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RESUMEN. las mitocondnas de una variedad de cafia de amicar fueron
obtenidas a partir del verticilo apical mediate centnifugacién diferencial v
purilicadas por ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa. El ADN fue ex-
traido por el meétedo de fenol-cloroforme o por ubracentrifugacion en gradi-
ente de CsCL E] ADN mt fuc caractenzado por su densidad de flotacion. el
conienido de guanma-citosma, su peso molecular v el patran electroforético
de jos fragmentos de restriccion.

ABSTRACT. Mitochondnai fraction was 1solated from sugar cane spmdles
by differential centrifugation and purified by ultracentrifugation on a sncrose
discontmuous gradient. DNA was isolated by phenol-chioroform method or
by gradient ultracentrifugation on CsCl. DNA was characterized by buoyant
density, guaine-cytosme content, molecular weight and electrophoretic re-
striction fragment pattermn.

INTRODUCCION

El genoma mitacondrial de las plantas comparado con el resto de
los organismos eucariotes presenta un tamafio muy superior. Ha
sido demostrado que.el ADN mitocondrial {ADN mt) codifica diferen-

s caracteristicas y funciones, incluyendo la expresion de resisten-
cia a diversos estrés y enfermedades como son {a esteritidad cito-
plasmatica masculina y la susceptbilidad al Helminthosporium
maydis en el maiz.

El estudio del genoma mitocandrial es de gran utilidad para la de-
teccion precoz de la variabilidad inducida, bien por la hibridizacion
sexual 0 por ofras técnicas como el cultivo de tejidos, mutagénesis,
fusion de protoplastos, etcétera.®* En el caso de la cafa de aziicar,
es aln mas importante, ya que esta planta presenta un genoma nu-
clear extremadamente complejo de analizar debido al mosaicismo y
poliploidia que lo caracteriza.

Para la estimacion del tamafio del genoma mimcondrial usual-
mente han sido empleados tres métodos: microscopia electronica,
estudios de cinética de renaturalizacitn y la sumatoria de los pesos
moleculares de los fragmentos de restriccion. Ninguno de estos mé-
todos es completamente satisfactorio, debido a la comg)iejidad y gran
tamafio de los genomas mitocondriales de las plantas.

En particular, los perfiles de endanucleasas de restriccidn de ios
ADN mt de plantas son muy complejos. Para la estimacién del peso
molecular del genoma mitocondrial, hay que tener en cuenta la este-
quiometria de las bandas de restriccion individuales; dependiendo
de qué banda es tomada para representar una secuencia de simple
copia, se pueden obtener valores muy diferentes para el tamafio del
genoma. Los pesos moleculares del ADN mt pueden resultar diferen-
tes cuando son determinados por métodos distintos. Tal es el caso
del ADN mt de algodon, para el cual se han determinado valores de
695, 697 y 712 kb segiin la sumatoria de los fragmentos de restric-
cion obtenidos con tres enzimas diferentes y un valor de 2 070 kb
or analisis de reasociacion cinética.

Fig-1. Electroforeis en gel de agarosa 0,4 % del ADN mt
y ADN del fago A..

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el ADN mitocondrial
de la cafia de azficar por su isodensidad, el contenido de guaninaci-
tosina, su peso molecular y el patron electrbforético de sus fragmen-
tos de restriccion.

MATERIALES Y M’ 20S

Las mitocondrias fueron abtenidas a partir de los primordios folia-
res del verticilo apical {spindies) de plantas de cafa de aziicar de 4 a
6 meses de edad, de la variedad CB751, seg(n la metodologia des-
crita por Forde y col 7 con algunas modificaciones.

Cien gramos de tejido (aproximadamente veinte spindles) se ho-
mogenizaron en un mortero con 200 mL de solucion de homogeniza-
cion {manitol 400 mmolL, HEPES 10 mmoll, EDTA 1 mmold, BSA
0,1 % y cisteina B mmoll, pH 8,8) y se filtr por 4 capas de gasa_ El
fitrado se centrifugd a 1 250 xg durante 15 min y el sobrenadante
obtenido se centrifugd a 5 000 x g durante 20 min. El precipitado se
resuspendié en 50 a 60 ml de solucién de lavado (manitol 400
mmolt, HEPES 5 mmolA., EDTA 1 mmollL y BSA 0,1 %, pH 7,8}y
posteriormente, se centrifugd a 12 000 xg durante 15 min . El precipi-
tado se resuspendio en 6 mL de solucion de lavado y se sometit a
una ultracentrifugacion en gradiente discontinuo, compuesto de 3 ml.
de sacarosa 1,45 moll y 5 mL de sacarosa 0,6 molL en una solu-
cion compuesta por EDTA 1 mmoid, BSA 0,1 % y tricina 10 mmolt.,
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Fig.2. Perfll de absorbanc!a del ADN mt de cana de
azicar, fracclonado mediante centrifugacién en
gradiente de CsCl.



pH 7,2 y 1 mL de Ja suspensién de mitocon-drias, centrifugandose a
30 000 x ¢ durante 30 min . La suspension de mitocondrias purifica-
das, colectadas en la interfase, se diluyd en 3 volumenes de manitol
0,2 mol/L, EDTA 1 mmolll y tricina 10 mmaoll, pH 7,2 centrifugando-
se nuevamente a 12 000 xg durante 15 min. Todo el proceso se re-
aliz6 a4°C.

El ADN se extrajo mediante ultracentrifugacion en gradiente de
CsCl, segin Rawson y col¥ o por el método de fenot.” La isodensi-
dad del ADN se determind segin van Ee y col.'® mediante uftracen-
rifugacion en gradiente continuo de CsCl sin bromuro de efidio
(EtBr), en una ultracentrifuga preparativa a una velocidad de
2287317 xg, durante 48 h a 10°C ., Postenormente, el gradiente se
dividié en 30 fracciones de 100 L, a cada una de las cuales se les
determind el indice de refraccion y la absorbancia a 260 nm. La iso-
densidad de la fraccion correspondiente al maximo de absorbancia a
260 nm, calculada a partir de la medida del indice de refraccion, fue
considerada la isodensidag del ADN mt.

El ADN de Saccharomyces cerevisiae, de dengidad de 1,697 2
g/’crn3 fue empleado como confrol. Ei contenido de guanina-citosina
(G-C) fue calculado segin Mandel y coi.,'’ mediante |a farmula:

P - 1.660

G-C= 0_@8 100 (%)

donde: r es la densidad de flotacion del ADN en CsCi.

Se realizd una electroforesis del ADN mt sin digerir en «garosa
0,4 %, para estimar la integridad def ADN, asi como el rango de
peso molecular, empleando como control un ADN de atto pesc mole-
cular {fage |, cuyo PM es 50 kb).

Para la obtencion del patron electroforético de los restrictos de
ADN, este se digirid con la enzima EcoR V (suministrada por HEBER
BIOTEC) bajo las condiciones especificadas por el proveedor. El
ADN se fraccion6 en un gel de agarosa 0,7 % en una solucién Tris-
acetato 0,04 molll y EDTA 2 mmolL en presencia de 0.5 g/mL de
EtBr. La electroforesis se realizd a 1 V/em, durante 16 h .

El peso molecuiar del ADN fue estimado mediante fa sumatoria
de los pesos moleculares de los fragmentos de restriccion.

Se realizaron cinco repeticiones para cada determinacion, a partir
de cineo aislamientos diferentes de ADN.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ADN mt obteniaas por gradiente de CsCly por €l método del
fenol, después de ser sometidos a electroforesis en gel de agarosa
0,4 %, se observaron como una simple banda, lo que sugiere que no
hay degradacion del ADN y ademas que no esta contaminado con
ARN {Fig.1). La distancia recorrida en el gel resuitd similar a la del

Flg. 3. Electroresls en gel de aragosa 0,7% del ADN mt
digerido con la enzima el ADN Ecor V. Se empleé el ADN
del fago <f128P14M><108><F255:> digerido con Hind il
como marcador molecular., b) detalle ampllado de los
restrictos del ADN mt, C) electrofaregrama del patron de
realstro.

47

ADN de! fago |, o cual permite estime. gue el Al mt nirificado es
de alto peso molecular.

Ei maximo de absorbancia del fraccionamiento del gradiente de
densidad de CsCl (Fig.2} corresponde a un indice de refraccion apro-
ximado de 1,399 *, ol cual equivale a una densidad de 1,706 g/em®
de CaCl, siendo esta la densidad de flotacion del ADN mt de la cana
de azlicar. El contenido de G-C, calculado a partir de este valor, fue
de un 44,9 %. Estos valores resultan similares a los determinados a
un gran numero de plantas superiores, tales como soya, lechuga,
maiz, petunia, papa, tabaco, trigo, etcétera.” Estos resuitados confir-
man lo planteado por ofros autores en relacion con la constancia en
la compaosicion de base del ADN mi de las plantas.

La Figura 3 muestra al ADN mt digerido con la enzima EcoR V.
Se puede apreciar una distribucion discreta de bandas, las cuales
estan representadas mediante un electroforegrama. En este caso, la
determinacién del peso molecular se realizé s6lamente mediante el
método de sumatoria de los pesos molecutares de los fragmentos de
restriccion.

Como se puede observar, el patron electroforético de los frag-
mentos de restriccian del ADN mt de la cafa de azlicar es muy com-
plejo, lo que dificulta la determinacion de la estequiometria de las
bandas, fundamentalmente las de menor peso molecular.

La Tabla | muestra los pesos moleculares aproximades de cada
banda, tomando como control los pesos moleculares del fago | dige-
rido con Hind lll. El peso molecular determinado a partr de la suma-
toria de los pesos individuales de cada banda fue de 367,33 kb. Este
valor esta dentro del rango establecido para los ADN mt de las plan-
tas, el cual comprende desde aproximadamente 220 kb para las es-
pecies de Brassical2 hasta 2 500 kb para el melon (Cucumis
melo).13

Tabla i

Pesos moleculares de los fragmentos de restriccion del ADN mt
digerido con EcoR V

:,,,,, ____Banda ... Peso moiecular (kb) I‘
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22 : 57
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1 _ 26" 49 N
: 27 4,7 |
! 28 46 J

" bandas duplicadas

El valor del peso molecular determinado (367,33 kb}, sitiua al

ADN mt de la cafa de azlcar en una posicion intermedia con res-
pecto a los pesos correspondientes a ofras especies tales como san



Brassica hirta {208}, B. campestris (218), B. oleracea (219), B. napus
(221), B. nigra (231}, rabano {242), espinaca {327), remolacha {386),
trigo (440) y maiz (570).

Es de destacar e ef frigo y el maiz, pertenecientes también a
las gramineas conic 1A cafia de azicar, tienen valores superiores a
esta. Este valor no es ic suficientemente pequefo como los de las
especies de Brassica y los ADN de cloroplastos, los cuales resultan
relativamente sencillos dv analizar, ni tiene ia extraordinaria comple-
jidad de otras especies como el del maiz.

Este estudio podria servir de base para profundizar en la com-
prension de la estructura y organizacion del genoma mitocondrial de
la cafa de asticar.

CONCLUSIONES

Se aislo el ADN mt de la cafa de azUcar con un alto peso mole-
cular y sin degradacion. Ei ADN mt presentd una densidad de flota-
cion de 1,706 g/cmay un contenido de G-C de 44,9 %, lo cual coinci-
de con lo reportado para las plantas superiores.

El peso molecular determinado a partir de la sumatoria de ios
fragmentos producidos por la digestion con EcoR V fue de 367,33
kb.
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LECTOR DE DOT-BLOT
Y EL MARCAIJES DE ADN

El DIAGNOGEN os un contador computarizado de particulos B
omitidas por el ADN marcado cn * P El equipo elimina la
interpretacién subjetiva del dot-blot de acidos nucleicos y del marcaje
de ADN brindando las estadisticas del contec y métodos objetivos para
comparar lecturas o eliminar lecturas inadecuadas. Se ademas con
exito en la valoracién del estado de purificacién de polimerasas del
ADN y para monitorear la radicactividad ambiental en el Grea de
trabajo mediante el uso de su detector externo. Estas aplicaciones los
convierten en un sustituto del contador de centellec para el ™ Py el
Geiser tradicional en el laboratorio de genética molecular.




