote²nas. Sin 

embargo, su importancia es vital para la arquitectura cromos·mica y la regulaci·n gen®tica. 

Comprende los intrones, regiones reguladoras (promotores, potenciadoras y silenciadores), 
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Ш elementos estructurales (tel·meros y centr·meros) y ARN funcionales. Estos ¼ltimos son 

segmentos que codifican mol®culas de ARN que nunca ser§n prote²nas, pero tienen funciones 

propias, como el ARN de transferencia (ARNt), el ARN ribosomal (ARNr) y los microARN 

(miRNA). 

En los genomas eucariotas, la relaci·n entre ADN codificante y no codificante se articula 

directamente con la organizaci·n funcional del gen, que no se limita a la secuencia que 

determina una prote²na, sino que incluye tambi®n regiones reguladoras esenciales para su 

correcta expresi·n. Estructuralmente, un gen es un segmento de ADN que contiene las 

instrucciones necesarias para la s²ntesis de un producto funcional, como ARN o prote²na, y se 

divide en dos grandes regiones: la regi·n reguladora y la regi·n estructural (Figura 2.4). 

 

La regi·n estructural contiene la secuencia de nucle·tidos que se traducir§ en amino§cidos 

de una prote²na o en la secuencia de un ARN funcional. Est§ conformada por exones, intrones 

y el sitio de terminaci·n. Los exones son secuencias codificantes que permanecen en el ARNm 

maduro tras el procesamiento. Contienen la informaci·n biol·gica que el c·digo gen®tico 

interpretar§. Los intrones son secuencias no codificantes intercaladas entre los exones. Aunque 

se transcriben inicialmente (pre-ARNm), se eliminan mediante el proceso de splicing (corte y 

empalme). Su presencia permite mecanismos como el splicing alternativo, que permiten que un 
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Ш solo gen genere m¼ltiples prote²nas. Existe una relaci·n entre la longitud intr·nica y la 

eficiencia transcripcional. Se observa una correlaci·n inversa entre el nivel de expresi·n g®nica 

y la longitud de los intrones. Esta organizaci·n gen·mica responde a un principio de econom²a 

metab·lica y optimizaci·n cin®tica. La transcripci·n de intrones extensos requiere un elevado 

gasto de nucle·tidos trifosfato (ATP/GTP). En genes con alta tasa de transcripci·n, la reducci·n 

del tama¶o intr·nico minimiza el costo energ®tico celular. Adem§s, los intrones breves permiten 

una s²ntesis m§s r§pida del transcrito primario (pre-ARNm), acelerando la disponibilidad de 

ARNm maduro en el citoplasma. El sitio de terminaci·n es la secuencia que se¶ala el final de 

la transcripci·n, lo que provoca la liberaci·n de la cadena de ARN y el desensamblaje del 

complejo enzim§tico.  

Por su parte, la regi·n reguladora no se traduce en el producto final, pero determina d·nde, 

cu§ndo y cu§nto se expresa un gen. Es la encargada de coordinar la interacci·n con la 

maquinaria celular. Se conforma por promotores, potenciadores, silenciadores y regiones UTR 

(del ingl®s, regiones no traducidas). Los promotores son secuencias de ADN situadas corriente 

arriba (5') del sitio de inicio de la transcripci·n. Su funci·n es servir de sitio de uni·n para la 

ARN polimerasa y los factores de transcripci·n generales. En eucariotas, destaca la caja TATA, 

esencial para el ensamblaje del complejo de iniciaci·n. Los potenciadores (enhancers) y 

silenciadores (silencers) son elementos distales que pueden ubicarse a miles de pares de bases 

de distancia. Los potenciadores incrementan la tasa de transcripci·n al reclutar activadores, 

mientras que los silenciadores la reprimen. Las secuencias UTR-5ô y UTR-3ô se encuentran al 

principio y al final de la regi·n estructural del gen, respectivamente. Estas secuencias se 

transcriben, forman parte del ARNm inmaduro y del ARNm maduro, pero no se traducen. La 

regi·n l²der UTR-5' es el segmento que se transcribe, pero no se traduce. Es crucial para la 

estabilidad del ARNm y el inicio de la traducci·n en el ribosoma. 

 As², el gen puede concebirse como una unidad funcional compuesta por una regi·n 

estructural codificante, responsable de la s²ntesis del producto, y una regi·n reguladora no 

codificante, que modula su expresi·n. Esta organizaci·n refleja que la informaci·n gen®tica no 

solo reside en la secuencia que codifica prote²nas, sino tambi®n en los elementos que controlan 

cu§ndo, d·nde y en qu® cantidad esa informaci·n se expresa.  

Los genes pueden existir en una ¼nica copia dentro del genoma o se pueden repetir (varias 

copias). 
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Ш Organizaci·n del genoma eucariota: ADN repetitivo  

El ADN repetitivo es una secuencia de ADN que se repite muchas veces a lo largo del 

genoma y puede aparecer agrupada o dispersa (Figura 2.5). 

 

El origen evolutivo de las repeticiones agrupadas pudo deberse a errores en la replicaci·n 

o en la recombinaci·n g®nica. Durante la replicaci·n del genoma en la fase S, pueden ocurrir 

errores. Si estos errores no son corregidos, pasan a la siguiente generaci·n. En contraparte, las 

repeticiones dispersas pueden haber surgido de translocaciones o trasposiciones cromos·micas. 

Organizaci·n del genoma en eucariotas: ADN repetitivo codificante 

Las familias g®nicas cl§sicas est§n constituidas por conjuntos de genes cuyas secuencias 

se encuentran altamente conservadas y se organizan estructuralmente en repeticiones en t§ndem 

(Figura 2.6). Este tipo de organizaci·n gen·mica es caracter²stica de genes cuyos productos 

son requeridos en grandes cantidades por la c®lula, como los genes que codifican para el ARNr 

y las prote²nas histonas. 

Continuando con el ejemplo de las histonas, estas son prote²nas esenciales para el 

empaquetamiento del ADN en la cromatina. El complejo proteico involucra cinco tipos 

principales: H1, H2A, H2B, H3 y H4 (Figura 2.6a). En esta figura, en rojo se representa el gen 

y el ADN entre cada gen es ADN no codificante, llamado ADN interg®nico. La organizaci·n en 

t§ndem de sus genes permite una respuesta celular eficiente, una transcripci·n simult§nea donde 

cada copia g®nica dentro del bloque genera un transcrito independiente, lo que resulta en una 

producci·n masiva de ARN mensajero en un tiempo reducido. La existencia de m¼ltiples copias 

es cr²tica durante la fase S. A medida que la replicaci·n del ADN progresa, el nuevo genoma 

requiere un empaquetamiento inmediato; por lo tanto, la c®lula necesita una tasa de s²ntesis de 
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Ш histonas extremadamente alta que no podr²a satisfacerse con un gen de copia ¼nica. En estas 

agrupaciones, los genes individuales est§n separados por regiones de ADN interg®nico no 

codificante, el cual act¼a como espaciador entre las unidades transcripcionales. Esta unidad 

(gen + espaciador) se reitera de forma consecutiva, conformando bloques que pueden repetirse 

entre 10 y 40 veces, dependiendo de la especie y las necesidades metab·licas del organismo. 

 

En Figura 2.6b se puede observar otro ejemplo de familia g®nica cl§sica, del ARNr. En 

rojo se representan los genes que codifican para el ARNr 18S, 5,8S y 28S, separados por una 

regi·n interg®nica. Estos genes se transcriben en bloque, semejante a lo que ocurre en 

procariotas. Luego, cada transcrito dar§ origen a cada uno de los ARN ribosomales. Este bloque 

se repite m§s de 50 veces dependiendo del organismo.  

Las familias multig®nicas est§n compuestas por conjuntos de genes que derivan de un 

ancestro com¼n mediante procesos de duplicaci·n g®nica. A diferencia de las familias cl§sicas, 

estas presentan un grado de conservaci·n variable. La relaci·n de parentesco entre sus 

miembros se define seg¼n su homolog²a. Las familias multig®nicas poseen una alta homolog²a 

de secuencia y conservan funciones estrechamente relacionadas. Las superfamilias presentan 

una baja homolog²a, manteniendo apenas motivos estructurales comunes que sugieren un 

origen evolutivo remoto, aunque sus funciones hayan divergido significativamente. Tras la 

duplicaci·n de un gen ancestral, las copias acumuladas pueden seguir distintos destinos 

evolutivos. Dentro de un cl¼ster o agrupaci·n g®nica, se distinguen los siguientes elementos: 

¶ Variantes g®nicas (copias funcionales): son las ¼nicas secuencias que mantienen la 

capacidad de codificar prote²nas funcionales. Aunque comparten una estructura b§sica, 
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Ш suelen expresar ligeras variaciones que permiten una especializaci·n fisiol·gica o 

temporal. 

¶ Pseudogenes: secuencias con alta similitud a los genes funcionales, pero han perdido su 

capacidad de expresi·n o su funcionalidad debido a la acumulaci·n de mutaciones 

(codones de parada prematuros, p®rdida de promotores, etc.). 

¶ Genes truncados: secuencias que conservan ¼nicamente uno de los extremos del gen 

original (ya sea el extremo 5' o 3'). 

¶ Fragmentos g®nicos: porciones internas de la secuencia original que carecen de los 

elementos necesarios para una transcripci·n o traducci·n completa. 

 El sistema de las globinas humanas es el modelo cl§sico de evoluci·n por duplicaci·n y 

divergencia. Estas familias se encuentran organizadas en cl¼steres espec²ficos. El cl¼ster de la 

Ŭ-globina est§ localizado en el cromosoma 16. Este complejo gen·mico ilustra la coexistencia 

de elementos funcionales y no funcionales; por ejemplo, contiene tres variantes g®nicas 

funcionales (en rojo) que se expresan en distintas etapas del desarrollo y cuatro pseudogenes 

(en violeta) (Figura 2.7a). El cl¼ster de la ɓ-globina est§ situado en el cromosoma 11, presenta 

una organizaci·n similar que permite el cambio de hemoglobina embrionaria a fetal y, 

finalmente, a adulta. Tiene 5 variantes g®nicas (en rojo) y un pseudogen (en violeta) (Figura 

2.7b). Estas familias multig®nicas se encuentran agrupadas en el genoma.  

 

Existen otras familias multig®nicas que se encuentran dispersas, incluso en diferentes 

cromosomas. Un ejemplo de este tipo de familias multig®nicas es la familia de la aldolasa que 

tiene 3 genes funcionales y 2 pseudogenes repartidos en 4 cromosomas. 
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Ш Organizaci·n del genoma eucariota: ADN repetitivo no codificante  

Como se mencion·, el ADN no codificante constituye la mayor parte del genoma eucariota. 

Aunque no codifique prote²nas, cumple funciones esenciales en la regulaci·n g®nica, la 

organizaci·n cromos·mica, la estabilidad estructural y la evoluci·n gen·mica. Estas regiones 

no codificantes se organizan fundamentalmente en dos categor²as: el ADN interg®nico y el 

ADN repetitivo. El ADN interg®nico comprende las secuencias localizadas entre los loci 

g®nicos adyacentes. El espacio gen·mico que separa el final de un gen del inicio del siguiente 

constituye el bloque interg®nico (Figura 2.8a). 

Dentro del ADN repetitivo no codificante, se encuentra el ADN altamente repetitivo 

agrupado en las regiones heterocrom§ticas y el ADN moderadamente repetitivo disperso a lo 

largo del genoma (Figura 2.5). Las secuencias agrupadas de ADN altamente repetitivo se 

caracterizan por presentar una unidad de repetici·n corta (de 2 a 50 pb) organizada en t§ndem, 

formando bloques masivos que pueden alcanzar de 103 a 106 unidades (Figura 2.8b). Se 

concentran en regiones de heterocromatina constitutiva, espec²ficamente en centr·meros y 

tel·meros, donde desempe¶an funciones estructurales cr²ticas para la estabilidad cromos·mica 

y la segregaci·n durante la divisi·n celular.  
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Ш  Considerando el ejemplo de la Figura 2.8b, donde la secuencia ATGCCGATT es la unidad 

de repetici·n, esta secuencia puede repetirse y estar dispersa a lo largo del genoma o esta misma 

secuencia puede repetirse en t§ndem, una al lado de la otra.  Este ¼ltimo es el caso de las 

secuencias sat®lites, secuencias altamente repetitivas que se encuentran agrupadas en regiones 

heterocrom§ticas en los centr·meros y tel·meros de los cromosomas (Figura 2.9a). Los 

sat®lites est§n formados por bloques de 1.000 a 1.000.000 de unidades de repetici·n y cada 

unidad de repetici·n est§ conformada de 2 a 50 pb (Figura 2.9b). 
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Ш Las secuencias de ADN moderadamente repetitivo se encuentran dispersas a lo largo del 

genoma y son fundamentales en la gen®tica molecular debido a su polimorfismo. Pueden 

encontrarse como bloques de repeticiones en t§ndem o como secuencias repetidas, ambos 

dispersos por el genoma. 

Dentro de los bloques de repeticiones en t§ndem se encuentran los minisat®lites y los 

microsat®lites. Los minisat®lites (VNTR) son bloques de 100 a 1.000 unidades de repetici·n, 

cada unidad de repetici·n se compone de 10 a 65 pb (Figura 2.9c). Los microsat®lites (STR) 

son bloques de 50 unidades de repetici·n y cada unidad de repetici·n tiene de 2 a 6 pb (Figura 

2.9d). Al no estar sujetas a una presi·n selectiva directa, estas regiones son hipervariables en la 

poblaci·n. Dado que los humanos somos organismos diploides, heredamos un alelo (n¼mero 

de repeticiones) de cada progenitor. Esta variabilidad permite realizar pruebas de paternidad y 

ensayos de gen®tica forense con alta precisi·n. 

En un ejemplo diagn·stico, se considera que un ni¶o posee los alelos (5, 6) para un 

microsat®lite espec²fico y su madre es (5, 7), se infiere que el alelo 5 es de origen materno. Por 

consiguiente, el alelo 6 debe ser aportado por el padre biol·gico. Si un presunto progenitor 

presenta el genotipo (10, 12), queda excluido biol·gicamente como padre. 

Con respecto a las secuencias repetitivas dispersas, se encuentran los elementos gen®ticos 

transponibles, SINE (del ingl®s Short Interspersed Nuclear Elements) y LINE (del ingl®s Long 

Interspersed Nuclear Elements). Estos tienen la capacidad (o la tuvieron evolutivamente) de 

movilizarse por el genoma. Los SINE tienen unidades de repetici·n de 100 a 500 pb con un 

n¼mero de copias variable y disperso. Los LINE tienen unidades de repetici·n extensas de 

varios miles de pares de bases, presentes en miles de copias distribuidas globalmente por el 

genoma (Figura 2.10). 
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Ш Al analizar un segmento cromos·mico humano representativo (Figura 2.11), se observa 

una clara preponderancia de elementos no codificantes (intrones, pseudogenes, SINE, LINE y 

microsat®lites) sobre las secuencias ex·nicas. Esta arquitectura subraya que la complejidad 

biol·gica no reside ¼nicamente en la cantidad de prote²nas codificadas, sino en la vasta red 

regulatoria y estructural que compone el resto del genoma.   

 

A modo de resumen, en la Figura 2.12 se muestra una tabla que clasifica los componentes 

del genoma humano bas§ndose en su frecuencia de repetici·n y su funci·n biol·gica.  



 

 

 ΝΝΟ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш 
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Ш 
CAPĉTULO 3. BASES MOLECULARES DE LA REPLICACIčN 

REPLICACIčN DEL ADN: CARACTERĉSTICAS GENERALES 

El ADN constituye el reservorio de la informaci·n gen®tica de los organismos biol·gicos. 

La transferencia de este material hereditario desde una c®lula progenitora hacia su descendencia 

se efect¼a mediante un mecanismo bioqu²mico rigurosamente regulado denominado 

replicaci·n. En el contexto de la ontog®nesis celular, este fen·meno de s²ntesis ocurre 

espec²ficamente durante la fase S (s²ntesis) del ciclo celular, garantizando que el genoma se 

duplique con alta fidelidad antes de la divisi·n mit·tica o mei·tica.  

A continuaci·n, se describen las propiedades fundamentales que rigen el proceso de la 

replicaci·n desde una perspectiva bioqu²mica y molecular. 

- Naturaleza semiconservadora: la replicaci·n se define como semiconservadora debido a 

que cada una de las dos mol®culas de ADN resultantes conserva una de las hebras originales 

(hebra parental o molde), mientras que la hebra complementaria es sintetizada de novo. Este 

modelo asegura la continuidad de la secuencia de nucle·tidos a trav®s de las generaciones 

celulares. El modelo semiconservador fue propuesto originalmente por Watson y Crick y 

confirmado experimentalmente por Meselson y Stahl. En este mecanismo hay un 

desenrollamiento de la doble h®lice, las dos hebras de la mol®cula de ADN original se separan, 

sirviendo cada una como un molde o plantilla. Luego, se produce la s²ntesis de hebras 

complementarias a partir de cada hebra parental. Como resultado final, cada una de las dos 

mol®culas de ADN resultantes conserva una hebra ²ntegra de la mol®cula original (hebra 

parental) y una hebra de s²ntesis reciente (hebra hija). Esta caracter²stica es esencial para 

mantener la estabilidad gen®tica, ya que minimiza el riesgo de errores en la secuencia de 

nucle·tidos y asegura la continuidad de la informaci·n a trav®s de las generaciones celulares. 

- Origen de la replicaci·n (puntos de iniciaci·n): el inicio de la s²ntesis de ADN ocurre en 

secuencias nucleot²dicas espec²ficas denominadas or²genes de replicaci·n. Existen diferencias 

cr²ticas seg¼n el dominio biol·gico (Figura 3.1). En organismos procariotas con genoma 

circular existe un ¼nico origen de replicaci·n (monofocal), denominado com¼nmente OriCN 

(Figura 3.1a). En organismos eucariotas, debido a su ADN lineal y de gran extensi·n, presentan 

m¼ltiples or²genes de replicaci·n (multifocal). Esta organizaci·n permite que la duplicaci·n del 

genoma ocurra de manera simult§nea en diversos puntos, optimizando significativamente el 

tiempo del proceso (Figura 3.1b). 
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Ш 

 

- Din§mica simult§nea y secuencial: la s²ntesis de las nuevas cadenas ocurre de forma 

simult§nea en ambas hebras molde. Asimismo, es un proceso secuencial, caracterizado por la 

incorporaci·n monom®rica y sucesiva de desoxirribonucle·tidos siguiendo el principio de 

complementariedad de bases (Figura 3.2). 

 

- Car§cter bidireccional: tras el reconocimiento de las secuencias de origen por prote²nas 

iniciadoras, enzimas especializadas (helicasas) rompen los puentes de hidr·geno entre las bases 

nitrogenadas, provocando el desenrollamiento de la doble h®lice y la formaci·n de una burbuja 

de replicaci·n. Cada burbuja est§ flanqueada por dos horquillas de replicaci·n que se desplazan 

en direcciones opuestas. Por lo tanto, la polimerizaci·n progresa bidireccionalmente desde el 

punto de origen hacia ambos extremos de la burbuja (Figura 3.3). 

- Replicaci·n semidiscontinua: esta propiedad deriva de la especificidad enzim§tica de la 

ADN polimerasa, la cual solo puede sintetizar en direcci·n 5' Ÿ 3', leyendo la hebra molde en 

direcci·n 3' Ÿ 5'. Debido a la naturaleza antiparalela del ADN, se generan dos tipos de s²ntesis, 
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Ш hebra l²der y hebra rezagada (Figura 3.3). La s²ntesis de la hebra l²der o continua progresa de 

forma ininterrumpida en el mismo sentido que el avance de la horquilla. La s²ntesis de la hebra 

rezagada o discontinua se logra mediante la producci·n de segmentos cortos de ADN 

denominados fragmentos de Okazaki, los cuales son posteriormente unidos. En este caso, la 

polimerasa debe sintetizar en direcci·n opuesta al avance de la horquilla. Debido a la 

coexistencia de una s²ntesis continua y una fragmentada, el proceso se define globalmente como 

semidiscontinuo. 

 

 

ENZIMOLOGĉA 

Polimerasas 

Las polimerasas representan una familia de enzimas fundamentales en el metabolismo de 

los §cidos nucleicos. Su funci·n principal es la s²ntesis de nuevas cadenas de ADN o ARN 

mediante la polimerizaci·n de nucle·tidos, siguiendo siempre una direcci·n de s²ntesis de 5' Ÿ 

3'. Estas enzimas requieren una cadena molde para dirigir la secuencia de la nueva hebra, 

pudiendo clasificarse seg¼n el sustrato que utilizan y el producto que generan: 

¶ La ADN polimerasa dependiente de ADN cataliza la replicaci·n del genoma. 

¶ La ADN polimerasa dependiente de ARN es conocida tambi®n como transcriptasa 

inversa, sintetiza ADN a partir de un molde de ARN. 

¶ La ARN polimerasa dependiente de ADN es responsable del proceso de transcripci·n 

(s²ntesis de ARN). 

¶ La ARN polimerasa dependiente de ARN es la enzima implicada en la replicaci·n de 

ciertos genomas virales. 
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Ш Requisitos para la replicaci·n por la ADN polimerasa dirigida por ADN 

Para que la polimerizaci·n se lleve a cabo de manera efectiva, el complejo enzim§tico 

requiere de los siguientes componentes: 

¶ Cadena molde o template: es la hebra de ADN parental que dicta la secuencia de bases 

complementarias. 

¶ Sustratos: son los desoxirribonucle·tidos trifosfato (dNTP), los cuales proporcionan 

tanto las unidades estructurales como la energ²a necesaria para la formaci·n del enlace 

fosfodi®ster. 

¶ Cofactores: iones met§licos bivalentes, fundamentalmente magnesio (Mg2+) o 

manganeso (Mn2+), necesarios para la actividad catal²tica. 

¶ Cebador o primer: la replicaci·n no es un proceso autoiniciador; las ADN polimerasas 

requieren un extremo 3'-OH libre preexistente para a¶adir el primer dNTP. En c®lulas 

eucariotas, este cebador consiste en un fragmento corto de ARN sintetizado por una 

primasa. 

Clasificaci·n y funciones de las ADN polimerasas 

La actividad catal²tica se describi· inicialmente en organismos procariotas como E. coli, 

identific§ndose tres tipos principales (I, II y III). La Pol I destaca por su capacidad de s²ntesis 

5' Ÿ 3' y su actividad exonucleasa 5' Ÿ 3', que le permite eliminar los cebadores de ARN y 

reemplazarlos por ADN, adem§s de poseer actividad exonucleasa 3' Ÿ 5' para la correcci·n de 

errores. 

En el sistema eucariota, las polimerasas se designan con letras griegas y presentan 

funciones altamente especializadas: 

¶ Ŭ (alfa): posee actividad primasa; inicia la s²ntesis del cebador de ARN y los primeros 

nucle·tidos de ADN. 

¶ ɓ (beta): implicada primordialmente en los mecanismos de reparaci·n del ADN y 

correcci·n de errores. 

¶ ŭ (delta) y Ů (®psilon): son las principales enzimas responsables de la elongaci·n de las 

hebras l²der y rezagada, respectivamente. 

¶ ɔ (gamma): es la encargada exclusivamente de la replicaci·n del ADN mitocondrial. 
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Ш Procesividad de las polimerasas y el rol del PCNA 

La procesividad se define como la capacidad de una polimerasa para catalizar la 

incorporaci·n consecutiva de m¼ltiples nucle·tidos sin desprenderse de la cadena molde. Las 

polimerasas ŭ y Ů presentan los ²ndices m§s altos de procesividad en la c®lula. 

Este fen·meno es posible gracias a la interacci·n con el Ant²geno Nuclear de C®lulas en 

Proliferaci·n (PCNA). El PCNA es un complejo trim®rico que forma una estructura anular o 

"abrazadera deslizante" que circunda el ADN. Al anclar la polimerasa al molde, el PCNA evita 

su disociaci·n prematura, permitiendo la s²ntesis de fragmentos extensos de ADN de manera 

eficiente y acelerada (Figura 3.4). 

 

Otras prote²nas 

Adem§s del complejo de polimerasas, la replicaci·n del ADN requiere la participaci·n 

coordinada de un conjunto de prote²nas y enzimas especializadas que aseguran la apertura, 

estabilidad y topolog²a adecuada de la doble h®lice. 

El proceso se inicia con el reconocimiento de secuencias espec²ficas mediante las prote²nas 

de reconocimiento de or²genes (ORC), las cuales facilitan el reclutamiento de los dem§s 

componentes del replisoma (Figura 3.5). Las helicasas son enzimas que catalizan la ruptura de 

los puentes de hidr·geno entre las bases nitrogenadas, permitiendo la separaci·n de las hebras 

parentales. Debido a la naturaleza bidireccional del proceso, las helicasas act¼an 

simult§neamente hacia ambos extremos, expandiendo la burbuja de replicaci·n. Las prote²nas 

de uni·n a hebra sencilla (SSB/RPA) se asocian a las cadenas de ADN monocatenario para 

estabilizarlas y evitar que se reasocien o formen estructuras secundarias mientras act¼an como 

molde. Las topoisomerasas alivian la tensi·n torsional y el superenrollamiento generado por el 

avance de la horquilla de replicaci·n, realizando cortes transitorios en el esqueleto de az¼car-
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Ш fosfato. Las nucleasas FEN1 y RNasa H1 son responsables de la degradaci·n y eliminaci·n de 

los cebadores de ARN una vez que han cumplido su funci·n iniciadora. 

 

 

Din§mica de la horquilla de replicaci·n 

La iniciaci·n formal de la s²ntesis es mediada por la polimerasa Ŭ o primasa, la cual cataliza 

la formaci·n de un cebador de ARN. Este fragmento proporciona el extremo 3'-OH libre 

necesario para la incorporaci·n del primer dNTP. Posteriormente, ocurre el intercambio de 

polimerasa (polymerase switching), donde las polimerasas ŭ o Ů asumen la elongaci·n debido 

a su elevada procesividad. 

En la s²ntesis de la hebra continua, la polimerasa progresa de manera ininterrumpida 

siguiendo la apertura de la horquilla. Por el contrario, durante la s²ntesis de la hebra rezagada, 

surge una asimetr²a funcional en la horquilla debido a la especificidad de las polimerasas para 

leer en direcci·n 3' Ÿ 5' y sintetizar en 5' Ÿ 3'. Debido a que la s²ntesis de ADN solo puede 

progresar en direcci·n 5' Ÿ 3', esta hebra molde con orientaci·n 5' Ÿ 3' requiere un mecanismo 

de s²ntesis discontinua. En este proceso, la primasa sintetiza m¼ltiples cebadores de ARN a 

intervalos regulares. La ADN polimerasa ŭ o Ů extiende estos cebadores mediante la 

incorporaci·n de aproximadamente 200 desoxirribonucle·tidos, conformando los denominados 

fragmentos de Okazaki. Para permitir este avance, la hebra molde se pliega en un bucle 

funcional, exponiendo segmentos sucesivos para la polimerizaci·n (Figura 3.6).  
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Ш 

 

Topoisomerasas  

El desenrollamiento de la doble h®lice por la helicasa genera una tensi·n mec§nica y un 

superenrollamiento positivo por delante de la horquilla de replicaci·n. Este fen·meno es 

mitigado por las topoisomerasas. Las topoisomerasas tipo I catalizan la rotura transitoria de un 

solo enlace fosfodi®ster en una de las hebras. Esto permite que la hebra intacta pase a trav®s de 

la brecha, reduciendo el grado de torsi·n en una unidad antes de que la enzima vuelva a ligar 

los extremos. La reacci·n involucra un residuo de tirosina en el sitio activo de la enzima, que 

se une covalentemente al ADN para mantener el control de la tensi·n liberada durante la 

cat§lisis. 

Terminaci·n y procesamiento de fragmentos   

La fase de terminaci·n ocurre cuando las m¼ltiples burbujas de replicaci·n convergen (se 

encuentran) a lo largo de la mol®cula lineal de ADN. Para consolidar la integridad de la nueva 

hebra, se lleva a cabo una serie de pasos. En primer lugar, se eliminan los cebadores, las 

nucleasas FEN1 y RNasa H1 degradan los cebadores de ARN. Luego, la ADN polimerasa 

cataliza la inserci·n de desoxirribonucle·tidos en los espacios resultantes (brechas), utilizando 

el extremo 3' del fragmento adyacente como iniciador. Finalmente, la ADN ligasa I sella las 

muescas (nicks) restantes en el esqueleto de az¼car-fosfato, uniendo covalentemente los 

fragmentos de Okazaki para formar una cadena continua (Figura 3.7). 
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Ш 

 

La maquinaria de replicaci·n enfrenta una limitaci·n intr²nseca, la ADN polimerasa no 

puede completar el extremo de la hebra hija una vez que el ¼ltimo cebador de ARN es removido, 

ya que no dispone de un extremo previo para iniciar la s²ntesis. Estas regiones terminales est§n 

compuestas por ADN no codificante altamente repetitivo que act¼a como una zona de sacrificio. 

Con cada ciclo de divisi·n, los tel·meros experimentan un acortamiento progresivo. Cuando 

este desgaste alcanza secuencias codificantes cr²ticas, la c®lula pierde su funcionalidad, proceso 

que constituye la base fisiol·gica del envejecimiento biol·gico y la senescencia celular. 

Telomerasas   

El mantenimiento de la integridad gen·mica en los extremos cromos·micos es un proceso 

biol·gico cr²tico, restringido a linajes celulares espec²ficos con alta capacidad de proliferaci·n. 

En este contexto, resulta clave la acci·n de la enzima telomerasa. A diferencia de las c®lulas 

som§ticas maduras, donde la ausencia de telomerasa conduce al acortamiento progresivo del 

ADN, ciertos grupos celulares preservan su funci·n gracias a la expresi·n de esta enzima. Esto 

ocurre en las c®lulas germinales donde se asegura la transmisi·n de cromosomas ²ntegros a la 

descendencia; tejidos fetales, que permiten el r§pido desarrollo y expansi·n celular durante la 

embriog®nesis; en c®lulas madre (stem cells) caracterizadas por su estado indiferenciado y su 

capacidad de autorrenovaci·n continua. 

La telomerasa es una ribonucleoprote²na que funciona como una transcriptasa inversa 

especializada (TERT), capaz de sintetizar ADN utilizando como molde una secuencia de ARN 

propia integrada en su estructura. El mecanismo de acci·n de la telomerasa se observa en la 

Figura 3.8: 
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Ш 

 

- Reconocimiento y elongaci·n: la enzima posee un fragmento de ARN complementario a las 

repeticiones telom®ricas de los eucariotas. Se sit¼a en el extremo 3' sobresaliente de la hebra 

parental y, utilizando su propio ARN como plantilla, cataliza la inserci·n de 

desoxirribonucle·tidos para elongar dicha cadena.  

- Translocaci·n: tras sintetizar una unidad repetitiva (generalmente de seis nucle·tidos), la 

telomerasa se transloca hacia el nuevo extremo 3', repitiendo el proceso de polimerizaci·n 

m¼ltiples veces para extender significativamente el tel·mero. 

Una vez que la telomerasa ha extendido suficientemente la hebra molde (extremo 3'), la 

maquinaria de replicaci·n convencional interviene para completar la hebra complementaria 

mediante dos procesos: 

- Primaci·n y elongaci·n: La ADN polimerasa Ŭ o primasa sintetiza un nuevo cebador de ARN 

en el extremo extendido. Posteriormente, las polimerasas ŭ y Ů llevan a cabo la elongaci·n de 

la hebra hija. 

- Maduraci·n: finalmente, las nucleasas eliminan el cebador de ARN y una ADN ligasa sella 

las muescas residuales, estabilizando la estructura terminal del cromosoma. 

Este mecanismo previene la p®rdida de informaci·n en regiones codificantes, retrasando 

el proceso de senescencia en estas poblaciones celulares cr²ticas como c®lulas germinales, 

c®lulas de tejidos fetales y c®lulas madre.  

 

BASES MOLECULARES DE LA MUTACIčN Y LA REPARACIčN DEL ADN 

Concepto de mutaci·n 

El concepto de mutaci·n se define como cualquier alteraci·n permanente en la secuencia 

de nucle·tidos del ADN. Estas modificaciones pueden ser hereditarias o no, dependiendo 
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Ш exclusivamente del linaje celular en el que se originen: si afectan a las c®lulas germinales y 

participan en la fecundaci·n, se transmitir§n a la descendencia; por el contrario, si ocurren en 

c®lulas som§ticas, la alteraci·n persistir§ solo en el linaje celular derivado de la c®lula mutada, 

sin trascender a la progenie. 

Las mutaciones son ubicuas y pueden localizarse en cualquier regi·n del genoma 

(codificante o no codificante, nuclear o mitocondrial). Es fundamental desmitificar la 

connotaci·n negativa del t®rmino: aunque muchas son perjudiciales, otras son neutras o incluso 

beneficiosas, constituyendo el motor primigenio de la evoluci·n biol·gica. 

Las variaciones en la secuencia de nucle·tidos del ADN se categorizan seg¼n su 

prevalencia poblacional y su impacto funcional. Existe una distinci·n entre mutaci·n y 

polimorfismo. Desde una perspectiva poblacional, la diferencia radica en la frecuencia de 

aparici·n. La mutaci·n es el cambio en la secuencia que se presenta en menos del 1 % de la 

poblaci·n. En el polimorfismo, la variante gen®tica se encuentra en una frecuencia superior al 

1 %, lo que sugiere una estabilidad relativa en el acervo gen®tico poblacional como los 

polimorfismos de nucle·tido simple (SNPs) que superan dicho umbral. 

Tipos y taxonom²a de las mutaciones 

Las mutaciones se clasifican seg¼n diversos criterios institucionales: 

¶ Por el tipo de c®lula:  germinales (1) o som§ticas (2). 

¶ Por su magnitud molecular, es decir, extensi·n del material gen®tico comprometido: 

cromos·micas (3), de mediana escala (4) y puntuales (5).  

¶ Por su efecto fenot²pico: neutras o silenciosas o sin·nimas (6) y no silenciosas, dentro 

de las cuales se encuentran las mutaciones delet®reas o perjudiciales (7) y las 

mutaciones beneficiosas (8).  

¶ Por su expresi·n al®lica: dominantes (9) o recesivas (10). 

¶ Por su origen: espont§neas por errores end·genos (11) o inducidas por agentes 

mut§genos (12). Esta clasificaci·n est§ ligada a la etiolog²a de las mutaciones. 

1. Mutaciones en la l²nea germinal 

Se originan durante las divisiones celulares de la gametog®nesis. Se estima una tasa de 10-

6 mutaciones por locus por divisi·n. En la espermatog®nesis humana, pueden surgir cerca de 

100 mutaciones por errores de replicaci·n (aproximadamente una por cada 33 Mb). No 

obstante, su impacto patol·gico es bajo, ya que muchas son recesivas o resultan letales in utero, 

impidiendo el nacimiento. 
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Ш 2. Mutaciones som§ticas y mosaicismo 

Estas mutaciones se transmiten ¼nicamente por mitosis a las c®lulas hijas dentro del 

organismo. Su tasa de incidencia es de 10-10 por par de bases y divisi·n. Si la mutaci·n ocurre 

tras la formaci·n del cigoto, pero antes del desarrollo completo, el individuo se convierte en un 

mosaico gen®tico. La proporci·n de c®lulas afectadas depende del momento ontog®nico 

(Figura 3.9): 

¶ Temprana: Una gran parte del organismo portar§ la mutaci·n. 

¶ Tard²a: El cambio quedar§ restringido a un sector o tejido espec²fico. 

 

Ejemplo de caso cl²nico: se han documentado casos donde pruebas de maternidad mediante 

mucosa yugal resultan negativas, mientras que pruebas sangu²neas confirman el parentesco, 

revelando que la madre es un mosaico con una mutaci·n espec²fica en los marcadores 

moleculares de un tejido, pero no en otro. 

3. Cromos·micas  

Son mutaciones cromos·micas aquellas de gran escala que afectan regiones de millones de 

pares de bases mediante duplicaciones, deleciones o reordenamientos estructurales visibles al 

microscopio. 

4. Mediana escala 

Comprometen varios pares de bases. 

5. Puntuales 

Son mutaciones puntuales que implican normalmente un solo nucle·tido. Dentro de este 

tipo de mutaciones, se distinguen tres mecanismos principales a nivel molecular (Figura 3.10): 

¶ Mecanismo de sustituci·n: cambia un nucle·tido por otro sin alterar la longitud de la 

mol®cula. Dentro de este tipo de mutaciones, existen a su vez, dos subtipos cr²ticos, de 
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Ш transici·n y de transversi·n. Se llama mutaci·n de sustituci·n por transici·n cuando el 

cambio ocurre de una purina por otra (A ź G) o de una pirimidina por otra (T ź C). 

Aunque estad²sticamente menos probables, son m§s frecuentes en el genoma que las 

transversiones. En las mutuales puntuales de sustituci·n por transversi·n cambio una 

purina por una pirimidina o viceversa (A ź C). 

¶ Mecanismo de deleci·n: ocurre una p®rdida de un nucle·tido, resultando en una 

mol®cula m§s corta. 

¶ Inserci·n: existe una adici·n de un nucle·tido, resultando en una mol®cula m§s larga. 

Ejemplo de caso cl²nico: ocurre con una mutaci·n puntual por transici·n de G por A en la 

regi·n reguladora (promotor) del gen del factor IX de coagulaci·n; esto puede impedir la uni·n 

de factores de transcripci·n. Esta alteraci·n en la regulaci·n g®nica disminuye la actividad 

coagulante significativamente, resultando en la hemofilia tipo B. 

 

6. Mutaciones neutras, silenciosas o sin·nimas  

Las alteraciones gen®ticas no se manifiestan en la estructura proteica. Debido a que el 

c·digo gen®tico es degenerado (m¼ltiples tripletes codifican para un mismo amino§cido), una 

sustituci·n de bases puede no alterar la secuencia polipept²dica (Figura 3.11). Este tipo de 

cambio se conoce como cambio de sentido (missense) y cuando este es conservador, es decir, 

que el nuevo amino§cido posee propiedades fisicoqu²micas similares al amino§cido original, 

no hay un efecto fenot²pico. Por ejemplo, en el gen de la ɓ-globina, una transici·n de ñTò por 

ñGò (ACT Ÿ ACG) mantiene la incorporaci·n de treonina, resultando en una prote²na 

funcionalmente normal. 
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Ш 

 

7. Mutaciones no silenciosas delet®reas o perjudiciales 

A diferencia de las mutaciones silenciosas, existe un cambio en la estructura proteica. 

Dependiendo del cambio producido, este tipo de mutaciones se subdividen en distintos tipos:  

¶ Cambio de sentido (missense): este tipo de cambio resulta en la incorporaci·n de un 

amino§cido distinto y es de tipo no conservador, es decir, que existen diferencias en 

carga o polaridad entre ambos amino§cidos (el nuevo y el original), lo que puede causar 

patolog²as. Un ejemplo es el de la anemia falciforme (ocurre una sustituci·n de §cido 

glut§mico por valina) (Figura 3.12). 

 

¶ Cambio del marco de lectura (frameshift): ocurren inserciones o deleciones de 

nucle·tidos en cantidades no m¼ltiplos de tres que alteran toda la lectura posterior del 

mensaje. Un ejemplo cr²tico es la enfermedad de Tay-Sachs, trastorno autos·mico 

recesivo que provoca una acumulaci·n letal de gangli·sidos (Figura 3.13). 
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Ш 

 

¶ Supresi·n de amino§cidos: ocurre cuando la deleci·n de un triplete completo elimina 

un residuo sin alterar el marco de lectura (Figura 3.14). La mutaci·n ȹF508 en la 

fibrosis qu²stica ocasiona la p®rdida de fenilalanina, lo que impide el plegamiento 

correcto de la prote²na de transporte de cloro.  

 

¶ Terminaci·n prematura (nonsense): la generaci·n de un cod·n de parada (stop) genera 

una prote²na truncada e inactiva (Figura 3.15). Esto ocurre con la neurofibromina en la 

neurofibromatosis tipo 1, donde la p®rdida de inhibici·n sobre la prote²na p21ras deriva 

en proliferaci·n celular descontrolada.  

 

8. Mutaciones beneficiosas 

Aunque solemos asociar la palabra "mutaci·n" con enfermedades, desde el punto de vista 

evolutivo, las mutaciones beneficiosas son el motor que permite a las especies adaptarse y 
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Ш sobrevivir. Una mutaci·n es beneficiosa cuando aumenta la aptitud biol·gica (fitness) del 

individuo, mejorando su capacidad de sobrevivir o reproducirse en un entorno espec²fico. A 

continuaci·n, se citan los ejemplos m§s representativos en humanos y otros organismos: 

¶ Resistencia a enfermedades infecciosas: es el ejemplo m§s claro de selecci·n natural 

reciente en humanos. 

¶ Resistencia al VIH (por la mutaci·n CCR5-ȹ32): algunas personas poseen una deleci·n 

de 32 pares de bases en el gen CCR5. Esto impide que el virus del VIH entre en las 

c®lulas T, otorgando una inmunidad casi total a quienes heredan dos copias de esta 

mutaci·n. 

¶  Resistencia a la malaria (por anemia falciforme): ser portador de una sola copia del gen 

de la anemia falciforme (estado heterocigoto) deforma ligeramente los gl·bulos rojos, 

lo que impide que el par§sito de la malaria se reproduzca eficientemente, protegiendo 

al individuo en zonas end®micas. 

¶ Persistencia de la lactasa: originalmente, los humanos perd²an la capacidad de digerir 

leche tras el destete. Una mutaci·n en el gen LCT permiti· a los adultos seguir 

produciendo lactasa. Esto fue una ventaja enorme para las poblaciones ganaderas de 

Europa y Ćfrica, permiti®ndoles acceder a una fuente de nutrici·n constante. 

¶ Aumento de copias de amilasa (AMY1): las poblaciones con dietas ricas en almid·n 

presentan m§s copias de este gen, lo que les permite digerir carbohidratos complejos de 

manera mucho m§s eficiente que los cazadores-recolectores. 

¶ Mutaci·n EPAS1 (supervivencia en las alturas): los tibetanos poseen una variante del 

gen EPAS1 (heredada de los denisovanos) que les permite vivir a m§s de 4.000 metros 

de altura sin que su sangre se espese peligrosamente por el exceso de gl·bulos rojos, 

evitando infartos o edemas. 

¶ Densidad ·sea elevada (LRP5): una mutaci·n en el gen LRP5 provoca huesos 

extremadamente densos que son pr§cticamente imposibles de romper, lo cual es una 

ventaja f²sica evidente contra traumatismos. 

Es fundamental entender que una mutaci·n no es "buena" por s² misma, sino que depende 

del entorno. Por ejemplo, la resistencia a la malaria es beneficiosa en Ćfrica central, pero en un 

lugar sin malaria, tener esa mutaci·n puede causar anemia. Otro ejemplo es el caso de las 

bacterias que presentan mutaciones que les dan resistencia a antibi·ticos. Esto tiene una ventaja 
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Ш en un hospital, pero fuera de ®l, esa mutaci·n suele hacerlas crecer m§s lento que las bacterias 

normales. 

9. Mutaciones dominantes 

Desde una perspectiva gen®tica y cl²nica, las mutaciones pueden categorizarse seg¼n su 

expresi·n al®lica y el modo en que alteran el fenotipo en relaci·n con el alelo silvestre (wild-

type). Esta clasificaci·n es fundamental para comprender los patrones de herencia mendeliana 

y la manifestaci·n de enfermedades gen®ticas. 

Una mutaci·n se define como dominante cuando la presencia de un solo alelo mutado en 

el genotipo (estado heterocigoto) es suficiente para que el rasgo o la patolog²a se manifieste 

fenot²picamente. Generalmente, estas mutaciones implican una ganancia de funci·n (gain-of-

function), donde el producto g®nico adquiere una actividad biol·gica nueva o aumentada, o bien 

un efecto dominante negativo, donde la prote²na mutante interfiere activamente con la funci·n 

de la prote²na normal producida por el alelo sano. Un ejemplo cl²nico es la acondroplasia, una 

condici·n de herencia autos·mica dominante causada por una mutaci·n en el gen FGFR3. Un 

individuo con un solo alelo mutado presentar§ el fenotipo caracter²stico. 

10. Mutaciones recesivas 

Una mutaci·n es recesiva cuando su efecto fenot²pico solo se manifiesta si ambos alelos 

del locus est§n mutados (estado homocigoto o heterocigoto compuesto). En los individuos 

heterocigotos, el alelo normal suele ser capaz de producir suficiente prote²na funcional para 

mantener la homeostasis, por lo que el individuo se denomina portador sano. Com¼nmente se 

asocian a una p®rdida de funci·n (loss-of-function). La patolog²a surge ¼nicamente cuando la 

actividad enzim§tica o proteica cae por debajo de un umbral cr²tico debido a la ausencia de un 

alelo funcional. Ejemplos cl²nicos causados por este tipo de mutaci·n son la fibrosis qu²stica, 

la anemia falciforme y la enfermedad de Tay-Sachs. Para que un descendiente manifieste la 

enfermedad, ambos progenitores deben transmitir un alelo mutado. En la Figura 3.16 se 

observa el ejemplo de este tipo de mutaciones donde un padre y una madre son portadores; es 

decir, uno de sus alelos es normal y el otro es el mutado. La proporci·n de tener hijos con la 

enfermedad es de 3 a 1 y dos de estos van a ser portadores. 

En la Tabla 3.1 se resumen las diferencias entre las mutaciones dominantes y recesivas. 
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Ш 

 

 

Tabla 3.1. Diferencias entre mutaciones dominantes y recesivas. 

Caracter²stica  Mutaci·n dominante Mutaci·n recesiva 

Genotipo para expresi·n Heterocigota (Aa) o homocigota 

(AA) 

Solo homocigota (aa) 

Mecanismo t²pico Ganancia de funci·n/dominante 

negativo 

P®rdida de funci·n 

Estado de portador No existe. El individuo siempre es 

afectado 

Existe. Heterocigota cl²nicamente 

normal 

Transmisi·n vertical Com¼n, se observa en todas las 

generaciones 

Poco frecuente, puede saltar 

generaciones 

 

Causas y mecanismos de mutaciones 

Las enfermedades pueden originarse a partir de una etiolog²a multicausal, donde convergen 

factores end·genos, tales como la predisposici·n gen®tica y los errores metab·licos intr²nsecos, 

con agentes ex·genos, que incluyen factores ambientales, qu²micos y biol·gicos externos que 

comprometen la homeostasis del organismo. Seg¼n su etiolog²a, se distinguen las mutaciones 

end·genas y ex·genas.  

11. Mutaciones end·genas 

Surgen por procesos intr²nsecos de la c®lula:  

¶ Desaminaci·n oxidativa: hay una p®rdida de grupos amino que transforma la citosina 

en uracilo o la 5-metilcitosina en timina. 
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Ш 
¶ Inestabilidad qu²mica: existe una ruptura del enlace N-glicos²dico que genera sitios 

apur²nicos o apirimid²nicos (sitios AP). 

¶ Especies Reactivas del Ox²geno (ROS): los radicales libres como el super·xido que 

pueden fragmentar la estructura del ADN. 

12. Mutaciones ex·genas 

Son mutaciones provocadas por agentes fisicoqu²micos externos, qu²micos y f²sicos. Entre 

los agentes qu²micos, se encuentran las sustancias como el bromuro de etidio (intercalante) o el 

benzopireno del tabaco. Como agentes f²sicos se encuentran la radiaci·n UV, la cual induce la 

formaci·n de d²meros de timina; radiaciones ionizantes como los rayos X y ɔ, los cuales poseen 

mayor penetraci·n y pueden causar rupturas de doble hebra. 

Mecanismo de reparaci·n 

Adem§s de los mecanismos de reparaci·n propiamente dichos, existen los mecanismos 

preventivos y los modos de acci·n directos para revertir la lesi·n. La c®lula dispone de 

mecanismos preventivos que eliminan a los agentes mut§genos antes de que causen da¶o en el 

ADN. Por ejemplo: la super·xido dismutasa elimina las especies reactivas del ox²geno, el 

per·xido generado en este proceso es eliminado por la enzima catalasa. 

Como sistema preventivo de reversi·n directa de la lesi·n, se citan a continuaci·n algunos 

ejemplos. La enzima fotoliasa rompe los enlaces de los fotod²meros que se forman debido a la 

exposici·n a los rayos UV y restablece las timinas adyacentes de manera convencional como 

se encuentran en el ADN. Esta enzima se encuentra en insectos y hongos. Otro tipo de reversi·n 

directa de la lesi·n es prote²na enzima alquiltransferasa, la cual elimina el grupo alquilo de las 

bases alquiladas y ese grupo alquilo pasa a formar parte de la prote²na. Este tipo de prote²nas 

no son enzimas porque no cumplen con la premisa de no alterar su estructura en el proceso. Las 

alquiltransferasas se inactivan cuando captan el grupo alquilo, por lo tanto, este sistema se 

satura. Si tenemos muchos cambios de este tipo y las c®lulas no llegan a sintetizar la cantidad 

suficiente de estas prote²nas. 

Entre los mecanismos de reparaci·n posda¶o, encontramos los siguientes: 

¶ Lectura de prueba (proofreading): actividad 3' Ÿ 5' exonucleasa de la ADN polimerasa 

que corrige errores durante la s²ntesis. 

¶ Sistema Mut HLS: reparaci·n posreplicativa que identifica la hebra hija (no metilada) 

para corregir apareamientos incorrectos. Es un sistema de reparaci·n que ocurre 

posreplicaci·n. Despu®s de que ocurre la replicaci·n, es decir, que verifica que no haya 
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Ш cambios en el ADN. En la Figura 3.17 se observa este mecanismo de acci·n. En este 

ejemplo, ocurri· un cambio en la hebra que reci®n se sintetiz· de una T por una G (el 

cambio est§ representado por un tri§ngulo). Luego de la replicaci·n, la hebra molde est§ 

metilada y la reci®n sintetizada, no. De esta manera, la c®lula reconoce cu§l es la hebra 

nueva, lo que le permite reconocer cu§l es el nucle·tido original y cu§l el alterado. El 

cambio ocurrido en el ADN es reconocido por la prote²na MutS, la prote²na MutH 

reconoce cu§l es la hebra metilada y la MutL quita ese fragmento de ADN. Luego, la 

ADN polimerasa completa el hueco y la ligasa sella el enlace fosfodi®ster con gasto 

energ®tico. Despu®s, la enzima Dam metilasa metila la hebra nueva. 

 

 

¶ Reparaci·n por Escisi·n de Nucle·tidos (NER): elimina lesiones voluminosas (como 

d²meros de timina o da¶os por tabaco) mediante escinucleasas y helicasas. En la Figura 

3.18 se representa una de las hebras del ADN. Este tipo de mutaciones genera una 

distorsi·n voluminosa del ADN, la cual es reconocida por un complejo multienzim§tico. 

El cambio voluminoso est§ representado por una estrella. La escinucleasa rompe el 

enlace fosfodi®ster en una de las hebras, corriente arriba y corriente abajo de donde est§ 

el cambio. Luego, helicasa elimina esos nucle·tidos y una polimerasa a partir del 3Ë-

OH polimeriza copiando la hebra complementaria. Finalmente, la ligasa sella esta mella, 

con gasto energ®tico. En los organismos procariotas, este sistema se llama uvr. En 

eucariotas, hay numerosas prote²nas involucradas constituyendo un complejo 

multienzim§tico.  
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Ш 

 

¶ Reparaci·n por escisi·n de bases (BER): este sistema act¼a cuando hay cambio en una 

base. En la Figura 3.19 se representa s·lo una de las hebras del ADN. Una N-glicosilasa 

rompe el enlace glicos²dico, se libera la base y se genera un sitio b§sico, que es 

reconocido por una endonucleasa AP (de apur²nico o apirimid²nico). Esta rompe el 

enlace fosfodi®ster 5Ë del sitio b§sico. Luego, pueden ocurrir dos cosas. Una ADN 

polimerasa ɓ (con actividad desoxirribo-fosfodiesterasa y act¼a en la reparaci·n del 

ADN) quite ese nucle·tido ab§sico y coloque el nucle·tido que falta. Luego, la ligasa 

sella la mella. O tambi®n puede ocurrir que, una ADN polimerasa ŭ polimerice una hebra 

que luego ser§ cortada por una endonucleasa y finalmente, una ligasa sella la mella y se 

forma el enlace fosfodi®ster. 
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Ш 
¶ Recombinaci·n no hom·loga: es un mecanismo de reparaci·n de roturas de 

doble cadena del ADN en el cual los extremos del ADN se vuelven a unir sin necesidad 

de una homolog²a extensa entre las secuencias (Figura 3.20). En algunos casos, las 

prote²nas implicadas pueden utilizar peque¶as regiones de microhomolog²a para alinear 

los extremos antes de su uni·n. Durante este proceso, las hebras pueden sufrir cortes o 

p®rdidas de nucle·tidos, por lo que este sistema es considerado propenso a errores. No 

obstante, permite restaurar la continuidad del cromosoma cuando se producen roturas 

del ADN. 

¶ Recombinaci·n hom·loga: es un mecanismo de reparaci·n m§s preciso que 

utiliza una mol®cula de ADN hom·loga como molde para corregir la lesi·n. 

Generalmente se emplea la crom§tida hermana o el cromosoma hom·logo, lo que 

permite restaurar la secuencia original del ADN. Por ejemplo, si la lesi·n ocurre en un 

cromosoma, la informaci·n presente en el cromosoma hom·logo puede utilizarse como 

gu²a para reparar el da¶o. 

 

Transferencia e hibridaci·n de §cidos nucleicos: desnaturalizaci·n y renaturalizaci·n 

del ADN 

La estabilidad de la doble h®lice de ADN est§ determinada por las interacciones de 

apilamiento de bases y, fundamentalmente, por los puentes de hidr·geno entre cadenas 

complementarias. Al someter la mol®cula a un incremento de energ²a t®rmica, se produce la 

desnaturalizaci·n o "fusi·n" del ADN, rompiendo dichas interacciones y resultando en la 

formaci·n de hebras monocatenarias. Este proceso se cuantifica mediante la temperatura de 

melting (Tm), definida como el valor t®rmico en el cual el 50 % del ADN se encuentra en estado 
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Ш de cadena sencilla y el 50 % permanece como doble h®lice (Figura 3.21). La Tm es una 

propiedad intr²nseca dependiente de la composici·n nucleot²dica, las regiones con alto 

contenido de guanina-citosina (G-C) presentan una estabilidad superior debido a la presencia 

de tres puentes de hidr·geno, en comparaci·n con los dos presentes en los pares adenina-timina 

(A-T). 

 

 

La recuperaci·n de la estructura bicatenaria, o renaturalizaci·n, es un proceso dependiente 

de la temperatura y la concentraci·n de las hebras. El enfriamiento paulatino permite el 

reconocimiento de secuencias complementarias mediante colisiones aleatorias, restableciendo 

los puentes de hidr·geno de manera precisa; este fen·meno es la base fisicoqu²mica de la 

hibridaci·n de §cidos nucleicos. Por lo contrario, si el ADN desnaturalizado se expone a 

temperaturas extremadamente bajas de forma inmediata (enfriamiento brusco o choque 

t®rmico), las hebras no logran encontrar sus secuencias complementarias a tiempo, quedando 

atrapadas en un estado monocatenario desordenado. 

El principio de renaturalizaci·n es el pilar de la transferencia de informaci·n y el 

diagn·stico molecular. En t®cnicas como el Southern blot o la hibridaci·n in situ, se utiliza la 

desnaturalizaci·n t®rmica para permitir que una sonda marcada se una espec²ficamente a una 

secuencia blanco mediante hibridaci·n. 

Durante la replicaci·n y la s²ntesis de ARN naciente, la enzima helicasa realiza una 

desnaturalizaci·n enzim§tica controlada para permitir que la polimerasa acceda al molde. La 

estabilidad de los h²bridos temporales formados en la burbuja de transcripci·n est§ sujeta a los 

mismos valores de Tm y composici·n de bases discutidos anteriormente. 
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Ш Reacci·n en cadena de la polimerasa: principio, etapas, variantes, usos 

Esta secci·n se encuentra desglosada en la secci·n de fundamento te·rico del Taller y TP 

3. 
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Ш TALLER Y TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 3: PCR 

OBJETIVOS 

Los objetivos del taller n.Ü 3 son:  

¶ Comprender los principios te·ricos y moleculares de la PCR, analizando el papel de 

cada componente de la mezcla de reacci·n. 

¶ Discutir las aplicaciones de la PCR en diversos campos de las ciencias biol·gicas y 

biom®dicas. 

¶ Identificar las limitaciones, fuentes de error y contaminaciones comunes en PCR. 

¶ Promover el trabajo en equipo y la capacidad de transferir conceptos a situaciones de 

ense¶anza futura. 

Los objetivos del TP n.Ü 3 son: 

¶ Adquirir destrezas pr§cticas para preparar mezclas de reacci·n de PCR. 

¶ Familiarizarse con el manejo del termociclador y con la programaci·n de ciclos t®rmicos 

y con la amplificaci·n de un fragmento de ADN espec²fico a partir de un molde. 

¶ Integrar la pr§ctica de PCR en aplicaciones reales de investigaci·n, diagn·stico o 

docencia. 

 

FUNDAMENTO TEčRICO DE LA REACCIčN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

La PCR es una t®cnica esencial en Biolog²a Molecular que permite amplificar in vitro 

secuencias espec²ficas de ADN a partir de cantidades m²nimas de material gen®tico. Es una 

t®cnica que ha revolucionado el manejo, clonaci·n y detecci·n de fragmentos de ADN, lo que 

le ha valido a su descubridor, K.B. Mullis, Premio Nobel de Qu²mica. Despu®s de su 

descubrimiento en 1983, se ha convertido en una de las t®cnicas b§sicas de Biolog²a Molecular, 

ampliamente utilizada por su rapidez, especificidad, flexibilidad y aplicabilidad, y, sobre todo, 

porque no es necesario contar con ADN extremadamente puro para amplificar. La PCR tiene 

aplicaciones en la investigaci·n b§sica, el diagn·stico de enfermedades, el an§lisis forense, la 

biotecnolog²a y la biomedicina.  

La PCR parte de la premisa de que el ADN bicatenario puede desnaturalizarse, de manera 

que en cada una de sus hebras pueden alinearse oligonucle·tidos dise¶ados (tambi®n 

denominados cebadores o primers) complementarios a regiones espec²ficas de las cadenas 

molde. Cuando estos cebadores se sit¼an en extremos opuestos de una regi·n particular, sirven 
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Ш como puntos de inicio para la ADN polimerasa, que sintetiza una nueva hebra complementaria, 

generando as² un fragmento de ADN bicatenario definido por ambos cebadores. 

El proceso comienza con una desnaturalizaci·n inicial, en la cual el ADN molde se separa 

completamente en sus dos hebras complementarias mediante la aplicaci·n de calor. Luego se 

suceden m¼ltiples ciclos de desnaturalizaci·n, alineamiento o hibridaci·n (annealing) de los 

cebadores y extensi·n o elongaci·n por acci·n de la polimerasa. Finalmente, una etapa de 

extensi·n final asegura que todas las mol®culas sintetizadas queden completamente extendidas. 

La repetici·n de estos ciclos de desnaturalizaci·n, hibridaci·n y extensi·n produce una 

amplificaci·n exponencial de la secuencia delimitada por los cebadores, generando millones de 

copias de un fragmento de ADN en pocas horas (aproximadamente entre 1,5 y 2,5 h). Por lo 

tanto, basta una cantidad m²nima de ADN molde para obtener una gran cantidad de copias de 

la regi·n de inter®s tras la reacci·n. 

El n¼mero de copias de dicha regi·n seleccionada (amplicones) se puede estimar seg¼n: 

ὔ  ὔὼρ Ὑ  

donde, N es el n¼mero de copias obtenidas; 

No es el n¼mero de copias que se han depositado en la reacci·n inicialmente; 

R es el rendimiento de cada ciclo expresado en tanto por uno (normalmente debe oscilar 

entre 0,7 y 0,85);  

c es el n¼mero de ciclos.  

Etapas de la PCR 

El proceso de PCR se basa en N ciclos (aproximadamente entre 30 y 40) repetidos, lo que 

genera 2n copias de la regi·n de inter®s del templado o secuencia blanco del ADN molde 

(Figura 3.21). La reacci·n comienza con una desnaturalizaci·n inicial, que asegura la completa 

separaci·n de las hebras del ADN molde, y concluye con una extensi·n final, que permite 

completar la s²ntesis de todas las mol®culas amplificadas. 

Una reacci·n t²pica comienza con una desnaturalizaci·n inicial a 94ï95 ÁC), por 3-4 min, 

que separa completamente las hebras de ADN molde. Cada ciclo subsiguiente consta de tres 

etapas: 

1. Desnaturalizaci·n a 94ï95 ÁC por 30 segundos, donde las dobles h®lices reci®n 

formadas se separan. 

2. Hibridaci·n o alineamiento a 55-60 ÁC por 30 segundos, en la que los oligonucle·tidos 

cebadores reconocen y se aparean espec²ficamente con sus secuencias complementarias. 
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Ш 3. Extensi·n o elongaci·n a 72 ÁC por 1 min/kb, durante la cual la ADN polimerasa 

termoestable sintetiza nuevas hebras complementarias a partir de los cebadores.  

Tras completarse el n¼mero estipulado de ciclos, la reacci·n culmina con una extensi·n 

final a 72 ÁC por 5ï10 min, destinada a asegurar la terminaci·n completa de todos los productos 

parcialmente extendidos. 

 

Desnaturalizaci·n del ADN. Un ciclo de PCR comienza con un calentamiento inicial a 94 

ï 95 ÁC o m§s para desnaturalizar el ADN objetivo o blanco (tambi®n llamado matriz, template 

o target). Este primer paso del ciclo dura entre 15 segundos a 2 minutos, donde las dos cadenas 

del ADN objetivo se separan una de la otra y permiten que la matriz se encuentre como cadena 

simple para que la polimerasa act¼e durante la amplificaci·n. La estabilidad de la reacci·n 

depende de un buffer adecuado y de la resistencia de la polimerasa al calor (ambas contenidas 

en la master mix). 

Hibridaci·n de oligonucle·tidos espec²ficos. En este paso del ciclo la temperatura se 

reduce a 40 ï 60 ÁC. Los oligonucl®otidos hibridan con la secuencia complementaria en cada 

una de las cadenas simples de ADN separadas en el paso anterior, y sirven como cebadores para 

la s²ntesis en el paso siguiente. La temperatura a la cual la mitad de las mol®culas de ese 

oligonucle·tido hibridan a su secuencia complementaria en el ADN molde y la otra mitad se 

encuentra desnaturalizada se conoce como temperatura de fusi·n (Tm, del ingl®s Temperature 

of melting). En t®rminos pr§cticos, la Tm indica la estabilidad del apareamiento entre el cebador 

y la hebra de ADN. Una Tm baja implica que la uni·n es d®bil; una Tm alta indica una uni·n 
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Ш m§s fuerte, pero si es demasiado elevada puede impedir la hibridaci·n durante el ciclo de 

alineamiento de la PCR. La concentraci·n de MgCl  en la master mix regula la eficiencia y 

especificidad de este apareamiento.  

Extensi·n de la nueva hebra de ADN. Se inicia cuando la temperatura de la reacci·n llega 

al valor ·ptimo para la actividad de la polimerasa termoestable (incluida en la master mix); esta 

utiliza los dNTP para sintetizar la nueva cadena de ADN. Inicialmente se utilizaron ADN 

polimerasas que no eran estables a altas temperaturas y se desnaturalizaban junto al ADN, 

haciendo necesario a¶adir una nueva enzima tras cada ciclo. El hallazgo y la aplicaci·n de ADN 

polimerasas termoestables facilitaron la metodolog²a gracias a su estabilidad para resistir los 

repetidos ciclos a temperaturas altas y variables; posibilitaron que la PCR se convirtiera en una 

t®cnica r§pida, automatizada y reproducible. Una de las enzimas m§s usadas y la que se utiliza 

en este TP es la Taq polimerasa, una ADN polimerasa termoestable que se aisl· originalmente 

de la bacteria Thermus aquaticus, un microorganismo term·filo que vive en ambientes de muy 

alta temperatura. Esta enzima puede resistir temperaturas de hasta 95 ÁC, lo que la hace ideal 

para soportar las altas temperaturas durante la desnaturalizaci·n del ADN en los ciclos de PCR. 

Funciona de manera ·ptima alrededor de 72 ÁC, temperatura en la cual sintetiza nuevas hebras 

de ADN, al igual que otras ADN polimerasas termoestables. La s²ntesis puede durar entre 30 

segundos y dos minutos, dependiendo del largo de la secuencia a amplificar, toma un minuto 

amplificar 1.000 pb o 1 kb. Este paso completa un ciclo, y el siguiente ciclo se inicia con el 

retorno a los 94ï95 ÁC para la desnaturalizaci·n. La velocidad y fidelidad de este paso dependen 

de la enzima y del balance adecuado de nucle·tidos.  

El producto de PCR se acumula en funci·n del n¼mero de ciclos, diferenci§ndose tres fases 

en funci·n de la cantidad de producto amplificado (Figura 3.22) que depende de la 

disponibilidad de sustrato para la reacci·n. Por eso, los oligonucl®otidos y los dNTP se a¶aden 

en exceso respecto al ADN a amplificar. La primera fase de la PCR se denomina fase 

exponencial o logar²tmica; es la etapa inicial y m§s eficiente de la PCR. Cada ciclo duplica la 

cantidad de ADN blanco, por lo que la amplificaci·n sigue una curva exponencial 2Ŵ, donde n 

es el n¼mero de ciclos. La polimerasa funciona de forma ·ptima, los dNTP y cebadores est§n 

en exceso, y no hay productos que interfieran.  

La segunda fase se llama fase lineal o desacelerada, en esta la eficiencia disminuye 

progresivamente. A medida que los ciclos de la PCR contin¼an, los reactivos comienzan a 

consumirse (cebadores, dNTP, ADN molde) y la polimerasa puede perder actividad. La 
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Ш amplificaci·n ya no es exponencial, la cantidad de producto aumenta de forma lineal, cada ciclo 

produce menos copias que el ciclo anterior. Es com¼n la aparici·n de productos inespec²ficos 

y subproductos si la reacci·n contin¼a demasiado.  

La fase Plateau o meseta representa el punto en que la reacci·n de PCR llega a su l²mite 

natural debido al agotamiento de recursos y a la p®rdida de eficiencia enzim§tica. Aunque el 

ADN amplificado sigue presente, ya no se genera producto nuevo de forma significativa, 

marcando el final ¼til de la reacci·n. La eficiencia es muy baja o nula y sucede debido a que se 

producen varios fen·menos que limitan la s²ntesis de nuevas cadenas. Los reactivos (dNTP y 

cebadores) se consumen casi por completo; la Taq polimerasa se desnaturaliza (es decir, pierde 

su actividad enzim§tica) luego de muchos ciclos a alta temperatura; las cadenas reci®n 

sintetizadas compiten con el molde original, y se forman estructuras secundarias que dificultan 

la uni·n de los cebadores; se acumulan productos inhibitorios como pirofosfato o productos 

inespec²ficos que interfieren con la reacci·n. A este fen·meno se lo conoce como efecto 

Plateau. 

 

Componentes de la PCR 

Para llevar a cabo la PCR se necesita realizar una mezcla maestra o master mix la cual 

contiene todos los reactivos esenciales para desarrollar el n¼mero de reacciones determinadas. 

El prop·sito de mezcla es facilitar la preparaci·n de la reacci·n, disminuir errores de pipeteo y 

asegurar que cada tubo de PCR tenga exactamente los mismos componentes y condiciones. A 

continuaci·n, se resumen los componentes de la master mix y la funci·n de cada uno de ellos. 

1. Buffer o tamp·n de reacci·n: mantiene condiciones de pH y salinidad adecuadas para la 

actividad enzim§tica. Suele contener Tris-HCl, sales como KCl y detergente. Este ¼ltimo ayuda 

a disminuir la contaminaci·n ex·gena. Se recomienda utilizar el buffer provisto por el 

fabricante de la enzima polimerasa, ya que est§ formulado para optimizar su actividad. La 
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Ш concentraci·n del buffer se representa por X que significa cantidad de veces concentrado. Por 

lo general el buffer que viene con la Taq polimerasa tiene una concentraci·n 10 X, es decir, 10 

veces concentrado respecto a la concentraci·n final que se requiere en la reacci·n. La 

concentraci·n final de buffer en el volumen de la reacci·n es 1 X. Para una reacci·n de volumen 

final de 20 ÕL, la master mix contendr§ 2 ÕL de buffer por cada reacci·n. 

2. Cofactor MgCl: el ion magnesio es el cofactor esencial para la actividad de la 

polimerasa. Regula la uni·n de los dNTP y la fidelidad de la reacci·n. La concentraci·n del 

MgCl debe optimizarse de manera emp²rica porque si es demasiado baja, hay poca 

amplificaci·n; por lo contrario, si es demasiado alta, la amplificaci·n resulta inespec²fica. La 

soluci·n de MgCl2 tambi®n suele ser provista por el fabricante que comercializa la ADN 

polimerasa. Para calcular el volumen necesario para preparar la master mix, se debe tener en 

cuenta que la soluci·n comercial de MgCl  suele tener una concentraci·n de 25 mM. Por 

ejemplo, si se requiere una concentraci·n final de 1 mM de MgĮ  por reacci·n, y el volumen 

total de la mezcla es de 20 ÕL, se deber§ adicionar 1 ÕL de la soluci·n de MgCl  comercial. 

3. Desoxirribonucle·tidos trifosfato (dNTP): son los bloques de construcci·n para la 

s²ntesis de las nuevas cadenas de ADN, dATP, dTTP, dCTP, dGTP. La polimerasa los incorpora 

complementariamente a la hebra molde. Usualmente, los dNTP se agregan a la master mix en 

exceso. Si se dispone de una soluci·n de trabajo de dNTP a 2,8 mM y se desea una 

concentraci·n final de 200 ÕM en cada tubo, para un volumen final de reacci·n de 20 ÕL, se 

deber§n adicionar 1,4 ÕL de la soluci·n de dNTP. 

4. Oligonucle·tidos, cebadores o primers: son secuencias cortas de ADN de 18 a 25 

nucle·tidos que hibridan espec²ficamente con los extremos de la regi·n a amplificar. Definen 

la especificidad de la PCR, ya que solo se amplifica el fragmento flanqueado por estos. Se 

necesitan al menos un par de cebadores para poder amplificar una regi·n espec²fica debido a 

que el ADN es bicatenario. Si se dispone de una soluci·n de 10 ÕM de cada uno de los cebadores 

y se desea una concentraci·n final de 0,5 ÕM en la mezcla de reacci·n, para un volumen final 

de 20 ÕL, se deber§ adicionar 1 ÕL de cada cebador. 

Despu®s de la desnaturalizaci·n, donde las dos hebras complementarias del ADN se 

separan, la temperatura se reduce para permitir que los cebadores se unan por 

complementariedad a las regiones espec²ficas del ADN molde. El cebador sentido, directo o 

izquierdo (primer forward) se une a la hebra molde 3' Ÿ 5', en el extremo 3' del fragmento a 

amplificar, de modo que la ADN polimerasa pueda extenderse en direcci·n 5' Ÿ 3', sintetizando 
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Ш una nueva hebra complementaria en sentido ñhacia adelanteò. El otro cebador, el cebador 

antisentido, reverso o derecho (primer reverse) se une a la otra hebra del ADN, tambi®n en 

orientaci·n 3' Ÿ 5', permitiendo que la polimerasa extienda en la direcci·n opuesta 5' Ÿ 3' 

(Figura 3.23). Esta uni·n ocurre gracias a puentes de hidr·geno entre bases nitrogenadas 

complementarias (A-T, G-C) seg¼n las reglas de Watson y Crick. La especificidad de la PCR 

depende directamente de la secuencia de los cebadores. Solo si estos encuentran regiones 

complementarias podr§n hibridar y permitir la s²ntesis. Una vez hibridados, la Taq polimerasa 

reconoce el extremo 3ô-OH libre del cebador como punto de inicio y comienza a a¶adir dNTP 

complementarios a la hebra molde, extendiendo la nueva cadena en direcci·n 5ô Ÿ 3ô. Una 

nueva hebra complementaria sintetizada a partir del cebador sentido y otra desde el cebador 

antisentido. En el siguiente ciclo, estas nuevas hebras tambi®n sirven como moldes, lo que lleva 

a la amplificaci·n exponencial del fragmento espec²fico. 

 

 

Los cebadores se solicitan en empresas las cuales sintetizan por s²ntesis qu²mica. Estos se 

proveen con caracter²sticas espec²ficas: Tm, peso molecular, indicaci·n del volumen de agua 

destilada est®ril en el cual debe diluirse para una determinada concentraci·n. Los cebadores se 

almacenan a -20 ÁC en al²cuotas para evitar el descongelado frecuente.  

5. ADN polimerasa termoestable: cataliza la elongaci·n de la cadena de ADN a partir del 

oligonucle·tido. Debe ser termoestable porque la PCR incluye ciclos de desnaturalizaci·n a 

altas temperaturas. La Taq polimerasa es una de las enzimas m§s usadas, su temperatura ·ptima 
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Ш es 72 ÁC. Al adquirir la Taq polimerasa, el fabricante indica el n¼mero de unidades de actividad 

en Unidades de actividad/ÕL (U/ÕL); una unidad de esta enzima cataliza la incorporaci·n de 10 

nanomoles de dNTP a una fracci·n polinucleot²dica (absorbida a una columna) en 30 minutos 

a 70 ÁC. La Taq polimerasa es provista en un vial conteniendo glicerol, que evita que se congele, 

pero tambi®n vuelve m§s densa a la soluci·n, por lo que se debe observar con cuidado el 

volumen al pipetear. El n¼mero de unidades de Taq polimerasa a utilizar es otro factor que se 

ajusta de manera emp²rica, se recomienda utilizar entre 0,1 a 2 unidades por reacci·n de PCR. 

El exceso de enzima no asegura un aumento de rendimiento, pero puede significar el aumento 

de artefactos. En el caso de que se requieran 0,5 unidades de Taq polimerasa para la PCR y este 

vial contenga 5 U/ÕL, se debe agregar 0,1 Õl por reacci·n de PCR.  

6. ADN molde (templado): es el material gen®tico que contiene la secuencia de inter®s a 

amplificar. La calidad y pureza del ADN influyen directamente en el ®xito de la reacci·n. El 

ADN aislado debe estar libre de inhibidores potenciales de polimerasas de ADN como solventes 

org§nicos, proteasas, alcoholes, detergentes y otros (usados en la extracci·n del ADN). La 

cantidad de ADN molde a agregar en la reacci·n es una variable que se debe optimizar, por lo 

que debe conocerse con la concentraci·n del ADN molde. Se puede usar 1 Õg de ADN y si se 

obtiene ADN en una concentraci·n de 1 Õg/ÕL, se puede usar 1 ÕL de este. De todas maneras, 

la cantidad de ADN es otra variable que se optimiza de manera emp²rica. 

7. Agua libre de nucleasas: la PCR se desarrolla en medio acuoso libre de ADNasas y 

ARNasas. Sirve como veh²culo para completar el volumen final de la reacci·n. Garantiza que 

no haya degradaci·n del ADN ni interferencias. La cantidad de agua a agregar a la master mix 

es igual a la diferencia entre el volumen final de la reacci·n y la suma de (volumen de buffer + 

volumen de MgCl2 + volumen de dNTP + volumen de los cebadores + volumen de la ADN 

polimerasa + volumen del ADN molde).  ШШШ  

Tambi®n existen mezclas listas para usar que ya incluyen polimerasa, buffer, MgCl  y 

dNTP, a las que solo es necesario a¶adir el ADN molde y los cebadores. Esto reduce errores de 

pipeteo y asegura mayor reproducibilidad entre ensayos. 

En este apartado es necesario explicitar que los resultados de la amplificaci·n dependen 

no solo de la correcta ejecuci·n t®cnica, sino tambi®n del uso adecuado de controles 

experimentales, entre los cuales los controles positivo y negativo son esenciales para la 

validaci·n del ensayo. El control positivo consiste en una muestra que contiene ADN molde 

que fue amplificado anteriormente con los mismos cebadores. Su inclusi·n permite verificar 
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Ш que todos los componentes de la reacci·n, condiciones t®rmicas y equipo funcionan 

correctamente. Si el control positivo no genera el producto esperado, se infiere que hubo un 

error t®cnico o fallo en alguno de los reactivos, por lo tanto, los resultados del experimento no 

pueden considerarse confiables. Adem§s, este control sirve como referencia para comparar la 

intensidad de la amplificaci·n y confirmar que la reacci·n se ha desarrollado dentro de 

par§metros normales. 

Por otro lado, el control negativo es una reacci·n preparada con todos los componentes 

necesarios para la PCR, excepto el ADN molde. En su lugar, se le agrega agua libre de 

nucleasas. La funci·n principal del control negativo es detectar posibles contaminaciones con 

ADN ex·geno o productos de amplificaciones previas. Si el control negativo presenta una 

banda en el gel de agarosa, indica contaminaci·n y compromete la interpretaci·n de los 

resultados de las muestras analizadas. 

La inclusi·n simult§nea de ambos controles es indispensable, el control positivo asegura 

que la reacci·n funcione adecuadamente, mientras que el control negativo confirma la ausencia 

de contaminaci·n. Su uso permite distinguir entre una ausencia real del ADN blanco y un 

resultado falso negativo por fallo t®cnico, as² como entre una amplificaci·n genuina y un falso 

positivo por contaminaci·n. En conjunto, estos controles garantizan la validez, reproducibilidad 

y precisi·n de los resultados obtenidos por PCR. 

Factores que influyen sobre la PCR  

La PCR es altamente sensible, pero su ®xito depende de m¼ltiples variables que deben ser 

cuidadosamente controladas ya que muchas veces, se ajusta las condiciones para la m§xima 

especificidad no se obtiene buen rendimiento, o se optimiza para la fidelidad y no se obtiene 

buena eficiencia. En consecuencia, cada vez que se optimiza una PCR hay que tener en cuenta 

distintos factores y que siempre se determinan emp²ricamente.  

1. Dise¶o de los cebadores: cuando se trabaja con cebadores no universales o que no se 

han referenciado con anterioridad, se debe dise¶arlos. Para ello, se ha demostrado que algunas 

reglas son ¼tiles para que los mismos hibriden a la secuencia del ADN molde:  

- Cada cebador debe tener de 18 a 24 bases.  

- Los dos cebadores deben tener una Tm cercana, no deben diferir en m§s de 5 ÁC.  

- Se debe mantener un contenido de G:C (guanina:citosina) entre 40 y 60 %. Es decir, 

de cada 10 bases que forman cada uno de los oligonucle·tidos, 4 a 6 deben ser guaninas o 

citosinas).  
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Ш - La secuencia de los cebadores individuales debe iniciarse y terminarse con 1 o 2 bases 

p¼ricas (A o G), especialmente en el extremo 3ô ya que es el extremo por donde la ADN 

polimerasa inicia la extensi·n). Una base p¼rica en esa posici·n proporciona mayor estabilidad 

en la uni·n cebadorïADN molde, en particular, la guanina que forma 3 puentes de hidr·geno 

en comparaci·n con la adenina que forma solo 2. Esto mejora la fidelidad y disminuye 

productos secundarios. Si el extremo es poco estable (p. ej., termina en T o C mal apareada), la 

polimerasa puede perder el alineamiento correcto con la hebra molde provocando inserciones 

o deleciones de nucle·tidos y una baja eficiencia en la elongaci·n.  

Existen programas inform§ticos que facilitan el dise¶o de cebadores, el Primer3 es uno 

de los m§s utilizados por su precisi·n, versatilidad y disponibilidad gratuita que se estudiar§ en 

mayor profundidad en el cap²tulo 5 (Biomedicina).    

2. Concentraci·n de MgCl2: en ausencia de concentraciones adecuadas del i·n Mg
++ 

libre, la ADN polimerasa es inactiva. Por lo tanto, la concentraci·n de magnesio es un factor 

crucial que afecta el desarrollo de la PCR. Muchos de los componentes de la reacci·n unen 

magnesio, incluyendo la matriz de ADN, agentes quelantes presentes en la muestra (EDTA o 

citrato), dNTP y prote²nas. Como resultado, se puede ver afectada la cantidad de magnesio libre 

presente en la reacci·n. Por otro lado, el exceso de magnesio disminuye la fidelidad de la 

enzima y puede incrementar el nivel de amplificaci·n no espec²fica. Por lo tanto, para cada 

protocolo de amplificaci·n por PCR se deben optimizar las concentraciones de MgCl2 (esto se 

logra de manera experimental comparando el nivel de amplificaci·n logrado con diferentes 

concentraciones de Mg++, proceso conocido como titulaci·n de Mg++).  

3. Elecci·n de la enzima: la elecci·n de la enzima correcta para ser usada en PCR 

depende de varios factores, pero por razones de automatizaci·n es preferible usar las 

termoestables. Sin embargo, no todas ellas son igualmente eficaces a la hora de amplificar. Si 

bien la Taq polimerasa es la m§s usada, esta enzima no posee la actividad correctora 3ô-5ô por 

lo que su tasa de error es elevada, del orden de 10-4 errores por par de bases incorporadas. En 

cambio, la Pfu polimerasa posee actividad de correcci·n 3'-5' por lo que su tasa de error es 

menor, del orden de 10-7. 

4. ADN molde: se debe cuantificar el ADN para conocer la masa de §cidos nucleicos 

disuelta y su pureza, lo cual es fundamental para asegurar una amplificaci·n eficiente. La 

cantidad de ADN puede expresarse en microgramos, nanogramos o picogramos, seg¼n el tipo 

de muestra y el objetivo del ensayo. Si se utiliza menos ADN del necesario, la reacci·n puede 
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Ш generar una amplificaci·n d®bil o indetectable, debido a la escasa disponibilidad de copias del 

fragmento objetivo. En cambio, si se agrega una cantidad excesiva de ADN, pueden aparecer 

productos inespec²ficos o bandas m¼ltiples, ya que el exceso de templado puede favorecer la 

uni·n inespec²fica de los cebadores y la formaci·n de estructuras secundarias que interfieren 

con la polimerasa. Por ello, la cuantificaci·n previa del ADN y el ajuste adecuado de su 

concentraci·n son pasos cr²ticos para obtener resultados reproducibles y espec²ficos en la PCR.  

5. Termocicladores: se hallan disponibles un gran n¼mero de modelos de 

termocicladores y tambi®n de microtubos para PCR. Sin embargo, todos los termocicladores se 

caracterizan por poseer un bloque met§lico, que se calienta o enfr²a, alcanzando temperaturas 

que son controladas por un programa de computaci·n y determinadas por un sensor que las 

regula y mantiene de acuerdo con el programa. Pero a pesar de todo, los diferentes 

termocicladores tienden a obtener y mantener temperaturas de un modo levemente diferente, 

por lo que los resultados de la reacci·n pueden llegar a variar levemente. Por ello es necesario 

apropiar los programas de ciclado a los cebadores y condiciones con los que se trabaje. 

En el TP se trabaja con microtubos de paredes delgadas de 0,2 mL (tubos thin wall) cuya 

forma y estrechez de pared permiten un contacto perfecto entre los tubos y el bloque met§lico 

del termociclador. Se debe tener en cuenta que el intercambio no uniforme de calor entre el 

termociclador y el microtubo de PCR puede provocar significativas variaciones en la 

amplificaci·n.  

Problemas asociados a la PCR 

Contaminaci·n 

Para minimizar el problema de la contaminaci·n, se sugiere seguir estrictamente las reglas 

de Kwok e Higuchi, donde se recomienda el uso de tips con filtro para los aerosoles, alicuotar 

los reactivos y trabajar en tres §reas f²sicamente separadas:  

Ćrea 1: donde se trabaja con los materiales para extraer el material gen®tico.  

Ćrea 2: donde se preparan las soluciones de amplificaci·n.  

Ćrea 3: donde se manipulan productos amplificados (ya sea provenientes de clones o de 

productos previos de PCR).  

Se puede agregar el uso de juegos de micropipetas de manera separada para cada una de 

estas §reas.  

Inhibici·n de la reacci·n 
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Ш Como contrapartida a los falsos resultados positivos, es posible obtener resultados falsos 

negativos, los cuales pueden deberse a una extracci·n de ADN no eficiente o a la presencia de 

inhibidores de la PCR. Entre los inhibidores, se puede distinguir entre inhibidores en las 

muestras biol·gicas: hemoglobina o heparina en muestras de sangre, polifenoles y polisac§ridos 

en muestras vegetales, prote²nas celulares; inhibidores derivados del proceso de extracci·n 

como solventes org§nicos, alcoholes, o detergentes debido a una deficiente purificaci·n del 

ADN; e inhibidores relacionados a la propia PCR con la reacci·n como exceso de EDTA 

(quelante de MgĮ , impide la acci·n de la polimerasa); concentraciones inadecuadas de MgĮ, 

uniones inespec²ficas entre el ADN molde y los cebadores o la formaci·n de d²meros. 

La formaci·n de d²meros es un fen·meno que ocurre cuando se aparean bases entre dos 

cebadores o entre los extremos de un mismo cebador. Este efecto suele observarse en reacciones 

de PCR con un n¼mero elevado de ciclos o cuando la concentraci·n de ADN molde es muy 

baja. Tambi®n puede producirse cuando existe una alta complementariedad entre los cebadores, 

lo que favorece la formaci·n de d²meros durante los primeros ciclos t®rmicos, incluso en mayor 

proporci·n que el amplic·n deseado. Esto puede evitarse colocando la ADN polimerasa por 

¼ltimo cuando la reacci·n est§ ya a temperatura de desnaturalizaci·n (94 ÁC), estrategia 

denominada Hot Start PCR. Pueden emplearse, adem§s, enzimas que poseen un anticuerpo que 

bloquea su sitio catal²tico impidiendo su acci·n hasta el momento en que la prote²na se 

desnaturaliza. 

El problema de los falsos negativos en las reacciones de PCR puede ser evaluado mediante 

la amplificaci·n simult§nea de un templado utilizado como control (positivo) interno de la PCR.  

C·mo evitar los falsos positivos en la PCR 

Aun cumpliendo las reglas de Kwok e Higuchi antes mencionadas, se puede transportar 

aerosoles de una muestra a otra con el consiguiente riesgo de obtener falsos positivos. Entre los 

procedimientos habitualmente empleados, la desinfecci·n de superficies (mesadas, cabinas, 

pisos, paredes) con una soluci·n de hipoclorito de sodio (NaOCl) o cloro activo 0,1 a 1 % (1.000 

a 10.000 ppm) es un m®todo muy apropiado para evitar las contaminaciones. Es aconsejable 

seguir las proporciones de la Tabla 3.2 para conseguir la soluci·n desinfectante adecuada. 

La exposici·n con luz UV de 254 a 300 nm es suficiente para impedir la amplificaci·n de 

amplicones no deseados. Esto provoca da¶os fotoqu²micos en el ADN, como la formaci·n de 

d²meros de timina y roturas en la cadena, que alteran su estructura e impiden que la ADN 

polimerasa lo utilice como molde durante la PCR. Dicha iluminaci·n deber²a ser empleada una 
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Ш vez concluida la operaci·n con §cidos nucleicos. Es suficiente la aplicaci·n durante 5 minutos. 

La luz UV no da¶a al ADN monocatenario de los oligonucle·tidos. Es importante destacar que 

la soluci·n de dNTP es capaz de absorber la luz UV y por ello no debe estar presente al momento 

de la irradiaci·n. Tampoco debe irradiarse con luz UV al aceite mineral, pues podr²a afectar 

negativamente a la reacci·n.  

 

Tabla 3.2. Soluci·n de NaOCl aplicada a la desinfecci·n de las §reas de trabajo del sector de 

amplificaci·n de Biolog²a Molecular. 

 

Objetivo de uso % de 

NaOCl 

Volumen de 

lavandina (5 %) 

Volumen 

de agua  

Volumen 

final 

Aplicaci·n 

Limpieza de 

superficies  

0,1 % 20 mL 980 mL 1 L Mesadas limpias 

Desinfecci·n de 

§reas trabajo 

0,5 % 100 mL 900 mL 1 L Superficies 

potencialmente 

contaminadas 

Inactivaci·n de 

fluidos biol·gicos 

1 % 200 mL 800 mL 1 L Superficies altamente 

contaminadas 

*El porcentaje de lavandina hace referencia a la cantidad de cloro. 

Visualizaci·n de los productos de amplificaci·n por PCR 

Una vez completada la PCR, es fundamental verificar la presencia, el tama¶o y la pureza 

de los productos amplificados. Para ello, se utilizan t®cnicas de separaci·n electrofor®tica, 

siendo las m§s comunes los geles de agarosa y los geles de poliacrilamida, que permiten 

observar el ADN en funci·n de su tama¶o molecular (Figura 3.24). La preparaci·n de los geles 

de poliacrilamida se estudiar§ en mayor detalle en el TP siguiente (Taller y TP n.Ü 4. T®cnicas 

para la detecci·n de prote²nas: electroforesis en geles de poliacrilamida y Western blot). 

 



 

 

 ΝΡΜ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш 

 

La electroforesis en gel de agarosa es la t®cnica m§s utilizada para analizar productos de 

PCR. La velocidad de migraci·n depende principalmente del tama¶o del fragmento de ADN, 

los fragmentos m§s peque¶os avanzan m§s r§pido a trav®s de los poros del gel, mientras que 

los m§s grandes migran m§s lentamente. La concentraci·n de agarosa puede ajustarse entre 0,8 

% y 2 % seg¼n el tama¶o esperado de los productos de PCR; se usan geles con baja 

concentraci·n para fragmentos grandes y geles m§s concentrados permiten separar fragmentos 

peque¶os con mayor resoluci·n. Se utiliza adem§s un marcador de peso molecular (ladder) 

para comparar y estimar el tama¶o de los productos amplificados a trav®s de rectas de 

calibraci·n. Si se desea conocer el tama¶o del producto de manera exacta para su uso en ciertos 

estudios, se debe recurrir a programas inform§ticos que se encargan de realizar una evaluaci·n 

mucho m§s refinada.  

Cuando se requiere mayor resoluci·n para diferenciar fragmentos de ADN que difieren 

solo en unos pocos pares de bases, se emplean geles de poliacrilamida. Este tipo de gel forma 

una matriz con poros mucho m§s peque¶os y uniformes que la agarosa, lo que permite una 

separaci·n m§s precisa. La t®cnica de electroforesis en gel de poliacrilamida puede aplicarse en 

condiciones nativas o desnaturalizantes, dependiendo del objetivo. En el contexto de productos 

de PCR, se suele utilizar para an§lisis detallados, como la detecci·n de mutaciones puntuales, 

la verificaci·n de productos de secuenciaci·n o estudios de polimorfismos. 

Al igual que con la agarosa, tras la corrida los productos se visualizan mediante colorantes 

fluorescentes o tinciones espec²ficas para ADN. Los geles de poliacrilamida ofrecen la ventaja 

de permitir la detecci·n de diferencias m²nimas en tama¶o y conformaci·n, aunque su 
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Ш manipulaci·n es m§s delicada y su preparaci·n m§s compleja. En la Tabla 3.3 se detallan las 

diferencias entre ambas formas de visualizar los productos de PCR.  

 

Tabla 3.3. Visualizaci·n de productos de PCR en geles de agarosa y poliacrilamida 

Caracter²stica  Geles de agarosa Geles de poliacrilamida 

Resoluci·n  Media  Alta 

Tama¶o de fragmentos 100 pb ï 20 kb 5 ï 1000 pb 

Facilidad de uso Alta (preparaci·n simple) Media-baja  

Aplicaci·n  Verificaci·n de productos de PCR An§lisis fino, detecci·n de peque¶as 

diferencias 

 

La cantidad de pares de bases del producto es igual a la cantidad de pares de bases de la 

regi·n diana de amplificaci·n teniendo en cuenta las bases de los cebadores. Si por ejemplo se 

desea amplificar una regi·n de 450 pb, utilizando dos cebadores de 18 bases cada uno. El 

producto de amplificaci·n tendr§ 450 pb, incluyendo a los cebadores (no 414 pb, lo que hubiera 

significado restar los 36 pares de bases de los dos cebadores). Es necesaria esta aclaraci·n al 

momento de evaluar la calidad del producto de amplificaci·n a trav®s de una corrida 

electrofor®tica, ya sea en agarosa o en poliacrilamida.  

La correcta interpretaci·n del patr·n de bandas proporciona informaci·n valiosa sobre la 

eficiencia de la amplificaci·n y los cambios de los par§metros que se deben realizar para 

optimizar la reacci·n. En la Figura 3.25 se describen las principales situaciones que pueden 

observarse y su significado. Las bandas definidas e intensas ubicadas en el tama¶o esperado 

seg¼n el marcador de peso molecular indican que la PCR fue exitosa. Los cebadores hibridaron 

correctamente con la secuencia blanco, la reacci·n fue espec²fica y la cantidad de ADN 

amplificado fue suficiente para su detecci·n. La presencia de una banda ¼nica no tan intensa en 

el sitio esperado indica que la concentraci·n del producto de amplificaci·n no fue lo 

suficientemente alta. Se puede solucionar al aumentar la concentraci·n de MgCl o la cantidad 

de ciclos. M¼ltiples bandas inespec²ficas bien definidas en posiciones diferentes al tama¶o 

esperado indican que los cebadores se unieron a secuencias similares, pero no id®nticas, lo que 

gener· productos no deseados. Pueden deberse a una temperatura de hibridaci·n demasiado 

baja, lo que permite uniones inespec²ficas; dise¶o inadecuado de cebadores; contaminaci·n 

cruzada con ADN ajeno. Posibles soluciones son aumentar la temperatura de hibridaci·n, 

redise¶ar los cebadores o ajustar concentraciones. La ausencia de banda o bandas difusas o 



 

 

 ΝΡΞ 

9ČƣĲĬƖċШĬĲШ7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖШ 
ÂƖŸŉĲƚŸƖċĬŸШÖŰŔƻĲƖƚŔƣċƖŔŸШĲŰШ7ŔŸũŸŊŖċ 

7ŔŸũŸŊŖċШ~ŸũĲĦƨũċƖ 
 

Ш "smearing" (una franja continua o difusa a lo largo del gel) en lugar de una banda definida, 

suele indicar degradaci·n del ADN molde, amplificaci·n inespec²fica, o presencia de 

inhibidores que afectan la actividad de la polimerasa. Puede deberse a un ADN molde de mala 

calidad o degradado, demasiados ciclos de amplificaci·n lo que genera productos secundarios, 

exceso o d®ficit de MgCl  u otros componentes de la reacci·n, contaminaci·n con ADN 

gen·mico o productos anteriores de PCR.  
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Ш TALLER n.Ü 3: PCR 

Contenidos a desarrollar 

¶ Hibridaci·n. Principios te·ricos y moleculares de la PCR, analizando el papel de cada 

componente de la mezcla de reacci·n. 

¶ Limitaciones, fuentes de error y contaminaciones comunes en la PCR. 

¶ Integraci·n de la pr§ctica de PCR con aplicaciones reales en investigaci·n, diagn·stico 

o docencia. 

Plan de actividades 

Parte I  

1. Momento de lectura comprensiva (individual)  

Leer los contenidos te·ricos de cada uno de los puntos mencionados arriba. Bibliograf²a 

Recomendada: Biolog²a Molecular e Ingenier²a Gen®tica, Conceptos, T®cnicas y Aplicaciones 

en Ciencias de la Salud. Autor: Jos® Luque y Ćngel Herr§ez. Ed. Harcourt, S.A. Madrid, 

Espa¶a, Cap. 15. 

2. Momento grupal 

Calcular los vol¼menes por reacci·n de los siguientes ejemplos de PCR en la Tabla 3.4. 

Completar las columnas vac²as con los correspondientes vol¼menes de los reactivos teniendo 

en cuenta la concentraci·n inicial y final de cada uno de ellos; y el volumen final de cada PCR. 

 

Tabla 3.4. Ejercicio de c§lculos para una master mix de 3 reacciones de PCR con vol¼menes y 

concentraciones de reactivos diferentes.  

 

 Reactivos  CI CF   

PCR 1 

VF 

PCR 1 

CF 

PCR 2 

VF 

PCR 2 

CF 

PCR 3 

VF 

PCR 3 

Agua  VF=20 ÕL  VF=25 ÕL  VF=50 ÕL  

Buffer  10X 1X  1X  1X  

MgCl2 25 mM 1,5 mM  3,5 mM  6 mM  

dNTP 2,8 mM 200 ÕM  100 ÕM  200 ÕM  

Cebador sentido 10 ÕM 0,5 ÕM  0,3 ÕM  0,7 ÕM  

Cebador antisentido 10 ÕM 0,5 ÕM  0,3 ÕM  0,7 ÕM  

Taq polimerasa 5 U/ÕL 0,5 U  1 U  2 U  

Separar la cantidad correspondiente a cada tubo y reci®n agregar el ADN molde a cada tubo 

ADN molde 150 ng/ÕL 150 ng  150 ng  150 ng  

CI: concentraci·n inicial; CF: concentraci·n final; VF: volumen final 
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Ш Ejemplo de c·mo calcular los vol¼menes finales de cada componente por reacci·n de 

volumen final de 20 ÕL y para la master mix teniendo en cuenta que se realizar§n 3 reacciones 

(muestra, control positivo y control negativo). 

Buffer 

C§lculo para una reacci·n:  

V1 * Ci = Vf * Cf 

? * 10X = 1X * 20 ÕL 
? = 1X * 20 ÕL 

           10X 

? = 2 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

2 ÕL * 3 = 6 ÕL 

MgCl2 

C§lculo para una reacci·n:  

V1 * Ci = Vf * Cf 

? * 25 mM = 1,5 mM * 20 ÕL 
? = 1,5mM * 20 ÕL 

           25 mM 

? = 1,2 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

1,2 ÕL * 3 = 3,6 ÕL 

dNTP 

C§lculo para una reacci·n:  

V1 * Ci = Vf * Cf 

? * 2,8 mM = 200 ÕM * 20 ÕL 
? = 200 ÕM * 20 ÕL 

           2800 ÕM 

? = 1,4 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

1,4 ÕL * 3 = 4,2 ÕL 

Cebadores sentido y antisentido 

C§lculo para una reacci·n:  

V1 * Ci = Vf * Cf 

? * 10 ÕM = 0,5 ÕM * 20 ÕL 
? = 0,5 ÕM * 20 ÕL 

           10 ÕM 

? = 1 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

1 ÕL * 3 = 3 ÕL 

Taq polimerasa 

C§lculo para una reacci·n: 

5 U ééé hay en 1 ÕL 

0,5 U éé. = ? 

? = 0,5 U * 1 ÕL 

               5U 

? = 0,1 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

0,1 ÕL * 3 = 0,3 ÕL 

Agua  

C§lculo para una reacci·n: 

ễ = 6 ÕL (buffer) + 3,6 ÕL (MgCl2) + 4,2 

ÕL (dNTP) + 1 ÕL (cebador sentido) + 1 

ÕL (cebador antisentido) + 0,6 ÕL (Taq) 

ễ = 12,56 ÕL 

Agua = 20 ÕL - 6,7 ÕL 

Agua = 13,3 ÕL 

C§lculo para 3 reacciones: 

13,3 ÕL * 3 = 39,9 ÕL 
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Ш Responder las siguientes preguntas: 

- àQu® etapas tiene el ciclo de PCR? àC·mo ser²a un ciclado est§ndar de PCR?  

- àQu® factores pueden afectar a la amplificaci·n de la PCR? 

- àC·mo pueden afectar la concentraci·n de cloruro de magnesio, dNTP, cebadores y el 

ADN molde en la PCR?  

- En las siguientes secuencias de ADN, indique el sentido de la hebra. Solo se muestra 

una de las hebras, por lo cual deber§n imaginar la complementaria. Escriba las 

secuencias correspondientes al par de cebadores (los sitios de estos se muestran en 

negrita y subrayados) para los amplicones indicados, recordando el sentido 

convencional de escritura de las secuencias. Finalmente, determine el tama¶o del 

fragmento amplificado resultante de la PCR:  

 

 GTACCATGGCCACATGTCTGGCGGGCAGGCAGAGACGCTGCTGCAG 

GCCAAGGGCGAGCCCTGGACGTTTCTTGTGCGTGAGAGCCTCAGCCA 

GCCTGGAGACTTCGTGCTTTCTGTGCTCAGTGACCAGCCCAAGGCTGG 

CCCAGGCTCCCCGCTCAGGGTCACCCACATCAAGGTCATGTGCGAG GTAAGG 

Cebador sentido:  

Cebador antisentido: 

Fragmento amplificado: 

 

GTCAACTTCTTAGGGGTCAAAGTATGTGCTTTTTGAAGCCACAGCCCTC 

CCCGACATGTGCGTCAGCAGATGATGGCTGAACCCAAACCCTTCCCTACT 

ATTGGAAAAACAACTCAAAAAGTCTGCACACTGATGAGGAACTCTAGAGCT 

TAATGTTGATGTGGAAAGATAATACATTTTTCAATTTAAGAGTATGTCTGAG 

AGGCTAAACCAGAAATGTGTAAATTTGGTGAGACTTTAAACAGCCTGTGAC 

CGACGGGCCAATCTTCCTCTTTTCCTTCCAGATGTCACACTG 

Cebador sentido:  

Cebador antisentido: 

Fragmento amplificado: 
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Ш GCTGGCTGGAACTAGCCTAAGACTGAAAAGCAGCCATGGACATGGCGG 

ATGAGCCACTCAATGGAAGTCAACCATGGCTATCCATTCCATTTGACCTCA 

ATGGCTCTGTGGTGTCAACCAACACCTCAAACCAGACAGAGCCGTACTAT 

GACCTGACAAGCAATGCAGTCCTCACATTCATCTATTTTGTGGTCTGCATC 

ATTGGGTTGTGCCGTAGTTTCCGATCCAATG  

Cebador sentido:  

Cebador antisentido: 

Fragmento amplificado: 

- Si enviaras a sintetizar un par de cebadores, àescribir²as la secuencia nucleot²dica de 1 

o las 2 hebras?  

Actividad propuesta para la pr§ctica docente 

ШSe propone como actividad complementaria a la pr§ctica para sus futuros estudiantes 

trabajar con el simulador LabXchange, https://www.labxchange.org/. En este simulador 

encontrar§n una aplicaci·n interactiva que les permitir§ abordar el tema de PCR y sus 

aplicaciones: Aplicaciones de la PCR - LabXchange Gel Electrophoresis - LabXchange. Tiene 

tres niveles, para usuarios principiantes hasta avanzados en la t®cnica. Este material interactivo 

recorre el proceso desde el aislamiento del material gen®tico hasta la secuenciaci·n de los 

amplicones; tambi®n presenta varias aplicaciones de la t®cnica PCR. Adem§s de pensarse como 

una actividad complementaria para los estudiantes, tambi®n puede pensarse como ¼nico recurso 

en el caso de que los futuros docentes no cuenten con laboratorios preparados para llevar a cabo 

este tipo de t®cnicas.  

 

Fecha de entrega: pr·xima clase de Taller n.Ü 4. Los mapas conceptuales elaborados deber§n 

ser entregados en la secci·n correspondiente denominada Actividades Taller TP n.Ü 3 del aula 

virtual en un archivo Word conteniendo una car§tula con los integrantes del grupo. 

  

https://www.labxchange.org/
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:8a3f7c27:lx_simulation:1
https://www.labxchange.org/library/items/lb:LabXchange:9548bee3:lx_simulation:1
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Ш TRABAJO PRĆCTICO n.Ü 3: PCR 

Equipamiento y materiales  

¶ Termociclador  

¶ Tubos para PCR de 0,2 mL  

¶ Micropipetas autom§ticas  

¶ Puntas (tips) amarillas y blancas nuevas con filtros 

¶ Gradillas para microtubos de 0,2 mL previamente enfriadas  

Reactivos  

¶ Soluci·n tamp·n para PCR conteniendo KCl 10 X 

¶ Soluci·n de MgCl2 25 mM  

¶ Taq polimerasa 5 U/ÕL  

¶ Par de cebadores  

¶ Soluci·n de dNTP 10 mM  

¶ Agua destilada esterilizada libre de ADNsas y ARNsas  

¶ Matriz de ADN. En este TP se usa el ADN aislado en el TP n.Ü 1.  

Procedimiento  

C§lculo de las concentraciones y cantidades de los reactivos de la master mix 

1. Cuando se realizan reacciones de PCR, se parte de una soluci·n que contiene todos 

los reactivos que requiere la polimerasa para sintetizar el ADN, menos el ADN molde, 

el cual se agregar§ luego. Se selecciona esta metodolog²a debido a las m²nimas 

cantidades que se usan de cada uno de los reactivos, lo que acarrea graves errores de 

medici·n. Para sortear este inconveniente, se suman varias reacciones y se realiza una 

gran mezcla que contenga un mayor volumen. Para ello, se puede usar la Tabla 3.5 

para registrar los reactivos de la master mix y las condiciones de la PCR. El orden en 

el que se encuentran los reactivos en la tabla es el en el que se deben agregar en la 

master mix. 

2. La master mix se prepara en un microtubo, previo a colocarse guantes antes de iniciar 

la pr§ctica para evitar contaminaci·n con las ADNsas y ARNsas del ambiente y de las 

manos del operador. 

Nota: el laboratorio donde se lleven las reacciones a cabo y donde se encuentre el 

termociclador debe encontrarse separado de donde se realice la extracci·n de ADN para 

evitar contaminaci·n cruzada con §cidos nucleicos.  
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Ш Tabla 3.5. Reactivos de la master mix y condiciones de la PCR. 

Reactivos Concentraci·n 

inicial 

Concentraci·n final 1 reacci·n 3 reacciones 

Agua  - - 13,7 ÕL* 41,1 ÕL 

Buffer  10X 1X 2 ÕL 6 ÕL 

MgCl2 25 mM 1,5 mM 0,8 ÕL 2,4 ÕL 

dNTP 2,8 mM 200 ÕM 0,4 ÕL 1,2 ÕL 

Cebador sentido 10 ÕM 0,5 ÕM 1 ÕL 3 ÕL 

Cebador antisentido 10 ÕM 0,5 ÕM 1 ÕL 3 ÕL 

Taq polimerasa 5 U/ÕL 0,5 U 0,1 ÕL 0,3 ÕL 

Preparar la cantidad correspondiente a cada tubo y reci®n agregar el ADN molde a cada tubo 

ADN molde 1 Õg/ÕL 1 Õg (cantidad total) 1 ÕL ** 

*Se suma el volumen de todos los reactivos (incluyendo del ADN molde) y se resta al volumen final de 

la reacci·n, en este caso 20 ÕL.  

**Se agrega 1 ÕL a cada microtubo, no a la master mix. 

 

 

3. Luego de preparar la master mix, se reparte 19 ÕL de esta en la cantidad de microtubos 

correspondientes. En el microtubo de la muestra se a¶ade 1 ÕL de ADN molde 

completando los 20 ÕL de volumen final de la reacci·n. En el microtubo del control 

positivo se a¶ade 1 ÕL de ADN comprado o que se sabe que amplific· en reacciones 

anteriores completando los 20 ÕL de volumen final. En el microtubo del control 

negativo se a¶ade 1 ÕL de agua completando los 20 ÕL de volumen final. 

Nota: las reacciones de PCR pueden tener un volumen final de 20 a 50 ÕL. En este TP se 

preparan reacciones de 20 ÕL de volumen final. 

4. Los microtubos se colocan en el termociclador bajo condiciones. 

Reflexi·n para la pr§ctica docente 

La pr§ctica de PCR ofrece una excelente oportunidad para que los futuros docentes 

reflexionen sobre c·mo acercar los procesos moleculares a los estudiantes de distintos niveles 

educativos. M§s all§ de su aplicaci·n t®cnica, la PCR puede presentarse como una herramienta 

para comprender c·mo la ciencia moderna identifica organismos, diagnostica enfermedades o 

investiga la biodiversidad. En el aula, este contenido puede integrarse a trav®s de modelos 

did§cticos, simulaciones virtuales o an§lisis de casos reales que conecten la biolog²a molecular 

con problem§ticas cotidianas y sociales. 

Como educadores en formaci·n, es importante pensar c·mo traducir un procedimiento 

complejo en una experiencia significativa, fomentando la curiosidad cient²fica y el pensamiento 
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Ш cr²tico. La reflexi·n docente implica tambi®n considerar aspectos ®ticos del uso de t®cnicas 

moleculares, la importancia del trabajo seguro en el laboratorio y la valoraci·n del m®todo 

cient²fico como proceso de indagaci·n y construcci·n de conocimiento. 
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Ш 
CAPĉTULO 4. BASES MOLECULARES DE LA TRANSCRIPCIčN 

ASPECTOS MOLECULARES DE LA TRANSCRIPCIčN  

El dogma central de la biolog²a molecular fue propuesto originalmente por Francis Crick 

para describir el flujo unidireccional de la informaci·n gen®tica dentro de la c®lula. Este 

garantiza que las instrucciones contenidas en el ADN se preserven y se manifiesten en 

estructuras funcionales; en la replicaci·n, el ADN se duplica para transmitir la informaci·n a 

las c®lulas hijas; luego, en la transcripci·n, se sintetizan diferentes tipos de ARN utilizando el 

ADN como molde; y en la traducci·n, el ARN mensajero (ARNm) es decodificado por los 

ribosomas para sintetizar una secuencia espec²fica de amino§cidos, dando lugar a la prote²na 

como producto g®nico final. 

Con el avance del conocimiento, este modelo fue ampliado para incorporar excepciones y 

mecanismos adicionales de flujo de informaci·n gen®tica. Entre ellos se encuentra la 

transcripci·n inversa, en la cual la informaci·n fluye desde ARN hacia ADN, proceso 

caracter²stico de los retrovirus y mediado por la enzima transcriptasa inversa; tambi®n se 

reconoce la replicaci·n de ARN a partir de ARN en algunos virus de ARN, mediante ARN 

polimerasas dependientes de ARN. Asimismo, se ha demostrado que muchos ARN cumplen 

funciones regulatorias y estructurales sin ser traducidos a prote²nas, como los microARN, ARN 

largos no codificantes y ARN ribosomales. Estas modificaciones no invalidan el dogma central, 

sino que lo ampl²an, mostrando que el flujo de la informaci·n gen®tica es m§s diverso y 

complejo de lo que se plante· originalmente, aunque la transferencia de informaci·n desde 

prote²nas hacia §cidos nucleicos no ocurre. 

Estructura y funci·n de los genes 

Se define gen a la unidad f²sica y funcional de la herencia, consistente en una secuencia de 

nucle·tidos que contiene la informaci·n necesaria para la s²ntesis de un producto g®nico (ARN 

o prote²na). Estructuralmente, un gen se divide en dos regiones principales. La regi·n 

reguladora contiene las secuencias (promotores) que determinan cu§ndo y cu§nto se debe 

transcribir el gen. La regi·n estructural contiene la secuencia que ser§ efectivamente transcrita. 

Diferencias entre procariotas y eucariotas 

En la Figura 4.1 se observan esquemas simplificados de un gen procariota y de un gen 

eucariota. En procariotas, son frecuentes los genes policistr·nicos, lo que significa que una sola 

unidad de transcripci·n contiene informaci·n para varias prote²nas distintas. Su regi·n 
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Ш estructural carece de interrupciones, estando formada exclusivamente por secuencias 

codificantes (exones) (Figura 4.1a). En contraste, en eucariotas, son predominantes los genes 

monocistr·nicos (un gen Ÿ una prote²na). Su regi·n estructural es discontinua, compuesta por 

exones (codificantes) e intrones (regiones no codificantes que se eliminan). Adem§s, presentan 

regiones UTR (del ingl®s, untranslated regions) en los extremos que, aunque se transcriben, no 

se traducen (Figura 4.1b). 

 

 

Transcripci·n 

La transcripci·n es un proceso asim®trico donde solo una de las dos hebras de ADN sirve 

como gu²a (Figura 4.2): 

¶ Hebra molde, tambi®n llamada hebra no informativa o antisentido o negativa: es 

la cadena de ADN que la ARN polimerasa "lee" f²sicamente para sintetizar el ARN 

complementario. 

¶ Hebra codificante, tambi®n llamada hebra informativa o sentido o positiva: es la 

cadena que contiene el gen, el mensaje gen®tico legible. Es la hebra opuesta a la hebra 

molde. Su secuencia de nucle·tidos es id®ntica a la del ARN reci®n sintetizado 

(sustituyendo la timina por uracilo).  
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Ш 

 

Para localizar secuencias dentro de un gen, se utiliza un sistema de coordenadas basado en 

el sitio de inicio de la transcripci·n (Figura 4.2): 

¶ Sitio +1: Es el primer nucle·tido que se transcribe. Las secuencias en direcci·n 

se denominan corriente o r²o abajo (downstream) y se numeran positivamente. 

¶ Sitio -1: Es el nucle·tido inmediatamente anterior al inicio. Las secuencias en 

esa direcci·n se denominan corriente o r²o arriba (upstream) y se numeran 

negativamente. No existe la posici·n cero. 

Finalmente, aunque la mayor²a de los genes ocupan loci distintos y no se superponen, 

existen los genes solapantes. En este fen·meno, una misma secuencia de ADN puede codificar 

para m§s de un producto g®nico dependiendo del marco de lectura o de la hebra que se utilice, 

optimizando as² el espacio en genomas particularmente compactos. 

El estudio de la expresi·n g®nica y los mecanismos mediante los cuales se interpreta la 

informaci·n del genoma ha revelado diferencias fundamentales en la compartimentaci·n y 

temporalidad entre los procariotas y eucariotas. Debido a la ausencia de una envoltura nuclear 

que segregue el material gen®tico del resto de los componentes celulares, los organismos 

procariotas exhiben un proceso de expresi·n g®nica extremadamente eficiente y continuo. En 

estos organismos, los procesos de transcripci·n y traducci·n ocurren de manera simult§nea en 

el mismo compartimento celular. Un ARNm puede comenzar a ser traducido por los ribosomas 

incluso antes de que la ARN polimerasa haya finalizado su s²ntesis. Esta ausencia de barreras 

f²sicas elimina cualquier latencia entre la transcripci·n del mensaje y la producci·n de la 

prote²na funcional. 

A diferencia de los procariotas, las c®lulas eucariotas presentan una estricta segregaci·n 

funcional mediada por la presencia del n¼cleo celular, lo que introduce una distinci·n clara 

entre la s²ntesis y la interpretaci·n del mensaje gen®tico. Existe una separaci·n espacial porque 
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Ш la transcripci·n se localiza exclusivamente en el nucleoplasma, donde el ADN sirve de molde 

para generar un transcrito primario o pre-ARNm. Por otro lado, la traducci·n se restringe al 

citoplasma (o al ret²culo endoplasm§tico rugoso). Asimismo, existe una separaci·n temporal; 

esta diferencia cronol·gica es obligada porque antes de ser exportado al citoplasma, el pre-

ARNm debe atravesar un proceso de maduraci·n o procesamiento postranscripcional (que 

incluye la adici·n de la caperuza 5', la cola poli-A y el splicing de intrones). Solo una vez que 

el ARNm se considera "maduro", atraviesa los poros nucleares para encontrarse con la 

maquinaria ribosomal en el citosol. 

Enzimolog²a 

En los organismos eucariotas, la transcripci·n est§ mediada por tres tipos principales de 

ARN polimerasas nucleares, cada una especializada en la s²ntesis de diferentes clases de ARN. 

Esta especializaci·n es fundamental para la compartimentaci·n y regulaci·n de la expresi·n 

g®nica. En la Tabla 4.1 se detalla la clasificaci·n de estas enzimas, su localizaci·n en la c®lula 

y sus respectivos productos g®nicos. 

 

Tabla 4.1. ARN polimerasas en eucariotas. 

Enzima Localizaci·n Productos Principales 

ARN Pol I Nucl®olo ARNr (5,8S; 28S; 18S) 

ARN Pol II Nucleoplasma ARNm y ARNsn 

ARN Pol III Nucleoplasma ARNt, ARNr 5S y ARNsn 

 

ETAPAS DE LA TRANSCRIPCIčN  

El proceso de transcripci·n representa la primera etapa de la expresi·n g®nica, donde la 

informaci·n codificada en el ADN se transfiere a una mol®cula de ARN. Este fen·meno ocurre 

dentro de una estructura din§mica denominada burbuja de transcripci·n (Figura 4.3). La 

transcripci·n es un proceso asim®trico, selectivo y se encuentra finamente regulado por 

prote²nas espec²ficas denominadas factores de transcripci·n, que facilitan el reclutamiento de 

la ARN polimerasa en regiones espec²ficas del ADN. Aunque el ADN es una doble h®lice, solo 

una de sus hebras participa activamente como gu²a para la s²ntesis. Esta es la hebra molde, la 

cadena con orientaci·n 3' Ÿ 5' que la ARN polimerasa utiliza para el apareamiento de bases. 

La otra hebra, con orientaci·n 5' Ÿ 3', es la codificante, la que tiene el mensaje.  La s²ntesis del 

nuevo transcrito de ARN progresa estrictamente en direcci·n 5' Ÿ 3'. 
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Ш 

 

 

Primera etapa de la transcripci·n: inicio o iniciaci·n 

La primera etapa de la transcripci·n es la iniciaci·n. Es la fase cr²tica donde se determina 

el sitio exacto de comienzo.  

En procariotas, la ARN polimerasa se organiza como una holoenzima compuesta por un 

n¼cleo catal²tico (core) y un factor sigma. Este factor es el responsable del reconocimiento 

espec²fico de las secuencias promotoras en el ADN. Tras la s²ntesis de los primeros nucle·tidos, 

el factor sigma se disocia, permitiendo que el n¼cleo enzim§tico prosiga con la elongaci·n de 

manera aut·noma. 

El inicio en eucariotas es significativamente m§s complejo y requiere la formaci·n de un 

complejo de preiniciaci·n (Figura 4.4). Intervienen factores de transcripci·n basales que 

reconocen secuencias espec²ficas como la caja TATA; helicasas para desnaturalizar el ADN y 

formar la burbuja de transcripci·n, y topoisomerasas que alivian la tensi·n torsional. La ARN 

polimerasa II que interviene posee un dominio carboxilo-terminal (CTD) rico en repeticiones 

de amino§cidos tirosina, serina, prolina y treonina. La fosforilaci·n de estas serinas y treoninas 

act¼a como un interruptor molecular que marca la transici·n de la fase de inicio a la de 

elongaci·n. Este proceso es autoiniciador; generalmente, un ATP se aparea con el nucle·tido 

+1 conservando sus tres grupos fosfato. Tras la adici·n de aproximadamente 10 nucle·tidos y 

la fosforilaci·n del CTD, la enzima se libera de los factores de inicio. 
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Ш 

 

Segunda etapa de la transcripci·n: elongaci·n y maduraci·n 

La elongaci·n y la maduraci·n son etapas que ocurren de manera coordinada y simult§nea. 

Durante esta fase, la ARN polimerasa se desplaza a lo largo de la hebra molde, catalizando la 

polimerizaci·n del transcrito primario. En eucariotas, de forma concomitante con la elongaci·n, 

se inician los procesos de maduraci·n postranscripcional (Figura 4.5).   

 

 

La maduraci·n del extremo 5' o adici·n de la caperuza (cap) ocurre tan pronto como el 

extremo 5' del transcrito emerge de la polimerasa; se inicia su procesamiento para protecci·n y 
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Ш reconocimiento (Figura 4.6). Una fosfatasa elimina el fosfato ɔ del primer nucle·tido. Luego, 

una guanililtransferasa a¶ade un GPT mediante un enlace 5'-5' trifosfato inusual. La metilasa 

metila la posici·n 7 de la guanina (m7G) y los grupos 2'-OH de las dos primeras ribosas del 

ARN. Esta caperuza protege al ARNm de la degradaci·n por exonucleasas, facilita el transporte 

nuclear y es esencial para que el ribosoma reconozca el inicio de la traducci·n. 

 

El splicing o ayuste o corte y empalme es el procesamiento del mensaje que implica la 

remoci·n de secuencias no codificantes (intrones) y la uni·n de las codificantes (exones) 

(Figura 4.7). Este mecanismo qu²mico se basa en dos reacciones consecutivas de 

transesterificaci·n.  
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Ш Un residuo de adenina en el punto de ramificaci·n realiza un ataque nucleof²lico sobre el 

extremo 5' del intr·n, formando una estructura de lazo (lariat). Posteriormente, el extremo 3'-

OH del ex·n 1 ataca al extremo 5' del ex·n 2, lig§ndolos y liberando el intr·n (Figura 4.8).  

 

 

Este proceso es catalizado por un complejo de ribonucleoprote²nas nucleares peque¶as 

(snRNP) llamado spliceosoma. Estas reconocen las secuencias de consenso y coordinan los 

ataques nucle·filos. Existe una variante regulada de este mecanismo que permite aumentar 

dr§sticamente la diversidad de prote²nas sin necesidad de un mayor n¼mero de genes. Esta 

variante se denomina splicing alternativo, en este un mismo gen puede dar lugar a diferentes 

prote²nas mediante la inclusi·n o exclusi·n selectiva de ciertos exones, aumentando la 

diversidad proteica. 

La poliadenilaci·n es el proceso de maduraci·n del extremo 3ǋ del ARN mensajero 

(ARNm). Primero, el transcrito es cortado por endonucleasas despu®s del reconocimiento de 

una secuencia se¶al, generalmente entre 10 y 30 nucle·tidos corriente abajo de esta regi·n. 

Luego, la enzima poli(A) polimerasa agrega al extremo 3ǋ una cola de aproximadamente 200 

adeninas, sin utilizar un molde de ADN. 

La cola poli(A) se asocia con prote²nas espec²ficas que protegen al ARNm y aumentan su 

estabilidad. Con el tiempo, durante la traducci·n en el citoplasma, esta cola se acorta 

progresivamente por acci·n de exonucleasas, lo que finalmente conduce a la degradaci·n del 

ARN mensajero.  
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Ш Tercera etapa de la transcripci·n: terminaci·n 

La terminaci·n de la transcripci·n es el proceso mediante el cual la ARN polimerasa deja 

de sintetizar ARN y se disocia del ADN, liberando el transcrito. Los mecanismos de terminaci·n 

presentan diferencias importantes entre procariotas y eucariotas. 

En procariotas, la terminaci·n ocurre principalmente por dos mecanismos. En la 

terminaci·n ɟ-dependiente, la prote²na Rho se une al ARN y avanza hasta alcanzar la ARN 

polimerasa, provocando la liberaci·n del transcrito. En la terminaci·n ɟ-independiente (o 

intr²nseca), la secuencia del ARN permite la formaci·n de una estructura de horquilla seguida 

de una regi·n rica en uracilos, lo que desestabiliza el complejo de transcripci·n y provoca su 

liberaci·n. 

En eucariotas, como se mencion· previamente, el transcrito primario contiene una 

secuencia se¶al de clivaje y poliadenilaci·n que es reconocida por un complejo de prote²nas. 

En esa regi·n se produce el corte del ARN, generando el extremo 3ǋ del ARN mensajero. Luego 

de este clivaje, la ARN polimerasa contin¼a transcribiendo por un corto tramo adicional antes 

de disociarse del ADN, liberando finalmente el transcrito sintetizado. 

Transporte al citoplasma 

El ARNm maduro eucariota, ya procesado con la caperuza 5ǋ, sin intrones y con cola poli-

A, se asocia con diversas prote²nas de uni·n al ARN que lo mantienen en una conformaci·n 

adecuada y forman complejos ribonucleoproteicos. Estos complejos facilitan su transporte a 

trav®s de los poros nucleares hacia el citosol. Una vez en el citoplasma, las prote²nas de 

transporte se disocian y regresan al n¼cleo, mientras que el ARNm queda disponible para la 

s²ntesis proteica. 

En procariotas, este proceso no ocurre, ya que no existe un n¼cleo que separe el ADN del 

citoplasma. Por ello, el ARN mensajero reci®n sintetizado puede ser reconocido 

inmediatamente por los ribosomas, de modo que la traducci·n puede comenzar incluso mientras 

la transcripci·n a¼n est§ en curso. 

 

CONTROL DE LA EXPRESIčN G£NICA 

Tradicionalmente, la expresi·n g®nica se ha definido como el proceso mediante el cual la 

informaci·n codificada en un gen es decodificada para la s²ntesis de una prote²na espec²fica. 

No obstante, una definici·n biol·gicamente completa debe incluir a todos los productos g®nicos 

funcionales, lo que abarca tanto a las prote²nas (v²a ARNm) como a los diversos tipos de ARN 
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Ш no codificantes, tales como el ARN ribos·mico (ARNr), el ARN de transferencia (ARNt) y los 

ARN nucleares peque¶os (ARNsn). 

Uno de los fen·menos m§s complejos de la biolog²a es la diferenciaci·n celular en 

organismos multicelulares. A pesar de que todas las c®lulas som§ticas de un individuo 

(derivadas del cigoto) poseen un genoma id®ntico, son capaces de especializarse en tipos 

celulares morfol·gica y funcionalmente distintos, como neuronas o miocitos. 

La identidad celular se establece mediante la activaci·n selectiva y el silenciamiento de 

grupos espec²ficos de genes en respuesta a se¶ales de desarrollo y condiciones externas. El 

organismo humano comprende aproximadamente 200 tipos celulares distintos, cada uno con un 

repertorio de 10.000 a 20.000 prote²nas diferentes. Se estima que el 22 % de los genes humanos 

est§ dedicado exclusivamente a controlar la expresi·n g®nica. Esta inversi·n gen·mica se 

justifica por la necesidad de una regulaci·n precisa; cualquier desregulaci·n en estos procesos 

puede derivar en patolog²as graves o en la inviabilidad del organismo. La composici·n proteica 

de una c®lula es din§mica y var²a seg¼n la etapa del ciclo celular, el estadio del desarrollo 

embrionario y las demandas metab·licas del organismo en un momento dado. 

CONTROL DE LA EXPRESIčN G£NICA EN PROCARIOTAS 

Las estrategias de control g®nico son diferentes seg¼n los reinos biol·gicos. El modelo 

procariota se basa en la eficiencia y adaptabilidad. En organismos como E. coli, el control de la 

expresi·n g®nica es notablemente m§s sencillo debido a la ausencia de compartimentaci·n 

nuclear. Al no existir una membrana nuclear, la traducci·n de las prote²nas puede iniciarse de 

manera simult§nea a la transcripci·n del ARNm. La regulaci·n ocurre predominantemente a 

nivel de la transcripci·n. Las bacterias han desarrollado mecanismos sumamente eficientes para 

ajustar su s²ntesis proteica a los cambios ambientales, optimizando as² el crecimiento y la 

divisi·n celular. Por ejemplo, E. coli posee la capacidad de sintetizar 1.700 prote²nas diferentes, 

pero solo produce aquellas estrictamente necesarias seg¼n la disponibilidad de nutrientes. 

Ejemplos de regulaci·n metab·lica son la inducci·n por sustrato (lactosa) y la represi·n por 

producto (tript·fano).  

Regulaci·n de la expresi·n g®nica por inducci·n por sustrato    

En el primer caso, en presencia de lactosa, la bacteria induce la producci·n masiva de la 

enzima beta-galactosidasa (aproximadamente 3.000 mol®culas), mientras que, en su ausencia, 

la s²ntesis se reduce a niveles basales m²nimos. Este es un ejemplo del modelo del oper·n, 

descrito originalmente por Jacob y Monod, el cual explica que el control de la expresi·n g®nica 
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Ш se articula a trav®s de unidades funcionales denominadas operones. Un oper·n permite la 

regulaci·n coordinada de genes que participan en una misma ruta metab·lica. Sus componentes 

fundamentales incluyen genes estructurales (GE) que codifican para enzimas relacionadas; en 

el oper·n lac, estos son lacZ (beta-galactosidasa), lacY (permeasa) y lacA (transacetilasa); un 

promotor (P), sitio de reconocimiento para la ARN polimerasa; un operador, secuencia 

reguladora situada entre el promotor y los GE; un gen regulador, localizado fuera del oper·n 

que codifica una prote²na represora que posee afinidad por el operador; y un efector, mol®cula 

peque¶a que modula la actividad del represor por cambios conformacionales (Figura 4.9). 

 

El oper·n lac es un sistema inducible donde la presencia del sustrato activa la transcripci·n 

de los genes necesarios para su catabolismo. En ausencia de lactosa, la prote²na represora se 

une al operador, bloquea el avance de la ARN polimerasa e impide la transcripci·n. Cuando la 

lactosa ingresa a la c®lula, se convierte parcialmente en alolactosa. Esta mol®cula act¼a como 

el verdadero inductor, se une al represor y provoca un cambio conformacional que lo libera del 

operador. Una vez liberado el operador, se expresan la permeasa (que facilita el ingreso de 

lactosa) y la beta-galactosidasa (que hidroliza el disac§rido en glucosa y galactosa). 

La bacteria exhibe una preferencia metab·lica por la glucosa sobre la lactosa. Para 

optimizar el uso de energ²a, existe un mecanismo de control positivo mediado por la prote²na 

activadora de catabolitos (CAP) y el segundo mensajero AMP c²clico (AMPc). Cuando la 

concentraci·n de glucosa disminuye, se activa la enzima adenilato ciclasa, incrementando los 

niveles intracelulares de AMPc. El AMPc se une a la prote²na CAP, permitiendo que esta 

adquiera una conformaci·n activa capaz de unirse al ADN. El complejo CAP-AMPc se une a 
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Ш una secuencia espec²fica corriente arriba del promotor, facilitando el reclutamiento de la ARN 

polimerasa y aumentando dr§sticamente la tasa de transcripci·n. 

Para que exista una expresi·n m§xima del oper·n lac, deben cumplirse dos condiciones 

simult§neas: presencia de lactosa para liberar el represor del operador (control negativo) y 

ausencia de glucosa para permitir que el complejo CAP-AMPc potencie la uni·n de la 

polimerasa (control positivo). 

Regulaci·n de la expresi·n g®nica por represi·n por producto    

En los organismos procariotas, la expresi·n g®nica est§ regida por principios de eficiencia 

metab·lica, donde la c®lula ajusta su s²ntesis proteica para evitar el gasto innecesario de 

recursos energ®ticos (Figura 4.10). Cuando en el medio hay tript·fano, este ¼ltimo act¼a como 

un mecanismo de represi·n, inhibiendo la transcripci·n de los genes encargados de su s²ntesis 

de novo.  Al unirse a la prote²na represora, induce un cambio conformacional que la activa, 

permitiendo su uni·n al operador. Esta interacci·n bloquea f²sicamente el acceso de la ARN 

polimerasa, silenciando la expresi·n del oper·n (Figura 4.10a). En este contexto, el tript·fano 

funciona como un correpresor que evita el gasto energ®tico innecesario cuando el amino§cido 

ya est§ disponible externamente. 

A diferencia del oper·n lac, el oper·n del tript·fano (trp) funciona como un sistema de 

retroalimentaci·n negativa basado en la demanda del producto final. Cuando los niveles 

intracelulares de tript·fano son bajos, la prote²na represora permanece en una configuraci·n 

inactiva (Figura 4.10b). En este estado, el represor no posee afinidad por el operador, 

permitiendo que la ARN polimerasa se una al promotor y transcriba los genes estructurales 

encargados de la s²ntesis de novo del amino§cido.  
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Ш La regulaci·n g®nica en bacterias se clasifica en cuatro modalidades fundamentales, 

dependiendo de la naturaleza de la prote²na reguladora y el efecto del ligando (efector) (Figura 

4.11). 

¶ Regulaci·n negativa: en estos sistemas, el determinante del estado g®nico es una 

prote²na represora que, al estar unida al ADN, impide la transcripci·n: 

1. Inducci·n negativa: el represor est§ intr²nsecamente activo y bloquea el gen; la uni·n 

de un ligando (inductor) lo inactiva, permitiendo la transcripci·n (Figura 4.11a). 

2. Represi·n negativa: el represor es inactivo por s² solo; requiere la uni·n de un ligando 

(correpresor, como el tript·fano) para activarse y bloquear el gen (Figura 4.11b). 

¶ Regulaci·n positiva: una prote²na activadora debe unirse al ADN para facilitar el 

reclutamiento de la ARN polimerasa y potenciar la transcripci·n: 

3. Represi·n positiva: la prote²na activadora se une constitutivamente al ADN, 

manteniendo el gen encendido; la presencia de un ligando provoca su liberaci·n, 

resultando en el apagado de la transcripci·n (Figura 4.11c). 

4. Inducci·n positiva: la prote²na activadora requiere la uni·n de un ligando para adquirir 

la conformaci·n necesaria para unirse al ADN e iniciar el proceso (Figura 4.11d). 

 

 

Esta versatilidad de mecanismos permite a los procariotas comportarse como sistemas 

biol·gicos altamente optimizados, capaces de responder de forma inmediata a las fluctuaciones 
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Ш ambientales mediante el acoplamiento directo entre la disponibilidad de sustratos y la actividad 

del aparato transcripcional. 

 

CONTROL DE LA EXPRESIčN G£NICA EN EUCARIOTAS 

Puntos de control durante el flujo de la informaci·n g®nica  

Mientras que en procariotas el prop·sito del control g®nico es la respuesta r§pida y 

eficiente a las fluctuaciones ambientales, en eucariotas multicelulares el objetivo primordial es 

la ejecuci·n coordinada del programa gen®tico que subyace al desarrollo embriol·gico y la 

especializaci·n de tejidos. La expresi·n g®nica en eucariotas es un proceso altamente 

compartimentado y regulado en m¼ltiples niveles. La alteraci·n de cualquiera de estos pasos es 

un factor cr²tico en la etiolog²a de patolog²as complejas, como el c§ncer. En la Figura 4.12 se 

observan de manera global los puntos de control g®nico en eucariotas. 

 

   

El primer punto de control es el acceso de las prote²nas involucradas en la transcripci·n al 

ADN. Una vez librado este control, inicia la transcripci·n y el procesamiento del ARN, 

procesos tambi®n regulados. Algunos ARN se degradan dependiendo de su vida media; otros 

ARN sirven de plantilla para la traducci·n, proceso regulado. El procesamiento, el plegamiento, 

la degradaci·n y la vida media de las prote²nas tambi®n se encuentran regulados. 
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Ш A continuaci·n, se estudiar§ la expresi·n g®nica a nivel pre-transcripcional (accesibilidad 

al ADN para la transcripci·n); transcripcional (frecuencia y velocidad de inicio, elongaci·n y 

eficacia de terminaci·n de la transcripci·n); y los motivos estructurales de uni·n al ADN.  

CONTROL DE LA EXPRESIčN G£NICA PRETRANSCRIPCIONAL  

Este nivel regula la capacidad f²sica de la maquinaria de transcripci·n para acceder a las 

secuencias de ADN. Los procesos involucrados en este nivel de control son la condensaci·n de 

la cromatina y la metilaci·n del ADN. 

Como se estudi· en el cap²tulo 3, el ADN se organiza alrededor de oct§meros de histonas 

formando nucleosomas. Para permitir la lectura del ADN, las histonas acetiltransferasas (HAT) 

acetilan residuos de lisina en las histonas, eliminando su carga positiva y reduciendo su afinidad 

por el ADN (poliani·nico). Este proceso desensambla la fibra de cromatina, permitiendo el 

acceso a los factores de transcripci·n. Posteriormente, las histonas desacetilasas (HDAC) 

revierten este proceso para reconstituir el nucleosoma. 

Con respecto a la metilaci·n del ADN, esta es una modificaci·n epigen®tica que ocurre 

principalmente en los promotores. La presencia de grupos metilo impide f²sicamente la uni·n 

de factores de transcripci·n, silenciando el gen. Por el contrario, los promotores no metilados 

permiten el ensamblaje del complejo de iniciaci·n. 

CONTROL DE LA EXPRESIčN G£NICA TRANSCRIPCIONAL 

Aunque existen m¼ltiples puntos de control, la regulaci·n principal ocurre a nivel 

transcripcional, controlando la frecuencia y velocidad de inicio de la s²ntesis. Los factores 

involucrados son los factores cis, secuencias promotoras y los factores trans o factores proteicos 

(sus genes codificadores est§n situados en otra parte y dan origen a prote²nas que van a 

interaccionar con los promotores para poder regular la transcripci·n). 

Control de la expresi·n g®nica transcripcional: elementos cis 

Los elementos cis son promotores, son secuencias consenso que se encuentran en el ADN 

que regulan el gen. Una secuencia consenso es una secuencia que se forma del an§lisis de 

muchas secuencias; cada posici·n de la secuencia est§ ocupada por la base m§s frecuente. Las 

secuencias promotoras en algunos genes pueden tener una determinada secuencia y en otros 

genes, pueden variar en alguna base. La secuencia consenso m§s conocida es la del promotor 

basal, la secuencia TATA (Figura 4.13).  
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Tambi®n existen secuencias proximales y distales. Estos ¼ltimos pueden actuar como 

potenciadores (enhancers) o silenciadores (silencers) y pueden ubicarse a miles de pares de 

bases de distancia, interactuando con el complejo basal gracias a la flexibilidad del ADN. 

Tipos de promotores 

Los promotores basal y proximal se encuentran en todos los genes, mientras que los 

promotores distales est§n en los genes de expresi·n diferencial o inducible; es decir, esos genes 

no se van a expresar todo el tiempo en la c®lula (Figura 4.14). Un promotor distal interviene 

en la transcripci·n de un gen gracias a la flexibilidad del ADN. El ADN es una mol®cula que 

puede doblarse y regiones que est§n muy alejadas quedan cerca; de esta manera, las prote²nas 

involucradas pueden interactuar favoreciendo la uni·n de la ARN polimerasa para que ocurra 

la transcripci·n. Existen tres ARN polimerasas que catalizan la formaci·n de los distintos tipos 

de ARN en los eucariotas (Tabla 4.2).  
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Tabla 4.2. ARN polimerasas involucradas en la transcripci·n.  

Polimerasa Promotores 

que reconoce 

Gen que 

transcribe 

Producto 

g®nico 

Promotores  Factor de 

transcripci·n  

ARN 

polimerasa I 

Promotores 

tipo I 

De clase I ARNr 28S; 18S; 

5,8S 

De clase I TFI 

ARN 

polimerasa II 

Promotores 

tipo II 

De clase II Prote²nas y 

ARNsn 

De clase II TFII 

ARN 

polimerasa III 

Promotores 

tipo III 

De clase III ARNt; ARNr 

5S; ARN 

peque¶os 

De clase III TFIII 

 

 

En la Figura 4.15 se presenta el modelo general de los elementos de control que regulan 

la expresi·n g®nica en los eucariotas multicelulares y en levaduras. Los promotores distales 

pueden estar corriente arriba (miles o millones de pares de bases corriente arriba), pueden estar 

corriente abajo o incluso dentro de la regi·n estructural. 
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Los factores trans son factores de transcripci·n (TF), son prote²nas codificadas por genes 

distantes que reconocen secuencias, a menudo palindr·micas, en el ADN. Una secuencia 

palindr·mica es aquella misma secuencia que puede leerse de 5Ë Ÿ 3Ë en ambas hebras. Por 

ejemplo, la secuencia GAATTC se lee en sentido 5Ë Ÿ 3Ë en una de las hebras; su 

complementaria (en la otra hebra) es CTTAAG, en sentido 3Ë Ÿ 5Ë. Los factores de 

transcripci·n suelen presentar distintos dominios funcionales. Entre ellos se encuentran: 

dominios de uni·n al ADN, responsables del reconocimiento de secuencias espec²ficas; 

dominios de activaci·n, que interact¼an con otras prote²nas para estimular la transcripci·n 

desde un promotor cercano; y, en algunos casos, dominios de represi·n, que inhiben la 

transcripci·n al impedir la acci·n de otros factores de transcripci·n o al reclutar complejos 

represores. Los TF se clasifican seg¼n los promotores a los cuales se unen: 

¶ Los TF generales se unen a la secuencia del promotor basal. 

¶ Los TF proximales se unen a la secuencia del promotor proximal. 

¶ Los TF inducibles se unen a las secuencias de promotores distales. 

Motivos estructurales responsables de la interacci·n con el ADN 

Los TF "leen" el ADN, generalmente a trav®s del surco mayor, mediante interacciones no 

covalentes sumamente espec²ficas (Figura 4.16). Los motivos estructurales de los factores de 

transcripci·n son regiones o plegamientos espec²ficos de la prote²na que permiten reconocer y 

unirse a secuencias particulares de ADN. Estos motivos forman estructuras tridimensionales 

que encajan en el surco mayor del ADN, donde establecen interacciones espec²ficas con las 

bases nitrogenadas, lo que les permite reconocer secuencias reguladoras concretas. Por lo cual, 

estos motivos estructurales se encuentran dentro de los TF. 

En la Figura 4.17 se detallan los principales motivos estructurales mediante los cuales los 

TF reconocen la secuencia del ADN. 

¶ Motivo h®lice-giro-h®lice (HTH): dos h®lices alfa separadas por una corta secuencia de 

amino§cidos; la h®lice de reconocimiento se inserta en el surco mayor (Figura 4.17a). 

Se encuentra en la prote²na CAP, que act¼a en la regulaci·n del oper·n lactosa. 

¶ Motivo homeodominio: tiene 3 h®lices alfa y adem§s tiene un p®ptido lineal, que 

interacciona con el surco menor (Figura 4.17b). Se encuentra en prote²nas que regulan 

el desarrollo embrionario. 
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¶ Motivo h®lice-bucle-h®lice (HLH): parecido al motivo HTH, pero con un bucle m§s 

largo que permite mayor flexibilidad al TF (Figura 4.17c).  

¶ Motivo cremallera de leucina: d²meros con residuos de leucina orientados hacia el 

interior, formando una interfaz hidrof·bica estable (Figura 4.17d). 

Motivo dedo de zinc: residuos de ciste²na e histidina que coordinan un §tomo de zinc, 

formando una estructura protruida que interacciona con el ADN (Figura 4.17e). 

 

 

 

¶  
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