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Introduccion

En los dltimos afios hemos podido ver como lineas de investigacion, antes totalmente
independientes, convergian en una serie de estudios interdisciplinares que han generado una
nueva area de conocimiento denominada biofisica. Se ha producido un desembarco
unidireccional importante de fisicos en biologia a diferentes niveles. Asi tenemos desde el
fisico totalmente sumergido en el problema biolégico, actuando como bidlogo pero sin olvidar
su preparacion y forma de pensar de fisico; hasta el grupo de fisicos que aplican sus
conocimientos al estudio de propiedades fisicas de biomoléculas. Dentro de este marco
nuestro grupo oriento sus trabajos al estudio de una de las propiedades fisicas por antonomasia
como es la conduccidn eléctrica y la aplicé a la molécula bioldgica de la vida: el ADN.

El tema de la conduccidn eléctrica del ADN es un campo reducido pero enormemente activo
en los ultimos dos o tres afios. Las potenciales aplicaciones tecnologicas del problema hacen,
si cabe, més atractivo este estudio.

En este trabajo relato cronoldgicamente parte del enorme esfuerzo realizado orientado a la
caracterizacion eléctrica de la citada molécula. Este estudio surge como el fruto de un trabajo
en equipo y no se debe en ningin momento asignar en exclusividad a nadie. En este sentido es
justo reconocer el esfuerzo y trabajo de Pedro J. De Pablo y de Cristina Gomez-Navarro.

El trabajo se podria dividir en dos partes. Una primera parte que se corresponde con los
experimentos de contacto y todos los estudios de ampliacion de los experimentos basicos que
fueron publicados en Phys. Rev. Lett. y una segunda parte en donde nuevos experimentos sin
contacto son descritos. En esta Gltima linea seguimos trabajando en la actualidad.
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Motivacion

El estudio de las propiedades eléctricas de moléculas largas como el ADN tiene interés no
solo desde el punto de vista fundamental sino también desde el punto de vista de aplicacion
tecnoldgica. Se ha especulado que la ley de “Moore” — que predijo, desde 1964, un
incremento exponencial del nimero de transistores contenidos en un chip con el tiempo- va a
ser violada a lo largo de esta década, debido a los limites actuales en las técnicas de
miniaturizacion litograficas. El uso de moléculas de diametro tipico de pocos nanémetros,
como parte esencial de los circuitos electronicos podria solucionar este problema.

Hasta abril de 1999, la opinion general sobre la condicion eléctrica del ADN era que era
una molécula aislante. Sin embargo la publicacion en Nature del controvertido articulo
firmado por los investigadores H-W. Fink y C. Schonenberger (6), en el que defendian un
comportamiento lineal de la corriente y resistividades para la molécula del ADN de 10 Q cm
0 resistencias tipicas de pocos MQ. Esta resistividad la convertia en un conductor excepcional
capaz de transportar nA al aplicar pocos voltios.

La molécula de ADN

El ADN (acido desoxiribonucleico) esta
formado por dos cadenas poliméricas (ver :
figura). Cada mondmero esta formado por un oo <
azucar de 5 carbonos y se conecta con la s
siguiente mediante un enlace fosfodiesther y
constituye el esqueleto de la molécula. El grupo
fosfato aporta una carga negativa a la molécula
a pH fisioldgico. En el interior se encuentran la
bases (Adenina, Guanina, Citosina y Timina)
que definen la informacidn genética.

En este trabajo vamos a emplear dos tipos
de DNA. A-DNA (de secuencia aleatoria) y
poly(C)-poly(G) (de secuencia controlada)

El experimento con contacto.

Con estos antecedentes decidimos comenzar a realizar experimentos en el laboratorio
destinados a medir la conductividad del ADN. Por una parte poseiamos la tecnologia para
realizar contactos en moléculas largas como nanotubos de carbono (CNT), trabajo realizado
principalmente por Pedro J. De Pablo. Yo, por otra parte, habia realizado experimentos de
interaccion de ADN y proteinas y sabia preparar muestras con moléculas de ADN adsorbidas
sobre substratos.

Thymine

Figura 1. Composicion quimica y modelo del ADN.

El experimento ideado era muy sencillo y directo. Consistia en adsorber moléculas de
ADN sobre un substrato aislante como podia ser la mica *; evaporar un electrodo de oro sobre
una parte de las moléculas y realizar un contacto mecanico con una punta metalica a la vez
que se le aplicaba un voltaje a dicha punta y medir la corriente que circulara por el circuito y
que, necesariamente, debia pasar por la molécula.

! Ver Anexo para preparacion de la muestra.
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_ Mica
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Figura 2. Izquierda. Esquema que explica el método de preparacion de la muestra. Para detalles ver anexo.
Derecha. Imagen de 1.2 um x 1.2 um de SFM que representa el aspecto final de la muestra.

Sorprendentemente, medidas que eran directas y reproducibles con CNT, resultaron en una
ausencia de corriente cuando se empleaban moléculas de ADN. Segun (6) las citadas
corrientes deberian ser facilmente medibles con nuestro montaje experimental. Se aplicaron
voltajes de hasta 12 voltios y se midieron corrientes con una nivel de ruido de 1 nA. No se
detectd corriente alguna por encima del umbral de ruido. Nuestro resultado contrastaba con
los resultados que se seguian publicando en revistas de alto prestigio como el articulo que
aparecié en Nature en febrero de 2000 (12). En este articulo estudiaban las propiedades
eléctricas de moléculas cortas de ADN que tenian la peculiaridad de tener una secuencia
definida por Citosinas y Guaninas. Sus experimentos presentaban al ADN como una molécula
semiconductora con un gap de 2 V y resistencias de 3 GQ a 4 V. Para moléculas de 10 nm de
longitud la resistividad era de 10 Q cm.

Con el fin de aumentar la moléculas de ADN que conectaban ambos
sensibilidad de nuestras medidas, electrodos. Lamentablemente este experimento
realizamos nuevos experimentos confirmo nuestros resultados anteriores: ausencia de
con moléculas de ADN del corriente en moléculas de ADN adsorbidas en mica.
bacteriofago lambda. EI ADN Nuestros experimentos nos dieron una resistividad
empleado se caracterizaba por ser para el ADN adsorbido de 10° Q cm valor muy por
de gran longitud (44 kpb) o de encima de los resultados publicados.

unas 15 micras de longitud. Con
estas moléculas  conseguimos
realizar redes de ADN conectadas
por dos electrodos separados 4
um. En una longitud de pocos
milimetros, era de esperar que
decenas de miles de moléculas
conectaran ambos electrodos. De
esta forma aplicamos una
diferencia de potencial entre
ambos electrodos a la vez que
mediamos la corriente, que 3

deberia pasar a través de las Figura 3. Imae de SFM en la que se aprcian moléculas de
ADN conectando dos electrodos de oro separados 4 micras.
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Por otra parte calculos tedricos, basados en la teoria del funcional de la densidad,
realizados sobre pequefios fragmentos de ADN poly(C)-poly(G) predecian un comportamiento
mas aislante cuanto mayor desorden era introducido en la molécula. El desorden era
introducido al meter una secuencia aleatoria de bases. Este es el caso del A-ADN.

Experimentos en poly(C)-poly(G)

A raiz de los calculos tedricos y del articulo (12) todo parecia indicar que si habia alguna
posibilidad de medir conduccion en ADN ésta seria empleando moléculas de secuencia
controlada. La mejor opcion era emplear moléculas con Citosinas y Guaninas situadas a lo
largo de cada una de las cadenas del ADN. Con esta idea decidimos adsorber moléculas de
este tipo y reproducir los experimentos antes comentados. Lamentablemente este tipo de
moléculas no estan presentes en la naturaleza y los productos artificialmente elaborados s6lo
tienen decenas de nandmetros de longitud. Este hecho nos obligé a desarrollar nuevas técnicas
de evaporacion usando diferentes méscaras. De esta manera conseguimos realizar escalones
de pocas decenas de nanémetros.

v
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Figura 4. Imagen de SFM de moléculas de ADN de secuencia conocida poly(C)-poly(G). El escalén de oro
obtenido en esta evaporacién soélo tiene 50 nm como se puede observar en el perfil de la derecha.

Sin embargo los resultados anteriores fueron reproducidos una vez mas. No se midio
corriente por encima de 1 pA aplicando 10 V.

Paraddjicamente en la literatura seguian apareciento trabajos en perfecta contradiccion con
nuestros resultados. Por ejemplo el articulo publicado en APL por Cai et al (4). En este trabajo
median corriente en redes de cadenas de ADN poly(C)-poly(G) contactando las moléculas con
una punta metalizada de AFM. O incluso el articulo publicado en enero de 2001 en Science
(10), en el que describian un comportamiento superconductor de las cadenas de ADN. Otros
articulos en los que afirmaban transporte de corriente por huecos y por tuinel entre bases de
Adenina han sido publicados recientemente (7). Llegados a este punto la molécula de ADN
podria ser cualquier cosa desde un conductor relativamente bueno (6) , un semiconductor (12)
(4) (13) , superconductor (10) o un buen aislante (8) (2) (5).

Otros factores: substratos y metales

A la vista de los resultados dispares, seguimos explorando otros factores que pudieran
afectar a nuestras medidas. Algunas publicaciones (10) sugirieron la idea de que el contacto
metal-ADN podria jugar un papel importante a la hora de estudiar sus propiedades eléctricas.
Por este motivo diferentes metales con diferentes funciones de trabajo fueron utilizados. El
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oro y la plata son metales de caracteristicas similares. Ambos tienen funciones de trabajo
parecidas, 4.25 eV y 4.30 eV respectivamente, asi como bajas temperaturas de fusion (~1300
K). Estos metales se pueden evaporar facilmente por sublimacion térmica. Simplemente se
hace pasar una corriente por un hilo que rodea a un grano de oro o plata. También se intentd
usar el metal estafio. El estafio se evapora, también, facilmente y tiene una funcion de trabajo
menor, 3.62 eV. Por Ultimo evaporamos carbono. Segun (10) el contacto del ADN con
carbono podria ser un factor determinante. El carbono tiene una funcion de trabajo de 4.39 eV
y presenta muy altas temperaturas de fusion (por encima de los 3000 K). Por esta razon no se
evapora facilmente. Diversos métodos fueron empleados. Finalmente conseguimos evaporarlo
por sublimacion por arco eléctrico.

En la siguiente figura aparecen imagenes de las construcciones usando distintos metales.

vl
Figura 5. |
diferentes metales. De izquierda a derecha: Oro, plata, estafio y carbono. Todas las imagenes tienen el mismo
tamafio que es 1 um x 1 um

El oro y la plata presentaron resultados similares. El estafio presenta un crecimiento
columnar con lo cual el contacto entre el ADN vy el electrodo no quedaba claro. Ademas al no
formar una pelicula continua (ver imagen) la conduccion para peliculas delgadas era muy
baja. Con el Carbono tuvimos muchos problemas. A la hora de evaporarlo en un principio y
posteriormente debido a la alta difusion que presenta cuando toca la superficie. Por esta razon
no fuimos capaces de conseguir unos buenos escalones, metal-ADN, incluso enfriando la
muestra a bajas temperaturas (100 K). En la imagen de la derecha se intuyen cadenas de ADN
cercanas al borde del escalén. La comparacién con imagenes antiguas usando oro nos obligo a
desechar el uso del carbono como electrodo.

Independientemente del electrodo empleado, se repitid el experimento basico descrito en
secciones anteriores basado en el contacto mecéanico. En todos los casos no se detecto
corriente, incluso en experimentos en los que la muestra no presentaba un aspecto limpio.

Llegados a este punto, todo parecia indicar que, independientemente del metal utilizado
como electrodo, al aplicar una tension al ADN la carga suministrada se iba por el substrato en
lugar de por la molécula en si. Esto significaba que la resistividad de la molécula era similar a
la del substrato. En esta linea se exploraron otros substratos como vidrio o zafiro de
resistividades superiores a la de la mica. Sin embargo el uso de otros substratos estaba
bastante limitado debido principalmente a la corrugacion de los mismos. Las moléculas de
ADN poseen diametros tipicos de 2 nm, pero presentan alturas, una vez adsorbidas, de 8 &,
debido principalmente a la deshidratacidn. Esto significaba que debiamos emplear substratos
extraordinariamente planos. Este hecho no dejaba muchas opciones a la hora de usar
diferentes substratos.
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El empleo de otros substratos, de diferentes resistividades, tampoco cambio nuestra
conclusion principal: el ADN adsorbido es un aislante.

Figura 6. Imagenes de SFM de ADN adsorbido en distintos substratos. Mica (izquierda), vidrio (centro) y zafiro
(derecha). El contraste de las moléculas es claramente superior cuando se emplea como substrato la mica.

El experimento sin contacto.

Medidas electrostaticas. La idea basica.

El método de medida utilizado consiste en hacer oscilar un cantilever metalico de
frecuencia de resonancia wo y constante de fuerza k a su frecuencia de resonancia mientras se
registra la amplitud de la oscilacion y la diferencia de fase entre la sefial excitadora y la
respuesta del cantilever. Si aplicamos una diferencia de potencial entre la punta y la superficie
aparece una fuerza de origen electrostatico. Esta fuerza es debida a la redistribucion de cargas
presentes en el material, es siempre atractiva y va con la diferencia de potencial punta-muestra
al cuadrado. Si por ejemplo la superficie es metalica, las cargas son libres de moverse dentro
del metal y se distribuyen de forma que en su interior el campo sea nulo. Si por el contrario
tenemos un dieléctrico, las cargas no son libres de moverse y éste se polariza.

Como consecuencia de los cambios de la fuerza electrostatica con la distancia, la
frecuencia de resonancia del cantilever sufre un desplazamiento hacia valores menores.

Aw N( 1 dee

o \2K ) dz

Al sacar al cantilever de su frecuencia de resonancia natural se produce una disminucién

de la amplitud y puesto que el sistema de realimentacion se hace sobre la amplitud de
oscilacion, el sistema reacciona retrayendo el piezoeléctrico y separando la punta de la
muestra para recuperar el valor de amplitud de oscilacién prefijado. Este fenémeno produce

un efecto topogréfico en las iméagenes, en las que se ven como las moléculas conectadas al
electrodo de oro parecen aumentar de tamafio, engordar o brillar.

El experimento control.

Este importante resultado fue aplicado por el Dr de Pablo en sus muestras de nanotubos de
carbono (CNT) conectados a un electrodo. Los CNT tienen resistencias tipicas de decenas de
KQ y son, basicamente, conductoras. Las siguientes imagenes nos demuestran que el método
funciona y que puede ser aplicado a otras moléculas. Se ve claramente como los nanotubos
conectados al electrodo brillan cuando se aplica una diferencia de tension entre la punta y la
muestra.
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Figura 7. Imagenes de SFM de 2 x2 um2 de Nanotubos de Carbono sobre oxido de silicio con un
electrodo de oro evaporado en la parte derecha. La imagen de la izquierda se tomo sin aplicar tension
alguna entre punta y muestra. La imagen de la derecha se tomo al aplicar 3 V entre la punta y el
electrodo de oro. El efecto de la fuerza electrostéatica es claramente visible en las imagenes
topogréaficas como un aumento del tamafio de las moléculas eléctricamente conectadas.

El experimento electrostatico sobre ADN

El siguiente paso fue repetir el experimento descrito sobre una muestra de moléculas de
ADN. Empleamos A-ADN y poly(C)-poly(G) ADN. En la siguiente figura se muestran dos
imagenes de una cadena de ADN poly(C)-poly(G) saliendo de un electrodo de oro. Una se
tomo sin voltaje y la otra aplicando 1.8 V entre punta y electrodo. ElI fendmeno descrito
anteriormente en el que se veian las moléculas brillar no se produjo en este caso sugiriendo
que las cargas fluyen del electrodo al volumen de la mica o al aire.

Figura 8. Imagen SFM de una molécula de ADN poly C-PolyG saliendo de un electrodo de oro. La
imagen de la izquierda se tomo a 0 V y la de la izquierda a 1.8 V. El aspecto topogréafico es exactamente
el mismo.

Un paso mas. El experimento electrostatico sobre Nanotubos y ADN

Para aplicar el experimento anterior a nanotubos y ADN conjuntamente necesitabamos
adsorber en el mismo substrato ambas moléculas. El protocolo de preparacion se describe en
el anexo adjunto. Las moléculas fueron adsorbidas en diferentes substratos: Mica, vidrio y

zafiro principalmente, con el fin de usar las diferentes resistividades que poseen dichos
substratos.
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mica vidrio zafiro
Figura 9. Imagenes de SFM de moléculas de ADN y Nanotubos de carbono adsorbidos conjuntamente
sobre diversos substratos: mica (izquierda), vidrio (centro) y zafiro (derecha)

Una vez adsorbidas las moléculas se realizo la evaporacion de oro y se tomaron imagenes
aplicando y sin aplicar voltaje entre la punta y el electrodo de oro. Los resultados se explican
por si solos en las imagenes siguientes.

el efecto de aplicar un diferencia de potencial entre la punta y el electrodo de oro. Como se puede ver,
independientemente de que el ADN conecte directamente con el oro (figuras superiores) o que el ADN
se conecte al oro a través de un nanotubo (figuras inferiores), el aspecto topogréafico del ADN es
exactamante el mismo se aplique o no un potencial (figuras de la derecha). Este experimento prueba
que la resistividad de la molécula del ADN es comparable con la del substrato empleado.



Propiedades eléctricas del ADN

En las imégenes de la figura 9 se observa claramente como nanotubos de carbono
conectados con un electrodo de oro, aumentan de tamafio cuando se aplica una tension entre
punta y electrodo. Las moléculas de ADN permanecen intactas independientemente de que el
contacto se realice directamente con el oro o que se realice con un nanotubo de carbono que
esta contactado con el oro. El experimento es importante porque somos capaces de comparar
ambas moléculas en la misma muestra y en la misma imagen. Hasta la fecha no nos consta de
ningun trabajo en el que adsorban ADN y nanotubos simultaneamente.

10
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Conclusiones

Un gran esfuerzo se ha realizado con el fin de caracterizar las propiedades eléctricas del
ADN. Diversos tipos de ADN vy distintos substratos fueron usados. Diferentes metales
evaporados y dos métodos distintos de medida han sido mostrados en este trabajo. En la
actualidad se siguen realizando experimentos encaminados a aumentar la sensibilidad de
nuestras medidas.

A pesar de los citados trabajos en los que se afirmaban diversos comportamientos
conductores del ADN, nosotros estamos convencidos de que las moléculas de ADN
adsorbidas sobre un substrato se comportan como moléculas aislantes. La resistividad de las
moléculas es pues comparable a la que poseen los substratos en los que fueron depositadas.

La idea de que el ADN es aislante no es nueva. Este era el pensamiento general de la
comunidad cientifica antes de la aparicion del articulo firmado por Fink et al. Previamente se
habia intentado hacer STM sobre ADN y se consiguié al aire usando la conduccién que
proporciona la capa de liquido presente en todos los substratos (14) (8). En estos trabajos se
puede ver como las moléculas de ADN creaban una barrera aislante entre las diferentes partes
de la mica.

El experimento en el que ambas moléculas son co-adsorbidas no deja ninguna duda sobre
las caracteristicas eléctricas del ADN adsorbido sobre un substrato. Si el ADN es conductor
cuando se encuentra suspendido y no adsorbido es algo que desconocemos, pero lo que esta
claro es que cualquier aplicacion tecnologica de esta molécula pasa por adsorberla en un
substrato. Estos resultados no dejan duda alguna sobre la cuestion de considerar a esta
molécula como un conductor molecular. En contra de lo que se ha especulado recientemente:
el ADN no se comporta como un conductor molecular.

Futuro proximo

En la actualidad estamos llevando a cabo experimentos en los cuales se prescinde de los
contactos masivos entre moléculas y electrodos. Estos novedosos experimentos nos
proporcionaran medidas de la permitividad eléctrica del ADN.

Por otra parte ya se han realizado experimentos orientados a convertir la molécula del
ADN en conductora. Braun et al. en 1998 (2) ya usaron el ADN como molde para adsorber
moléculas de plata y usarlo como un conductor molecular. En 1999 se consiguié modificar
quimicamente el ADN introduciendo un metal intercalante entre sus bases (1). Recientes
trabajos usando esta molécula presentan resultados esperanzadores (13). El siguiente paso que
vamos a realizar en el laboratorio serd la construccion de este nuevo tipo de molécula (M-
ADN) vy repetir los experimentos descritos en este trabajo. Si el M-ADN presenta
caracteristicas conductoras cuando se adsorbe dejard de ser un misterio en los préximos
meses.

11



Anexo. Protocolos de preparacion de muestras.

Adsorcion de moléculas de ADN en mica.

En la actualidad diversos protocolos de adsorpcion de moléculas de ADN en diferentes
substratos han sido desarrollados. En general la superficie del ADN, que se encuentra
negativamente cargada a pH normal, necesita de una molécula positiva que haga de puente
entre ADN vy substrato. Aminopropyltrietoxisilane (APTES) fue una de las primeras
moléculas empleadas para pegar ADN a mica. (3) (11) y todavia en la actualidad se usa (15).
APTES también se usa para adsorber moléculas de ADN en otros substratos como puede ser
vidrio. Otras moléculas como tioles (9) o otro tipo de monocapas autoemsambladas (15) son
también usadas. Actualmente, la mica es el substrato mas empleado para adsorber
biomoléculas, principalmente porque es muy plana una vez exfoliada y porque su superficie
estd cargada negativamente. Por esta razon para adsorber moléculas cargadas negativamente
como el ADN se usan iones divalentes como Zn** 0 Mg** .

El protocolo estandar consiste en una mezcla de 1-10 mM MgCl, y 10-100 ng de ADN diluido
en Tris-EDTA depositado sobre un disco de mica recién exfoliado. Se deja un minuto para
que las moléculas se adsorban y luego se aclara con abundante agua ultrapura y se seca con
aire o con nitrégeno seco.

Siguiendo este protocolo se obtienen muestras de ADN adsorbido en mica como las que se
muestran en las figuras 1-4.

Coadsorpcion de ADN y Nanotubos de Carbono

Hasta la fecha no ha aparecido ningln trabajo en el que se realicen medidas sobre ADN o
CNT adsorbidos sobre la misma muestra. Por esta razén el protocolo de preparacion se
desarroll6 como una modificacion de los protocolos de adsorcidn de nanotubos sobre oxido de
silicio.

La idea basica consiste en cargar la superficie positivamente usando una molécula que en este
caso es la ya mencionada APTES. Esta molécula posee un grupo amino en un extremo que €s
positivo y un atomo de Si que interacciona con el oxido de silicio o con la mica. Los
substratos limpios se sumergen en una disolucion de 0.1% en volumen de APTES puro
durante 15 minutos. A continuacion se aclaran con propanol y luego con agua y se secan. Los
substratos asi preparados se encuentran cargados positivamente. Este procedimiento se puede
emplear indistintamente sobre mica, vidrio u oxido de silicio. A continuacion se realiza una
mezcla entre moléculas de ADN (tipicamente 0.25 ug) y nanotubos que han sido previamente
tratados con SDS para cargarlos negativamente y se deposita sobre las superficies tratadas
durante 1 hora. A continuacion se aclaran con agua y se secan con nitrégeno seco.

Muestras asi preparadas aparecen en las figuras 5-8.
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