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INTRODUCCION

Los laseres son denominados nuevas fuentes
de radiacion optica con una pequefia divergencia
angular, alto grado de coherencia y mono
cromatismo. Los diferentes tipos de laseres creados
en la actualidad trabajan en regimenes continuos
de impulso, la  generacion de
radiacion en diferentes longitudes de onda en los
diapasones espectrales (bandas) ultravioleta, visible
e infrarrojos. En los Gltimos afios, el desarrollo
de la técnica de laseres desperté el interés para
la interaccién de radiaciones coherentes vy
monocromaticas con sistemas biologicos (Neidle,
et al. 1984).

Se conocen diferentes aspectos sobre la
accion biologica de la radiacion con laseres; sin
embargo, en dichos trabajos la atencién prestada
a los mecanismos de accion por la radiacion
laser (RL) hacia objetos bioldgicos es insuficiente.
En este sentido, el objetivo del estudio fue
interpretar brevemente los antecedentes que se
tenian por bibliografia sobre la accién biologica
de las radiaciones laser y poner en evidencia la
probabilidad de formacién de rupturas mono
y bihebradas en el ADN del maiz, que pueden
ser la causa de la accidbn mutagénica por la RL
y colorantes intercaladores-sensibilizadores en
plantas, mediante aislamiento y purificacion del
ADN, irradiacién con laser, espectrofotometria de
luz UV y visible y electroforesis en gel.

suministran

Se obtuvieron coleoptilos de maiz entre 3 y
4 cm de longitud y a partir de éstos se extrajeron y
punficaron volimenes de ADN correspondientes a
1,5 gr del material; posteriormente, se sometieron
a RL las diferentes variantes en complejos ADN-
colorante intercalante (8-Methoxypsoralen u

8-MOP, Acridone y 6-Mercapthopurina o 6-MP) y
los respectivos casos de control. Luego de los datos
obtenidos mediante pruebas de espectrofotometria
y electroforesis se demostré que la variante
en complejo ADN-6MP, no siendo un buen
intercalador, alcanza un maximo efecto en la
formacion de rupturas mono y bihebradas frente
a los complejos ADN-8MOP. y ADN-Acridone en

las mismas condiciones y concentraciones.

OBJETIVOS:

*  Inducir la formacién de rupturas mono y
bihebradas en el ADN del maiz, por accién
combinada de colorantes intercaladores

- sensibilizadores e irradiacion de laseres
ultravioleta.

Poner en evidencia la probabilidad de
formacion de rupturas mono y bihebradas
en el ADN del coleoptilo del maiz por
efecto de la accion combinada de colorantes
intercaladores-sensibilizadores e irradiacion
de laseres ultravioleta que pueden ser la
causa de la acciéon mutagénica en plantas.

HipOTESIS

La interaccion de la RL con colorantes
intercaladores-sensibilizadores ~ presentan  un
impacto mutagénico en los sistemas biologicos,
los cuales pueden ser evaluados por técnicas que

permitan observar rupturas mono y bihebradas en
el ADN.

METODOLOGIA

1. El aislamiento del ADN se realiz6 mediante
el mini-método descrito por Lyhtenshtain y
Draner, 1988.
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2. La radiaci6n se efectué con ayuda del laser
LGI-21.

Dosis de radiacion 3,6.103 .
Intensidad-densidad de radiaciéon  1,9.108
Wt/m.seg

Frecuencia 100 He.
Potencia del impulso 2,2 Wt.
Tiempo del impulso 9.10” seg.
Tiempo de radiacion 30 min.

3. La preparacion de los geles de agarosa y
la corrida electroforética en condiciones
nativas y denaturantes se realizd por
protocolos  universalmente  admitidos
(Maniatis et al, 1982).

4. La tincion del ADN en geles de agarosa, se
realiz6 con el colorante fluorescente bromuro
de etidio.

5. Elfotografiado se efectué en luz ultravioleta
de paso (trans linker) y reflejado (cross linker).
La pelicula Polaroid TG PE57 o 667 (3000
unid eg ASA) posee mayor sensibilidad.

6.  Preparacion de buffer: para la electroforesis
generalmente se emplean buffers (soluciones
de amortiguacion), que contengan Tris-
acetato, Tns-borato o Trs-fosfato en
concentraciones de 50 mM y con un pH de
7,5-7,8. Generalmente se prepara en forma
de soluciones concentradas y se conserva a
temperatura ambiente.

7. La espectrofotometria se realizo en el
espectrofotometro Specord UV VIS para
la obtencion de espectros de absorcion vy
temperatura de fusion.

RESULTADOS

El ADN es portador de la informacion
genética, interactia con muchos medicamentos,
sustancias cancerigenas y mutagénicas, asi también
con diversos colorantes; la presencia de cuatro
croméforos heterociclicos aromaticos alargados
revela su caracteristica particular (Chen; Benkovic
1983). Por cuanto el ADN;juega un rol importante
en los mecanismos de autoreplicacién y expresion
genética, su modificacion por la interacciéon con
dichos compuestos, ejerce un fuerte efecto sobre el
metabolismo celular, la recombinacién y grado de
mutacion (Waring 1981; Berman; Young, 1981).
Todos estos aspectos mencionados anteriormente
acerca de los efectos por la interaccién con tales
compuestos, despertaron gran interés para su
creciente estudio, especialmente en los ultimos

15 afos. Se descubrié la probabilidad de su
aplicacion en la medicina y su amplia utilizacion
en laboratorios de investigacién sobre la estructura
y funciones del ADN (Strachan; Read 2006).

En la actualidad, se sabe sobre los efectos
mutagénicos y de recombinacion por la RL
(Volodin et al 1984; Burilkév 1985). Sin embargo,
lautilizacion de la RL, asi como de otros mutagenos
y recombindgenos conocidos, no permite
aproximarse a la solucion del problema principal
de conocer el grado y espectro para generar
variaciones genéticas. Entre ellos, la solucion del
ultimo problema tendria gran importancia en la
aceleracion de los procesos de seleccion, el estudio
de los mecanismos de recombinacion genética y la
generacion de mutaciones.

En relacion a este hecho, realizamos los
trabajos de evaluacion y revelacion sobre la accién
mutagénica y recombinogénica de la RL en
combinacién con los colorantes sensibilizadores
que se intercalan entre los pares de bases
nitrogenadas del ADN. La unién de los colorantes-
sensibilizadores ocurre por la periferia de la
molécula del ADN o mediante la intercalacion
entre los pares de las bases adyacentes sin la
alteracion del apareamiento de Watson y Crick.

La configuracion estructural es normal; asi
también, la alteracién en los nucledtidos de los
acidos nucleicos, se puede detectar y observar
por las variaciones en los espectros de absorcién
ultravioleta (Fig 1). Estos espectros son muy
sensibles a las variaciones en la composicion
quimica o en la configuracion estructural espacial

Figura N° 1: Espectro ultravioleta del ADN de Maiz.
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de los nucledtidos y sus polimeros. Ademas, el
espectro ultravioleta depende del estado eléctrico
de las bases heterociclicas y permite detectar
las modificaciones quimicas por los efectos de
protonizacién o deprotonizacién de las bases
nitrogenadas. En general, con la insercion de las
moléculas aromdticas con un grosor de 3,4 A,
el esquema global del apilamiento aromatico o
fenolico {stacking) puede o no perturbarse. Sin
embargo, para que la intercalacion tenga lugar, los
pares de bases deben abrirse y esto conlleva a la
alteracion en la geometria (curvatura)j del armazén
pentosa-fosfato y la alteracion de la configuracion
regular espiralada, traduciéndose en una
alteracion de las propiedades fisicas de la doble
espiral con la insercién en ellos de los colorantes
sensibilizadores que facilmente se revela con ayuda
de los espectros de absorcion ultravioleta de las
diferentes variantes en complejos (Figs. 2, 3). Si la
1ntercalacion no procede, entonces no se produce
cambio en las propiedades fisicas del ADN vy
como consecuencia no se alterara sus espectros de
absorcién ultravioleta (Fig. 4).

Uno de los parimetros que también
caracteriza a la doble espiral es su temperatura de
fusion Tm (temperatura melting). La formacion
 del stacking se acompaiia con la disminucion de la
“absorcion de luz ultravioleta (hipocromismo); por
lotanto, cuando s observa el espectro de absorcion
“en esta zona es comodo detectar la alteracion y
struccion de la doble espiral del ADN (fig. 5);

incrementamos lentamente la temperatura

ultravioleta de variantes en complejo.
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FiguraN°3: [ispeciro uliravioleta de variantes en complejo.
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de la solucion del ADN bi-hebrado, entonces a
una determinada temperatura se observard un
incremento brusco de la absorcién, condicionado
por la destruccion de la estructura espiralada. El
punto medio de dicha conversion se denomina
temperatura de fusion (Tm}. El incremento en
longitud de la cadena elevara, por consiguiente, el
peso molecular del ADN, la temperatura de fusién
se acrecienta y la curva de fusibn se mostrard
mas empinada, indicando un aumento en la
cooperatividad {(P5hschke 1971:1989).

Figura N° 4: Espectro ultravioleta de variantes en complejo.
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Figura N° 5: Temperatura de fusion del ADN de Maiz.
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La Tm del ADN bi-hebrado se acrecienta no
solamente con el aumento de su longitud, sino con
el incremento de la fuerza i6nica de la solucion,
por el contenido del par G-C, con la intercalacion
en este de diferentes colorantes-sensibilizadores
(Fig. 6). En caso de ausencia de intercalacién la
temperatura de fusién no prospera {Fig. 7).

Sin embargo, el efecto de los colorantes
sensibilizadores no se limita a la intercalacién en
el ADN. Su principal prescripcién sirve como
intermediario en la transferencia de la energia
agitada hacia el armazén pentosa-fosfato de los
acidos nucleicos. Por tal razén, la interacciéon
colorante-ADN puede ocurrir y por la periferia de
la molécula del ADN, por ejemplo, en la insercién

Figura N° 6: Temperatura de fusion det complejo ADN-SMOP
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del colorante en el surco mayor del ADN bi-
hebrado (Waring 1981; Berman; Young 1981).

La posibilidad de induccion de rupturas
mono y bi-hebradas por efecto de irradiacién
laser en complejo ADN-colorante en el diapasén
ultravioleta, fue demostrada todavia en los afios de
1980 {Parjomenco et al, 1980). Las interrogantes
sobre la induccién de rupturas mono y bi-hebradas
utilizando diferentes colorantes en un aspecto
comparativo, no se hicieron esperar, siendo el
objetivo del presente trabajo.

La irradiacién efectuada de los complejos
ADN-colorante permitio demostrar los efectos de
la accion de RL y colorantes-sensibilizadores sobre
la molécula de alto peso molecular del ADN de

Figura N° 7: Temperatura de fusion del complejo ADN-GMP.
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Figara N° 8: Corrida electroforetica del ADN de
Maiz y vananu:s, en condiciones nativas.
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1. ADN wrradiado

2. ADN no irradiado

3. Complejo ADN-6MP no trradiade

4. Compley ADN-6MP irvadindo

5. Complejo ADN-Acridons no irradiade
6. Complejo ADN-Acridone trradiado

7. Campleyo ADN-MOP ne wrradiado

8. Complgo ADN-MOP wradiads

Figura N° 9: Corrida electroforética del ADN de
Maiz y vaniantes, en condiciones de desnaturacion.
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1. ADN-irradiads

2. ADN no irradiado

3, Complzio ADN-GMP no irradiado

4. Compleo ADN-6MP irsadiade

5. Compleys ADN-Acridone no trvadiado
6. Compleo ADN-Acridone irradiado

7. Complere ADN-MOP no irradiade
8 Complzio ADN-MOP irradiade

coleoptilos del maiz (fig. 8, 9). Como se observa en
los datos obtenidos por electroforesis, en caso de la
accién combinada de RL y colorante, se alcanza
un maximo efecto en la formacion de rupturas
mono y bi-hebradas, con esto ¢l sensibilizador mas
efectivo resultd la 6-Mercapthopurina.

En la comparaciéon de los espectros de
absorcibn de la 6-Mercapthopurina (Fig. 4),
8-Methoxypsoralen y acridone, la diferencia
es clara: el maximo de absorcion de la
6-Mercapthopurina practicamente yace en la
region de emision de laser; al mismo tiempo que
los maximos de absorcion del 8-Methoxypsoralen
y Acridone estan relativamente desplazados
de la longitud de onda que fue utilizada. No
siendo intercalador la 6-Mercapthopurina es
denominado el mejor sensibilizador y a causa de
ello conduce a la formacion de un mayor nimero
de rupturas mono y bi-hebradas de la molécula
del ADN.

CONCLUSIONES

1.

Experimentalmente  fue demostrada la
posibilidad de formacién de rupturas mono
y bi-hebradas en la molécula de alto peso
molecular del ADN del maiz, que puede ser
utilizado posteriormente para el aumento
del nivel y espectro de variacidon genética.
Con respecto a la accion combinada de RL
y colorante sensibilizador se puede esperar
la induccién de rupturas adicionales en el
ADN cromosémico in vivo, los cuales son
capaces de realizarse en los intercambios por
translocacion y crossing-over; asi también,
el surgimiento de diferentes mutaciones a
nivel molecular en el ADN que conducen
finalmente al incremento general de la
frecuencia y el espectro de variacién
genética, siendo conocido como primera
fuente de variacion hereditaria de todas las
formas de organismos vivos.
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