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TEMA 4: ANÁLISIS DEL LIGAMIENTO GENÉTICO
CONFERENCIA No. 9
ACTIVIDAD DOCENTE: 13
MEDIOS DE ENSEÑANZA: Tizas y pizarra
TIEMPO: 90 minutos
ASUNTO: MÉTODOS Y APLICACIONES DEL ADN RECOMBINANTE

SUMARIO:
· Uso de términos en el lenguaje común de Biotecnología.

· Clonación. Concepto.

· Enzimas de restricción: origen, nomenclatura y funciones.

· Vectores. Concepto y descripción de su uso.

· Probes o sondas. Concepto y uso.

· Técnicas de Southern blot, PCR, y secuenciación.

· Métodos directos e indirectos para las aplicaciones de las técnicas del ADN recombinante.

· Aplicaciones del ADN recombinante en Cuba para la caracterización de enfermedades genéticas por simples mutaciones.
OBJETIVOS DE LA CLASE

1. Mencionar las herramientas utilizadas en la tecnología del ADN recombinante.

2. Definir los conceptos biotecnológicos derivados del estudio del ADN recombinante.

3. Expresar los fundamentos técnicos de los métodos: Southern blot, PCR, y secuenciación.
4. Mencionar las aplicaciones del uso de las técnicas descritas en la caracterización molecular de enfermedades genéticas.                          
DESARROLLO
En las dos últimas décadas la tecnología del DNA recombinante ha sido de gran importancia para la Genética y otras ramas de la medicina y de las ciencias. La identificación de la endonucleasas de restricción, el desarrollo de vectores de clonado del DNA, la introducción de las técnicas de southern blot en los años 70 y el desarrollo más reciente de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) han supuesto auténticos hitos en el desarrollo de este campo.

Términos en el lenguaje común de Biotecnología:
· Hibridización: unión de dos hebras complementarias de ADN formando una molécula híbrida.
· ADN recombinante: La unión de  fragmentos de ADN de distinto origen obtenidos con enzimas de restricción. 
· Clonación: Amplificación selectiva de una secuencia o fragmento específico de DNA. Se nombra clonación a todos aquellos procedimientos que tienen como objetivo obtener múltiples copias idénticas (o casi idénticas) de moléculas, células, etc. En general, estos procedimientos son de dos tipos: Los realizados in vivo y los que se hacen in vitro. El procedimiento por excelencia que parea la clonación in vitro es la reacción en cadena de la polimerasa o PCR (del inglés Polymerase Chain Reaction). 
· Enzimas de Restricción: Enzimas capaces de romper el DNA bicatenario en o cerca de determinadas secuencias de nucleótidos. Generalmente, reconocen secuencias nucleotídicas palindrómicas de 4 a 6 nucleótidos, es decir, la misma secuencia nucleotídicas en las dos hebras de DNA si se leen en una sola dirección (5´- 3´). En la actualidad se conocen más de 1000 enzimas de restricción. Las enzimas de restricción se nombran de acuerdo con el microorganismo de donde provienen. La primera letra, en mayúsculas, es la inicial de la especie; las dos letras siguientes, en minúsculas, el género, seguida por un número romano de acuerdo con el orden de su descubrimiento. Ej. Eco RI, Escherichia coli EY13, Pst I Providencia stuartii, etc.
· Vectores: También llamados replicones, son moléculas de DNA transportadoras empleadas en el proceso de clonado, que mediante su replicación independiente dentro de un organismo huésped, permite la producción de múltiples copias de sí mismo. 

· Sondas o probes: Secuencias de DNA de una sola hebra o RNA que se han marcado, radiactivamente o no, que se pueden utilizar para detectar fragmentos de DNA o RNA con homología de secuencia. Pueden proceder de múltiples fuentes incluyendo secuencias de DNA genómico aleatorio, secuencias de DNAc, genes específicos, secuencias de oligonucleótidos obtenidos mediante síntesis basada en la secuencia de proteínas. 

Técnicas de análisis del DNA.

Southern blot: Denominado así en honor a Ed Southern que desarrolló la técnica, que consiste en la digestión del DNA mediante una enzima de restricción y luego se somete a electroforesis en un gel de agarosa, lo que separa los fragmentos de restricción del DNA por tamaño, siendo los más pequeños los que corren más rápido por el gel, a continuación se desnaturaliza en álcalis para convertirlo en una hebra simple. Una copia permanente de estos fragmentos se transfiere a un filtro de nitrocelulosa que se une al DNA monocatenario, es decir, un southern blot. Un fragmento de DNA diana transferido sobre el filtro se puede visualizar mediante la adición de una sonda de DNA monocatenaria marcada radiactivamente con 32P que hibridizará con el fragmento de DNA homólogo del southern blot, el cual a su vez puede ser detectado mediante autorradiografía. 
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PCR: reacción en cadena de la polimerasa. Se puede utilizar para producir grandes cantidades de un fragmento de DNA diana. Cualquier PCR implica la síntesis de los cebadores (primers) de oligonucleótidos de aproximadamente 20 pares de bases de longitud, complementarias a las secuencias de DNA que flanquean el DNA diana. Cuando se añaden los cebadores al DNA desnaturalizado, se unirán a las secuencias complementarias y amplificaran la secuencias dianas mediante 20 a 30 ciclos repetidos de desnaturalización térmica de la fuente de DNA de doble cadena, de modo que la extensión del primer sobre el molde de DNA monocatenario, utilizando la polimerasa, produce copias bicatenarias de la secuencia de interés, lo que provoca suficiente cantidad de DNA para una visualización directa por fluorescencia ultravioleta después de la tinción con bromuro de etidio sin necesidad de usar sondas marcadoras.

El uso de la PCR permite el análisis del DNA de otras fuentes que no sea sangre, incluso de cantidades tan pequeñas como el DNA procedente de una sola célula, otra ventaja es la rapidez con que las muestras se analizan sólo en cuestión de horas y tiene la desventaja, con relación al clonado por técnicas in vivo, que requiere que la secuencia de DNA sea conocida y sólo posibilita el clonado de fragmentos con un tamaño no superior a 5 000 pb.
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Secuenciación del DNA:
Es la determinación de la secuencia nuleotídica del DNA mediante diferentes técnicas de las que la más utilizada es el método de terminación de cadenas con dideoxinucleótidos. Esta técnica requiere la construcción de moldes de DNA monocatenarios utilizando un fago especial como vector, añadiendo a continuación una alícuota de este DNA molde a cuatro mezclas de reacción diferente que contienen polimerasas del DNA, los cuatro desoxinucleótidos y una pequeña secuencia cebadora. A cada una de las mezclas de reacción se le añade una pequeña cantidad de uno de los cuatro dideoxinucleótidos, los que carecen del grupo hidroxilo en posición 3` que impide la formación de los enlaces fosfodiéster, dando lugar a una mezcla de DNA de diferentes longitudes que terminan en su respectivo dideoxinuleótido. Cuando los productos de la reacción corren sobre un gel de poliacrilamida se obtiene una representación de secuencias de DNA de diferentes longitudes. La secuencia de DNA complementaria al molde de DNA monocatenario se puede leer directamente a partir de la autorradiografía. El uso de cebadores o nucleótidos marcados con fluorescencia, que se pueden detectar mediante un sistema de láser computarizado, permite la automatización del proceso que gana en rapidez y seguridad, esta técnica se ha incorporado en todos los estudios de secuenciación del genoma humano.

Métodos y aplicaciones del análisis del DNA.

Directos e indirectos. 

El uso de la tecnología del DNA recombinante ha permitido entender la estructura de los genes y determinar las mutaciones que hay detrás de muchas alteraciones de genes simples en los seres humanos.

Análisis mutacional de las alteraciones génicas simples.

Métodos de detección directa de las mutaciones.

· Detección de deleciones: Uno de los primeros ejemplos se efectuó con las hemoglobinopatías, como es el caso de δ β talasemia donde la sonda de DNA complementaria del gen de la β globina no hibridiza con la totalidad de los fragmentos del DNA en dos o más digestiones de restricción diferentes, como sería lo normal en las personas sanas, lo que concuerda con la deleción causante de la alteración.

· RFLPs de mutaciones específicas: en algunas alteraciones de genes simples la mutación elimina un sitio de reconocimiento específico de una determinada enzima de restricción, como ocurre en la anemia falciforme con la enzima Mst II. Esta modalidad,  limitada al uso clínico, puesto que es relativamente raro que ocurran mutaciones en la secuencia de reconocimiento de las endonucleasas de restricción.

· Oligonucleótidos específicos de determinados alelos: Si una alteración génica simple es debido a una mutación puntual es posible construir secuencias de oligonucleótidos sintéticos correspondientes a la secuencia normal y a la mutada. Mediante condiciones de reacción apropiadas se puede distinguir el DNA normal y el mutado demostrando una hibridización diferente de las secuencias nucleotídicas normales y mutadas a las secuencias del DNA normal o mutadas.

Métodos indirectos: rastreo de mutaciones.

Si se ha localizado el gen pero todavía no se ha conseguido clonarse de tal forma que la búsqueda o la detección directa de las mutaciones sea imposible, se puede hacer uso de la variación de secuencia heredada para efectuar un rastreo o un seguimiento preliminar de la mutación dentro de una determinada familia empleándose tipos de variantes de secuencia o polimorfismo.

Polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restricción: Las variaciones en las secuencias de nucleótidos del genoma humano son bastante comunes de forma que ocurre aproximadamente cada 200 pares de bases, estas se heredan de forma codominante y no tienen efectos fenotípicos ya que aparecen en regiones de DNA intergénicas no codificantes. Al parecer, una mutación que afecte el sitio de reconocimiento de una enzima de restricción hará que los fragmentos producidos sean de diferentes longitudes  en diferentes personas de acuerdo a la movilidad de dichos fragmentos en la electroforesis, lo que da lugar a los RFLPs.

Polimorfismos de longitud del DNA hipervariable con repeticiones en tándem.

Repeticiones en tándem de número variable (RTNVs): Son muy polimórficas y se deben a la presencia de un número variable de repeticiones en tándem de secuencias cortas de DNA que se heredan de forma mendeliana y codominante, tienen la ventaja de poder demostrarse empleando cualquier enzima de restricción que no rompa dentro de la secuencia de DNA de la unidad de repetición. Ej. El polimorfismo cercano del locus α globina en el cromosoma 16, útil para el estudio del ligamiento al locus principal de la EPRAD y el diagnóstico presintomático a familias de alto riesgo.

Además se han utilizado minisatélites y microsatélites.

Aplicaciones del DNA recombinante en la caracterización de enfermedades genéticas en Cuba.

· Hemofilia A y B.( indirecto)
· Fibrosis quística. ( 6 mutaciones directo e indirecto)
· Anemia falciforme. (directo)
· Síndrome de Frágil X. (directo)
· Distrofia muscular de Duchenne y Becker. (directo e indirecto)
· Fenilcetonuria. (5  mutaciones directo)
· Galactosemia (2  mutaciones directo)

· Sorderas (5 mutaciones directo)
CONCLUSIONES

 Las herramientas que se utilizan en Genética molecular incluyen, entre otras, las enzimas de restricción y ligasas, las sondas, los vectores y los hospederos.
 Para obtener copias suficientes de ADN puede utilizarse las técnicas de clonación in vitro o in vivo (Reacción en cadena de la Polimerasa).

Mediante métodos de estudio molecular se pueden estudiar ADN, proteínas y ARN.

Los estudios de ADN pueden ser directos (PCR, Southern blotting y la secuenciación) o indirectos (RFLP). Los métodos para estudiar ARN y proteínas se denominan: Northern blotting y Western blotting, respectivamente.
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