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TABLA 2. ALGUNAS PROPIEDADES GENERALES DEL RIBOSCMA EUCARIOTICO
DE HIGADO DE RATA.
RIBOSOMA SUBUNIDAD PEQUENA SUBUNIDAD GRANDE
COEFICIENTE DE SEDIMENTACION 80 s 40 s 60 s
MASA  ( DALTONES ) 4 420 000 1 400 000 2 820 000
ARN
MAYOR 18 s = 1 900 bases 1) 28 s = 4 700 bases
MENOR 2) 5.8 s = 160 bases
3) Ss= 120 bases
MASA 700 000 2 1) 1 700 0002
2)  51000°
3) 39 000°
PROPORCION 60 % 50 % 65 %
PROTEINAS
NUMERO 82 33 49
MASA 700 000 1 000 000
PROPORCION 40 % 50 % 35 %
REFERENCIAS : 33, a; 34,35 b ; 36,37. b. Pesos moleculares calculados a partir de

sus secuencias.
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La sintesis del ARN 5 s tiene lugar fuera del nucléolo y las
proteinas ribosomales se sintetizan en el citoplasma. Se sabe que
algunas proteinas ribosomales migran al mucléolo y se ensamblan al
precursor irmediatamente después de su transcripcién ( 38,39 ), la unién
de las primeras proteinmas facilita la uni6n de las demis. Mediante el
anilisis de geles bidimensionales se ha demostrado que el precursor
nucleolar contiene aproximadamente 30 proteinas de la subunidad riboso-
mal mayor { 4G ).

El proceso de la sintesis del ribosoma en eucariotes se esque-

matiza en la siguiente figura:

NUCLED CITOPLASHMA

Figura 5. Representacién esquemitica de la biosintesis del ribosoma
en una célula eucaribtica ( 41 ).
PT Precursor Transcrito
PR Protefnas Ribosomales.
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1.2.2 Estructura.

Los estudios realizados sobre el ribosoma eucariftico ( de
Artemia salina, embridn de pollo, higado de rata y reticulocitos de cone -
jo ) y procaridtico ( de E. coli ) mediante microscopia electrfnica
(42,45 ) han permitido observar una gran similitud en cuanto a su morfo-
logia a pesar de sus diferencias relacionadas con el tamafio y proporcidn
del ARN.

En el ribosoma de higado de rata se observa a la subunidad pe --
quefia como un elipsoide alargado ligeramente curveado y aplanado cuyas
dimensiones son 230 A X 140 8 X 115 A, pudiéndese apreciar una ranura
a 80 8 de un extremo de la subparticula que la divide en dos partes. La
subunidad mayor se percibe como una imagen redondeada de 220 A aproxima -
damente, o bién, como una forma asimétrica triangular con un extremo pun -
tal y el otro convexo. Presenta una hendidura a 80 A del extremo puntal

( figura 6 ).

1.2.3 Funcidn,

La funcidn escencial del ribosoma eucariftico consiste, al igual
que el ribosoma procariftico, en sintetizar proteinas de acuerdo con las
instrucciones del ARNm mediante uma serie de etapas que implican a dife -
rentes componentes celulares. A pesar de la dificultad que presenta el
estudio del mecanismo de sintesis proteinica debido al mayor tamafio y nd-
mero de las proteinas ribosomales asi como de los dcidos nucleicos, se
sabe bastante sobre este proceso, si bien algunos detalles a nivel de reac
ciones intermedias, permanecen sin aclararse. La traduccidn del ARNm a
proteinas por el ribosoma comprende tres etapas denominadas Iniciaci6n,
Elongacifn y Terminacién ( figura 7 ).

pas

' TESISCON
.LADEORIGEN

| - S P e




16

1.2.2 Estructura.

Los estudios realizadns sobre el ribosoma eucaridtico ( de
Artemia salina, embrién de pollo, higado de rata y reticulocitos de cone -
jo ) y procaridtico ( de E. coli ) mediante microscopia electrénica
(42,45 ) han permitido observar una gran similitud en cuanto a su morfo-
logia a pesar de sus diferencias relacionadas con el tamafio y proporcidn
del ARN.

En el ribosoma de higado de rata se observa a la subunidad pe --
quefia como un elipsoide alargado ligeramente curveado y aplanado cuyas
dimensiones son 230 A X 140 & X 115 A, pudiéndose apreciar una ranura
a 80 X de wn extremo de la subpartfcula que la divide en dos partes. La
subunidad mayor se percibe como una imagen redondeada de 220 R aproxima -
damente, o bién, como una forma asimétrica triangular con un extremo pun -
tal y el otro convexo. Presenta una hendidura a 80 R del extremo puntal
( figura 6 ).

q e 18 Funcién.

La funcidn escencial del ribosoma eucaridtico consiste, al igual
que el ribosoma procariftico, en sintetizar proteinas de acuerdo con las
instrucciones del ARNm mediante wna serie de etapas que implican a dife -
rentes componentes celulares. A pesar de la dificultad que presenta el
estudio del mecanismo de sintesis proteinica debido al mayor tamafio y nd-
mero de las proteinas ribosomales asi como de los dcidos nucleicos, se
sabe bastante sobre este proceso, si bien algunos detalles a nivel de reac
ciones intermedias, permanecen sin aclararse. La traduccién del ARNm a
proteinas por el ribosoma comprende tres etapas denominadas Iniciaci6n,
Elongacitn y Terminacién ( figura 7 ).



17

Figura 6.

Modelo tridimensional del ribosoma eucariGtico
de higado de rata. La subunidad pequefia esta
sefialada por la letra S y la subunidad grande
por la letra L.

Segim J. A. Lake, D.D. Sabatini y Y. Nomura
(43).
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Las principales caracteristicas del sistema eucariftico que lo
diferencian del procarifitico son las siguientes :

1.- Los ribosomas presentan proteinas con un mayor P. M. y
dcidos nucleicos con coeficiente de sedimentacidn mis
elevado.

2.- Intervienen un mayor n@mero de factores de iniciacidn.

3.- El metionil-ARNt no esta formilado.

4.- Existe un residuo nucleosidico llamado "cap" que esta

presente en la mayoria de los ARNm eucaridticos.

5.- Los ARMm son monocistrdnicos.

Se ha descubierto, hasta ahora, un total de 8 factores de inicia-
cibn en reticulocitos de conejo y wuno, tanto en germen de trigo como en ex-
tracto de higado de temera ( Tablas 3y 4 ), de los cuales dos constan de
varias cadenas polipeptidicas mientras que los restantes estan formados por
una sola cadena ( 30-33 ). Los resultados obtenidos, indican que los facto-
res elF-2, elF-3 y elF-5 son absolutamente necesarios para la formacidn
del complejo de iniciacién 80 s. En tanto que los factores elF-1, ell-4A,
elF-4B, elF-4C y, probablemente, elF-4D elevan dos o tres veces el esti -
mulo para la formacidn del complejo. Las etapas de elongacidn y termina --
cibén involucran factores que, funcionalmente, son similares a los que actlan

en el sistema procari6tico de sintesis proteinica.

1.3 Proteinas Ribosomales Eucarifticas.

Numerosos grupos de trabajo se han avocado al estudio de las
proteinas ribosomales eucarifticas, principalmente en higado de rata, con
el fin de dilucidar primeramente, su aislamiento y purificacién ( 64 ) y
posteriormente su caracterizacidn ( 52-63 ). El nimero y pesos moleculares
se ha determinado mediante técnicas de electroforesis en geles de

TESIS CON
[ FALLADE ORIGEY
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TABLA 3. FACTORES DE INICIACION EUCARIOTICOS DE RETICULOCITOS DE COCNEJO.

FACTOR PESO MOLECULAR ESTRUCTURA FUNCION

elfF-1 15 000 1 polipéptido estimula la funcidn del elF-3.

elF-2 128 060 3 polipéptidos se une al Met-ARNt en presencia de GTP.

elF-3 500 000 varios polipéptidos wune el complejo trenario 40 s al ARNm.

elF-4A 50 000 1 polipéptido estimula la funcidn del elF-3 y une ATP ( 46 ).

elF-4B 80 000 1 polipéptido estimula la funcidn del elF-3.

elF-4C ' 17 000 1 polipéptido une la subunidad 60 s con el complejo Met-ARNt-40 s.

elF-4D ======= 1 polipéptido desconocida

elF-5 de 125 000 1 polipéptido libera el elF-2 y el elF-3 del complejo de
a 160 000 iniciacién 40 s ( 47,48,49 ).

elF-6 23 000 1 polipéptido evita la unidén de las subunidades 40s-60 s en

gérmen de trigo e higado de ternera ( 30,51 s

0Z
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poliacrilamida bidimensionales ( 65,66,67 ). El procedimiento para la
purificacién de las protefnas ribosomales se sirvi6 de aquél empleado
para aislar las protefnas ribosémicas procari6ticas ( 68-71 ), a grandes
Tasgos es como Sigue ; separacifn de la partficula 80 s en sus subimidades,
extraccibn de las protefnas de cada subunidad con 4cido acético al 67 %
en MgCl, 160 mM4 6 bién LiCl 2 My urea 4 M. las proteinas ribosomales
dcidas se separan de las bisicas por medic de cromatoyrafia de intercambio
i6nico en OMC o en fosfocelulosa, las proteinas dcidas, en DEAE celulosa

( 72-77 ), de esta manera se han separado 33 proteinas de la subunidad
pequefia y 49 de la mayor.

TABLA 4.  SUBUNIDADES (OMPONENTES DEL FACTOR DE INICIACION
elF-2.

SUBUNIDAD MASA FUNCION

(09 35 000 se wne al GIP, esta uni6n es controlada
por fosforilacién.

Vi 38 000 posiblemente presenta actividad
recicladora.
ba 55 000 se une al Met-ARNt y al ARNm.

El peso molecular de las proteinas purificadas ha sido detemmi -
nado por medio de electroforesis en geles de SDS y va de 11 200 hasta
31 100 para la subunidad menor con un promedio de 21 400, en tanto que para
la subunidad 60 s, el PM minimo es de 11 500 y un miximo de 41 800 con
un promedio de 21 200 ( 78 ). Es probable que estos valores sean s6lo una
aproximacién de los valores reales debido a que se encuentran influenciados
por el método analftico empleado asi como las propiedades fisicas de la
protefna ( 73 ).
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El estudio de las proteinas ribosdmicas ha tropezado con diver-
sos problemas, como el causado por la modificacidn quimica que puede ser
fisioldgica como la metilacidn, acetilacidn o fosforilacidén o bién adven-
ticia producida durante el proceso de aislamiento ( la accidn de una enzi-
ma especifica o una carbamilacidn ). Generalmente se considera que una
proteina ribosomal es Tmica después de considerar su secuencia y composi--
cién de aminodcidos, su peso molecular y su comportamiento electroforé --
tico.

1551 Fosfoproteinas Ribosomales.

En 1970, Kabat ( 79 ) y Loeb ( 80 ) descubrieron que algunas
proteinas vibosomales estdn fosforiladas. Mas tarde, se averigu® que ésta
se puede producir "in vitro'" por proteincinasas asociadas al ribosoma o
por proteincinasas exbgenas. Pensar que las fosfoproteinas puedan desem -
pefiar una funcidn esencial sobre la sintesis de proteinas, ha sido una
idea muy atrayente, sin embargo, aunque se ha encontrado que la fosfori--
lacifn estd condicionada por ciertos estimulos fisioldgicos como hormonas,
AMPc, infecciones virales, cambio de las condiciones del crecimiento de
las células en cultivo, etc. ( 78 ), alm no se ha podido detectar canbio
alguno en la actividad ribosomal cuando se fosforilan '"in vitro" ( 81 ),
asi mismo, se ha reportado que los ribosomas traducen al ARN mensajero
alm en estado desfosforilado ( 82 ). Lo anterior sugiere que esta fosfo -
rilacién no produce cambios drfstices en la actividad ribosomal sino sélo
modificaciones sutiles que tienen que ver con una modulacién mds fina de
su complicado aparato sintéticc o alguna otra funcidn no ensayada "in vitro'
todavia. Por otra parte, se sabe que algunos factores de iniciacibn se
fosforilan ( 83 ).

Es sorprendente que s6lo una pequefia fraccién de las proteinas
ribosomales esté fosforilada y que &sta se haya conservado evolutivamente
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hablando, en organismos como hongos ( 84,85 ), levaduras ( 86, 87 ),
protozoarios ( 88 ), Artemia salina ( 89,90 ), plantas como Lemna
minor ( 91 ), en células de higado de rata ( 92 ) vy en c€lulas Hela
(93). Es mu probable que esto sea un reflejo de la importancia del
papel que desenpefian estas proteinas fosforiladas en la funcidn del
vibosoma.

1.4 Proteinas Ribosomales de la levadura Saccharomyces

cerevisiae.

Las proteinas ribosomales se han analizado mediante sistemas
de geles bidimensionales urea Acida-urea bisica ( 67 ) y urea &cida-SDS
( 94-96 ) que han permitido separar entre 70 y 80 proteinas, 30 + 5 de
la subunidad 40 s y 40 + 5 de la subunidad 60 s ( figura 8 ). Estas
proteinas migran hacia el citodo a un nH de 8.6 y la mayoria presenta
un caricter fuertemente basico ( PI>>8.6 ). Su aislamiento ha tenido
que sortear diversos problemas debido a su nlmero tan elevado, su insolu -
bilidad en ausencia de agentes desnaturalizantes, a cierta agregacifn
inespecifica y un peso molecular muy semejante. Todo esto complica la
obtencién de proteinas puras en cantidad suficiente ( 98 ).

1.4.1 Fosfoproteinas Ribosomales Acidas.

Dentro de las proteinas ribosomales de S. cerevisiae, se encuen-
tran algunas que son dcidas, migran hacia el 4nodo en la primera dimensién
de un gel en wn sistema electroforético bidimensional pH 8.6 X pH 4.5
( 99 ) vy presentan caracteristicas distintivas como son las siguientes :

1.- presentan un PI entre 3 y 5
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Figura 8.

Proteinas ribosomales totales obtenidas
por Gorenstein y Warner ( 96,97 )
quienes colocaron las proteinas de las
subunidades 40 s y 60 s en un gel
bidimensional, la primera dimensién se
corri6 a wn pH de 5 y la segunda, en
presencia de SIS,
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2.- se extraen selectivamente del ribosoma con 3\’H4C1
0.5M & 1M y 50 % de etanol.

3.- poseen pesos moleculares bajos ( de 11 092 a
22 000 Daltones ). G

4,- presentan modificaciones quimicas comc la aceti --
lacidn y la fosforilacién.

Cuando estas proteinas han sido sintetizadas, sufren los cambios
quimicos arriba mencionados cuyo significado funcional alm no esta del
todo claro. En 1976, Zinker y Wamer ( 100 ) observaron que cinco ( desig
nadas de P1 a P5 ) de un total de 67 se encontraban fosforiladas "in
vivo'" pués el tratamiento de las fosfoproteinas con elevadas concentra --
ciones de RNasa A y T2 no afecta al fosfato unido a la proteina y la
hidr6iisis dcida de &stas produce residuos de fosfoserina y fosfotreonina.

La fosfoproteina P1, con un peso molecular de 40 000, se encuen-
tra en la subunidad 60 s del ribosoma ; se resuelve como dos proteinas
( P1/P1* ) en geles bidimensionales de urea pH 3.2 X SDS ( 101 ), no se
desplaza en la primera dimensién de geles de poliacrilamida a pH 8.6,
pH 5.0 y pH 3.0 en ausencia de SDS. Presenta una actividad proteolitica
en estado desfosforilado ( 102 ) y un caricter electroforético neutro, es
una proteina de recambio entre el ribosoma y el citoplasma y se ha encon -
trado que forma un complejo ribonucleoprotéico 7 s al asociarse con el
ARN § s, del cual es probable que exista una poza citoplasmica ( 103 ).

P2 es una proteina basica de P.M. 31 000 que corresponde a la
S 10 en la nomenclatura de Kruiswijk y Planta ( 96 ), lo interesante de
esta proteina radica en la gran similitud con la S 6 de riboscmas de
higado de rata ( 92 ). P3, que presenta un comportamiento electroforético
similar al de 1a S 27, corresponde a la S 2 en la nomenclatura estable -
cida por Kruiswijk y Planta en 1974. P2 y P3 se encuentran solamente
en la subunidad 40 s cuando son extraidas con soluciones amortiguadoras
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de elevada fuerza i6nica ( KC1 0.5 M ) y en las dos subunidades cuando
son extrafdas con bajas concentraciones del ién Mg ( 1073 M ), por lo que
se ha sugerido que se localizan en la interfase de las subunidades 60 y
40 s ( 100 ). P4 es una fosfoproteina dcida presente en los polisomas con
PM de 15 500,

P5 esta constituida por dos o mis especies denominadas L35/L36
( 100 ) & L44/L45 ( 96 ), Ax reportada por Sianchez-Madrid en 1979
( 104,105 ) y L44" observada por Vidales en 1982 ( 98 ). Las proteinas
L44', L44 y L45 presentan un PM que oscila entre 11 092 y 14 000, un
sblo estado de fosforilacién, una reaccifn inmunoldgica total, un PI en -
tre 3 y 3.5, un promedio de 3.2 copias por ribosoma ( 106 ), cuando
se someten a electroforesis en geles de SDS no se separan, obteniéndose
una sola banda de aproximadamente 13 500 D, observaciones mediante técnicas
de ultracentrifugacién y filtracidén en columa han demostrado que las pro -
teinas L44/L45 forman dimeros estables en solucidn, su semejanza en la
composicifn de aminodcidos es muy grande ( Tabla 5 ) pero el andlisis de
los mapas de digestitn triptica revelan diferencias muy claras por lo que
ha surgido la duda de si se originan a partir de genes diferentes o son
producto de modificaciones postranscripcionales.

Por otra parte, las proteinas L 7/L 12 del ribosoma de E. coli,
con un PM de 12 207 y 12 165 respectivamente ( 107 ), presentan un
cardcter muy 4cido, se fosforilan "in vitro" por cinasas de células supe-
riores, existen cuatro copias presentes como un par de dimeros sumamente es
tables por cada ribosoma ( 108 ) y L 7 se encuentra acetilada en su extre
mo amino terminal. Las evidencias existentes sugieren que uno de estos
dimeros esta implicado en la wnién del GIP y el otro en su hidrdlisis
( 109 ), aunque parece ser que no estdn relacionados directamente con el
centro activo de hidr6lisis de GTP. Otros reportes proponen que estas
proteinas s6lo inducen un cambio estructural que facilita la interac-
citn entre los factores de elongacién y la particula ribosomal.

Esto encuentra su base en el trabajo de Michalski y Sells quienes detec -
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TABLA 5.  (OOMPOSICION DE AMINOACIIOS DE LAS PROTEINAS L44', L44 y L45
REPORTADA POR VIDALES ( 98 ).

% MOLAR
AMINOACIDO L 44' L 44 L 45
Asp + Asn 12.9 10.4 8.1
Tre 2.2 2.4 Zi0
Ser 4.8 5.5 5.5
Glu + Gln 14.4 16.2 12.4
Pro 0.7 Ze5 2.3
Gli 13.4 10.0 13.4
Ala 24.3 2Lk 24.2
Val 3.9 4.9 55
Met 1.0 0.9 1.0
I1leu 3.3 4.5 3.8
Leu 8.0 9.9 9.5
Tir 1.3 1.6 1.6
Fen 2iS 2.2 3.0
Lis 6.5 7.6 i
His 0.5 s=== ===
Arg ==== ==== 0.8
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taron un cambio estructural en presencia de L 7 y L 12 ( 111 ). Algo
que ha quedado claramente establecido, es que aumentan la eficiencia en la
fidelidad de 1la traduccidén y en la velocidad de sintesis ( 112 ).

Es evidente que existe una gran similitud estructural y funcio -
nal entre las proteinas ribosomales L. 7/L 12 de E. coli y 144/145 de
S. cerevisiae, hecho que seguramente se deba a wna conservacidn ewolutiva
de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Segln datos obtenidos mediante métodos inmmoquimicos ( 98 ),
marcaje radioactivo y andlisis en geles de poliacrilamida ( 105 ), los
ribosomas de S. cerevisiae tratados con cloruro de amonio (0.5 y 1M y
etanol pierden aproximadamente el 76 % y el 83 § respectivamente de sus
proteinas acidas, lo que trae como consecuencia una disminucién del 50 y
55 % respectivamente, de la actividad de hidrflisis del GTP dependiente de
los factores de elongacién. Los ribosomas carentes de las proteinas acidas
( tratados con NH,Cl 0.5 M ) conservan wma actividad de sintesis pricti-
camente inalterada, mientras que aquellos tratados con NH,Cl 1 M casi
pierden su capacidad polimerizadora.

Se ha sugerido que estas fosfoproteinas escimulan la actividad
de los factores de elongacibn ejerciendo wna funcidn auxiliadora en la
fijacién de &stos al ribosoma, funcin que se le ha adjudicado también a
las protefnas dcidas L 7/L 12 de E. coli ( 110,113 ). También se ha pos-
tulade su requerimiento por parte del ribosoma para aumentar su eficiencia
tanto en velocidad de sintesis como en la fidelidad de la traduccidn, como
ocurre en E. coli ( 112 ).

El hecho de que las protefnas dcidas se encuentran fosforiladas
cuando se separan del ribosoma ( 98 ) y desfosforiladas cuando se encuen -
tran libres en el citoplasma ( 114 ) ha permitido suponer que la fosfori -
lacitn ejerce un papel regulador en la incorporacién de las proteinas al
ribosoma ( 106 ).
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taron un cambio estructural en presencia de L 7 y L 12 ( 111 ). Algo
que ha quedado claramente establecido, es que aumentan la eficiencia en la
fidelidad de 1la traduccién y en la velocidad de sintesis ( 112 ).
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nal entre las proteinas ribosomales L. 7/L 12 de E. coli y [44/L45 de
S. cerevisiae, hecho que seguramente se deba a una conservacidn evolutiva
de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Seglm datos obtenidos mediante métodos inmmoquimicos ( 98 ),
marcaje radioactivo y anilisis en geles de poliacrilamida ( 105 ), 1los
ribosomas de S. cerevisiae tratados con cloruro de amonio 0.5 y 1M y
etanol pierden aproximadamente el 76 % y el 83 § respectivamente de sus
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65 % respectivamente, de la actividad de hidr6lisis del GTP dependiente de
los factores de elongacidn. Los ribosomas carentes de las proteinas acidas
( tratados con N‘H4C1 0.5M ) conservan wna actividad de sintesis pricti-
camente inalterada, mientras que aquellos tratados con NHyCl 1 M casi
pierden su capacidad polimerizadora.

Se ha sugerido que estas fosfoproteinas escimulan la actividad
de los factores de elongacidn ejerciendo una funcidén auxiliadora en 1la
fijacién de &stos al ribosoma, funcidn que se le ha adjudicado también a
las protefnas dcidas L 7/L 12 de E. coli ( 110,113 ). También se ha pos-
tulado su requerimiento por parte del ribosoma para aumentar su eficiencia
tantc en velocidad de sintesis como en la fidelidad de la traduccidn, como
ocurre en E. coli ( 112 ).

El hecho de que las proteinas dcidas se encuentran fosforiladas
cuando se separan del ribosoma ( 98 ) y desfosforiladas cuando se encuen -
tran libres en el citoplasma ( 114 ) ha permitido suponer que la fosfori -
lacidn ejerce un papel regulador en la incorporacidn de las proteinas al
ribosoma ( 106 ).
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Los trabajos de los diferentes grupos de investigacidn que se
han avocado al estudio de las fosfoproteinas ribosomales acidas, han per-
mitido observar diferencias, aunque no muy marcadas, si significativas en
el nlmero y tamafio ( PM ) de las proteinas ribosomales, asi como en la
existencia de diferentes grados de fosforilacidn de los organismos estu -
diados que muestran un desarrollo gradual en concordancia con la escala
evolutiva. En los procariotes como E. coli, las proteinas no estan fosfo-
riladas ; en levaduras ( 100 ), plantas como el germen de trigo e inver --
tebrados como A. salina ( 9C ), se encuentran monofosforiladas ; en mami-
feros, como células de higado de rata ( 76 ) y reticulocitos de conejo
( 115 ), presentan estados multifosforilados. Asi mismo, se ha descubier-
to que existen grandes similitudes funcionales entre las proteinas de
organismos tan alejados uno de otro en la escala evolutiva como lo demues-
tra el reconocimiento inmmolbgico resultante al enfrentar un suero con --
tra las proteinas de S. cerevisiae con proteinas de E. coli e higado de
rata hecho &ste apoyado por el descubrimiento de la existencia de homlo -
gia de secuencia ( 116 ). También se ha reportado que todas las fosfopro-
teinas ribosomales dcidas de los organismos eucarifticos mencionados
arriba ( excepto A. salina ) son capaces de reconstituir la actividad de
hidr6lisis de GTP dependiente del factor de elongacidn elF-2 ( 98 ).

La importancia fisioldgica de la fosforilacién aim no se ha
aclarado del todo, sin embargo, hay reportes que indican que &sta puede
tener el control de la afinidad de las proteinas dcidas por el ribosoma de
S. cerevisiae ( 106 ), como ya se menciond en la pagina anterior. Indepen
dientemente de ello, se cree que el aumento en el grado de la fosforila --
cién y en la complejidad de la organizacidn celular que se ha producido en
estos organismos en el curso de la evolucidn, es una respuesta a la nece-
sidad de regular con mayor precisién esta funcidn tan compleja como es la
del ribosoma.
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Los trabajos de los diferentes grupos de investigacidn que se
han avocads al estudio de las fosfoproteinas ribosomales acidas, han per-
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el nlmero y tamafio ( PM ) de las proteinas ribosomales, asi como en la
existencia de diferentes grados de fosforilacidn de los organismos estu -
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riladas ; en levaduras ( 100 ), plantas como el germen de trigo e inver --
tebrados como A. salina ( 90 ), se encuentran monofesforiladas ; en mami-
feros, como células de higado de rata ( 76 ) y reticulocitos de conejo
( 115 ), presentan estados multifosforilados. Asi mismo, se ha descubier-
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organismos tan alejados uno de otro en la escala evolutiva como lo demues-
tra el reconocimiento inmunolégico resultante al enfrentar un suero con --
tra las proteinas de S. cerevisiae con proteinas de E. coli e higado de
rata hecho &ste apoyado por el descubrimiento de la existencia de homlo -
gia de secuvencia ( 116 ), También se ha reportado que todas las fosfopro-
teinas ribosomales 4dcidas de los organismos eucarifticos mencionados
arriba ( excepto A. salina ) son capaces de reconstituir la actividad de
hidr6lisis de GTP dependiente del factor de elongacidn elF-2Z ( 98 ).

La importancia fisiolégica de la fosforilacién aim no se ha
aclarado del todo, sin embargo, hay reportes que indican que &sta puede
tener el control de la afinidad de las proteinas dcidas por el ribosoma de
S. cerevisiae ( 106 ), como ya se menciond en la pagina anterior. Indepen
dientemente de ello, se cree que el aumento en el grado de la fosforila --
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estos organismos en el curso de la evolucidn, es una respuesta a la nece-
sidad de regular con mayor precisién esta funcidn tan compleja como es la

del ribosoma.
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1.5 Objetivos del Trabajo.

No todas las etapas del proceso de sintesis de proteinas llevado
a cabo por los ribosomas eucarifticos, se conocen en detalle. La purifi -
cacidn, aislamiento y caracterizacién de cada uno de los componentes ribo-
somales es requisito fundamental para el posterior andlisis de la estructu
ra y funci6n del ribosoma. Se ha logrado aislar a los componentes ribonu-
cleicos del ribosoma, pero la preparaci6én de proteinas puras en cantidad
suficiente para su estudio, ha tropezado con innumerables dificultades
debido a las caracterfsticas tan especiales que presentan, pués la mayor
complejidad del sistema de proteinas trae como consecuencia un incremento
en el ntmero de etapas intermedias del método de purificacifn y mayores
dificultades en el aislamiento.

Las proteinas ribosomales puras son necesarias para aclarar algunos
puntos obscuros existentes inmediatos como los siguientes ; para dilucidar,
en primer término, su secuencia primaria y, consecuentemente, ampliar y pro
fundizar los estudios comparativos a nivel de composicidn de aminoicidos,
entre organismos diversos a fin de establecer sus analogias y diferencias ;
para la obtencibn de anticuerpos necesarios para el estudio del ribosoma
mediante la témmica de inmunomicroscopia electrbnica ; para averiguar si las
protefnas acidas L44', L44 y L45 son producto de un s6lo gen o de genes dis-
tintos ; para estudios con relacidn al tiempo en el cual se sintetizan estas
proteinas ; para tratar de estudiar la funcidn de las proteinas L44', L44 y
L45 durante la traduccidn, su funcidn en la fosforilacién y el fendmeno de
recambio, etc.

El objetivo del trabajo experimental que se describe mis adelante
esta enfocado a optimizar las condiciones de extraccibn de las
proteinas ribosomales 4cidas L44', 144 y L45 de la levadura
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S. cerevisiae : para llevarlo a cabo, hemos implementado una modificacién
del trabajo de Vidales ( 98 ) el cual esta basado principalmente en el
trabajo de Hamel y cols. en el que describe un método para la separacifn
de proteinas ribosomales de E. coli mediante cloruro de amonio a concen -
traciones elevadas y la precipitacifn con etanul ( 117 ).
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MATERIALES

2.1 Organismo empleado.

En todos los ensayos llevados a cabo en este trabajo se utili -
zaron células de la cepa haploide de la levadura S. cerevisiae A364A
( ATCC22244 ), obtenida por primera vez en el laboratorio de Dr. Leeland
Hartwell en 1967 y que presenta los siguientes distintivos genotipicos ;
lis tir, , his,. El significado de

a, gal,, ade ura

vae? 27
estas abreviaciones para los marcadores genéticos nos sefialan el tipo
de apareamiento ( a ; Gooday, 1974 ), incapacidad para fermentar gala --

ctosa y para sintetizar adenina, uracilo,lisina, tirosina e histidina.

2.2 Medios de Cultivo.
2.2.1 Medio YPAD ( 1 litro )
gramos i
Adenina 0.03
Bactopeptona 20
Bacto-Agar 20
Glucosa al 50 % 40

Extracto de levadura 10
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2.2.2 Medio YNB ( Base Nitrogenada de levadura sin amincicidos ).

Soluciones Stock :

A. Vitaminas ( 100 x ) para 400 ml

Biotina 200 pmg
Pentotenato de calcio 40 mg
Acido félico 200 g
Inositol 200 pg
Niacina 40 mg
Acido P-aminobenzdico 20 mg
Clorhidrato de piridoxina 40 mg
Riboflavina 20 mg
Clorhidrato de tiamina 0 mg

B. Elementos traza ( 100 x )

Acido bérico 50 mg
Sulfato de cobre 4 mg
Toduro de potasio 10 mg
Cloruro férrico 20 mg
Sulfato de manganeso 40 mg
Molibdato de sodio 20 g
Sulfato de zinc 40 mg

Se disuelven por separado en 10 ml de agua
destilada,

C. Sales ( 50 x) por litro

Fosfato de potasio monobdsico 50
Sulfato de magnesio 25
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2.2.4

Cloruro de sodio
Cloruro de calcio

Preparacion :

Sulfato de amonio
Mezcla de sales ( 50 x )
Mezcla de vitaminas
Elementos traza

50

200

40

0.1

g
ml
ml
ml

Medio libre de Fosfatos Inorganicos. ( para 1 litro )

Bactopeptona

Extracto de levadura

Glucosa

Hidr6xido de amonio concentrado
Sulfato de magnesio

El medio se deja reposar 30 minutos, se filtra a

20
10
20
10
10

ml
ml

través de papel whatman 3 y se ajusta a pH 5.8

con HCl.

Medio YM-1 (11litro )

Acido succinico
Bactopeptona
Extracto de levadura
Dextrosa al 50 %
Hidroxido de sodio

10
10

20

ml

34



2,3

2.51

2:5.2

2.3.3

Base nitmgenada de levadura
sin aminofcidos ( YNB ) 100

Soluciones para el fraccionamiento celular.

Soluciones stock.

2- mercaptoetanol 1
Tris-HQ pH 7.4 1
MgCl, 1
NaCl 5
NH,Cl >
NH, Ac 5
PMSF en etanol 200
Etanol al 95 % con PMSF a 1
MgS0, 1
Solucién Amortiguadora 10 °
NaCl 0.1
HEPES 0.01
PMSF 0.001
MgCl, 0. 00001
Amortiguador I MC pH 4.5
NH._;AC 50
Urea 6

2- mercaptoetanol 2

35

ml

=

=2 T2 oz

=

mM
M

mM

mM



2.3.4

2:3.:5

2.3.6

2:3.7

2:35.8

Amortiguador II DEAE pH 4.5

NHdAc

Urea

2- mercaptoetanol
Amortiguador II DEAEa pH. 6.0

Urea

2- mercaptoetanol
Amortiguador II DEAEb pH 6.0

NH,Ac

Urea

2- mercaptoetanol
Amortiguador III DEAE pH 4.5

NHdAc

Urea

2- mercaptoetanol
Amortiguador III DEAEa pH 3.0

N, Ac

Urea

2- mercaptoetanol

50

200

200

36
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2.3.9

2.3.10

2:3:11

2.4

2.4.1

Amortiguador III DEAEb pH 4.5

NH,Ac 600
Urea 6
2- mercaptoetanol 2

Amortiguador IV DEAE pH 4.5

NH, Ac 400
Urea 6
2- mercaptoetanol 2

NOTA : Ajustar el pH de las soluciones amortiguadoras
(MC y DEAE con 4icido acético.

Solucién SP 1.0 pH 8.6

Tris-HCL 10
MgCl, 20
N, C1 1
2- mercaptoetanol

PMSF 1

Soluciones para Electroforesis en geles de Poliacrilamida.

Geles para Isoelectroenfoque.

mf

mM
M

2 =z32 %



Para 8 ml :

Acrilamida 0.4 g
Anfolinas ( pH 2.5 - 5 ) 0.52 ml
N,N' metilenbisacrilamida 0.16 mg
Urea 6 M 2.8 g
Persulfato de amonio al 10 % 40 jut
TEMED 24 }11
2.4.2 Solucidn para disolver las muestras de proteina.
Urea 8 M 2.5 ml
Anfolinas 150 Ml
Fuczina bésica al 1 % en
agua destilada 50 M
2.4.3 Solucidn del anodo
Acido sulffirico 1 %
2.4.4 Solucidn del citodo
Hidroxido de sodio 0.03 N
2.4.5 Solucidn de fijado

Acido tricloracético ( TCA ) al 12.5 % y azfl de
coomassie al 0.25 %.

Preparacifn :

Solucion A. TCA al 12.5 %



2.5

2.6

2.6.1

2.6.2

2.7

2.7.1

39

Solucidén B. Azll de coomassie al 0.25 % en
agua destilada.

Agregar 2 ml de solucidn B por cada 40 ml de
solucidn A.

Soluciones de tincidn

a).- Azl de coomassie G al 0.2 % disuelto en metanol
al 25 % y acido acético al 10 %.

b).- Azll de coomassie R-250 al 0.2 % disuelto en
metancl al 25 § y acido acético al 10 %.

Filtrar a través de papel whatman 3

Resinas para Cromatografia de Intercambio ISnico en
Columa.

Resina de Carboximetil Celulosa W 23 ; resina catidnica
que presenta grupos funcionales acidos. Intercambiadora
de cationes.

Resina de Dietil aminoetil-Tris acril, LKB 2205-300 ;
resina intercambiadora de aniones, con grupos funcionales
basicos.

IsGtopos radioactivos

Acido ortofosférico (3P ).
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METODOS

3:X Esterilizacion de los Medios de Cultivo.

Los medios de cultivo YM-1 y YPAD se esterilizaron por calor
h@medo en autoclave a 120 °C, 15 1b/in? durante 20 minutos con excepcidn
de la glucosa al 50 % y el YNB, los cuales se esterilizaron por filtra-
cién en papel filtro millipore HA con poro de 0.45 p de diametro.

3.2 Condiciones de crecimiento de las c€lulas de S. cerevisiae.

La cepa se crecid en medio YPAD en el que se conservd a wuna
temperatura de 4 °C. Una asada de la cepa crecida en medio YPAD se resus -
pendid en 500 ml de medio YM-1 y se incubd durante 48 horas a 23 °C en
wn agitador rotatorio New Brumswick modelo G76 hasta que el cultivo alcanzd
la fase estacionaria tardia ( stock ). El stock se conservd a 4 °C reno -
vandose cada cuatro semanas.

Las levaduras se dejaron crecer en un fermentador de New Bruns -
wick modelo MF 114 con 10 litros de medio de cultivo YM-1, inoculado con un
stock de células en una dilucidn con proporcién 1 : 200, a 30 °C en
condiciones de aereacifn constante. El crecimiento de las células se detu-
vo por enfriamiento ripido cuando el cultivo alcanz6 la fase estacionaria
entre las 18 y las 20 horas,
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3.3 Proteina Celular Total.

Las c€lulas se cosecharon por centrifugacién a 5 000 rpm, en una
centrifuga Sorvall modelo RC2-B, por cinco minutos en el rotor GS-3 de
Sorvall Instruments y se lavaron con 500 ml de agua destilada centrifugén
dose nuevamente a 5 000 rpm por cinco minutos en el mismo rotor.

El paquete celular se resuspendid en un volumen suficiente de
solucién amortiguadora 1073 para aforar a 20 ml 6 mfltiplos de 20, la sus
pensibn se transfirid a botellas del homogenizador tipo Braun conteniendo
35 grams de perlas de vidrio de 0.5 mm de difmetro. Las c€lulas se lisa
ron en un agitador tipo B. Braun modelo 7853030 con pulsos de 30 segun-
dos de agitacidn por 15 segundos de reposo, se hicieron observaciones al
microscopio Sptico para verificar que el rompimiento minimo fuese del
95 % aproximadamente. El lisado se colectd por succidn y las perlas de
vidrio se lavaron con solucidn amortiguadora 1075 hasta la transparencia
total del 1liquido de lavado, al final se juntaron las soluciones de lava-
do y lisado.

Posteriormente se agregaron dos vollmenes de acido acético gla -
cial y 0.1 vollmenes de MgCl, 1M ( 71 ). Después de 30 minutos de
agitacidn constante, se centrifuga a 5 000 rpm durante diez minutos en el
rotor GS-3. Se desechb la pastilla y el sobrenadante se filtrd a través
de un embudo Buckner con papel filtro whatman 1 transfiriéndose después
al matraz balén del rotoevapoiador Buschler modelo 83275 para concentrar-
lo, por evaporacifn en frio, del dcido ac&tico. El proceso de extraccidn
de la PCT se lleva a cabo a una temperatura de 4 °C.

El concentrado se dializd, en una membrana de didlisis con poro
de exclusitn miximo de 3 500 D, contra cuatro litros de agua destilada
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durante 24 horas a 4 °C con cambio del liquido cada ocho horas. Al tér -
mino de la didlisis, se liofilizé ( liofilizadora Virtis modelo 62110 -
075 ) y conservd en refrigeracién a 4 °C. En promedio se obtuvieron
6.39 g en peso hlmedo de c€lulas por litro y 0.39 g de PCT por litro de
cultivo.

3.4 Extraccibn de la Proteina Ribsomal SP 1.0 pH 8.6

La muestra de PCT liofilizada se resuspendié en un volumen sufi-
ciente de solucidén SP 1.0 pH 8.6, para ajustar aproximadamente hasta
200 D.0. por mililitro ( espectrofotbmetro Carl Zeiss PM Q II ) a 260
nm, agitando en hielo durante 20 minutos para permitir la liberacién y
solubilizacidn en el sobrenadante de las proteinas dcidas ribosomales.

En seguida se agregd medio volumen de etanol al 95 % y PMSF hasta 1 mM
agitando durante diez minutos. Sin dejar de agitar se agregb otro medio
volumen de etanol al 95 % y PMSF hasta 1 mM ; cinco minutos después se
centrifugd a 10 000 rpm por 10 minutos a 4 °C en el rotor SS-34 de Sor -
vall. Se desechd la pastilla y al sobrenadante se le agregb 2.5 wolG --
menes de acetona a - 20 °C ; se dejd reposando en el refrigerador a

- 20 °C hasta que se formaron los grums de proteina. Posteriormente se
centrifugd a 10 000 rpm por 30 minutos a 4 °C en el rotor S5-34. La
pastilla obtenida se secd® por evaporacién de la acetona y se guardd a una
temperatura de 4 °C. Por cada litro de cultivo se obtienen en promedio

5 mg de proteina SP 1.0 pH 8.6 .

3.5 Isoelectroenfoque de proteinas en geles de Poliacrilamida.

La separacidn de las proteinas mediante esta técnica esta basada

en su PI que es diferente para cada una de ellas. En este gel se forma
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un gradiente de pH de 2.5 a 5 establecido por anfolinas, que son una
mezcla de dcidos poliamino-policarboxilicos ; las proteinas se mueven a
través del gel hasta el punto en que su PI coincide con el pH del el
en donde forman una banda caracterfistica. El gel se preparb6 a una con -
centracién del 4 % de acuerdo con las especificaciones marcadas en la
seccién 2.4.1 ; la urea, acrilamida y bisacrilamida se disolvieron en 5
ml de agua destilada, despufs se agregaron las anfolinas y TEMED. Se
desgasificd al vacib durante dos minutos para evitar la formacién de bur-
bujas de aire, en seguida se agregb el persulfcto de amonio al 10 &

( para polimerizar el gel ), se agit§ cuidadosamente y se vaci6 al molde
cuyas medidas son de 13 X 8 X 0.1 am. Una vez que el gel solidificd se
colocd horizontalmente en una cimara refrigerada cerrada con el fin de
mantener una temperatura constante de 10 °C. Las soluciones de los
electrodos ( secciones 2.4.3 y 2.4.4 ) hacen contacto con el gel a
través de tiras de papel whatman 3. Los primeros quince minutos se some -
tié al gel a wna diferencia de potencial de 50 V, después se hicieron
los siguientes cambios de voltaje a intervalos de 30 minutos cada uno ;
100, 200, 300, 400, 500 y 600V para preformar el gradiente. Las
protefnas liofilizadas, se resuspendieron en 50 pl de buffer de corrida
(2.4.2) antes de colocarlas en el gel, después de lo cual, se sometie -
ron a un voltaje de 250 V durante 18 horas.

3.6 Tinci6n de los geles de Peliacrilamida.

Terminada la electroforesis, se fijaron las bandas de proteoinas
al gel con la soluci6n de fijado mencionada en la seccidn 2.4.5 y después
se sometid a mGltiples lavados con agua destilada durante una hora y media.
En seguida, el gel se tifi6, sumergiéndolo en una solucién de azGl de
coomassie G ( 2.5.a ) por 60 minutos ; posteriormente se destifi6 en wna
solucién de etanol al 50 % por diez minutos pasindolo despuBs a una
soluci6n de etanol al 30 % y 4cido acético al 7 % durante 30 minutos.



3.7 Determinacidén de Proteina.

La concentracidén de proteina se determiné mediante el método
de Lowry ( 118 ).
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Lisis celular

l

Acide acBtico + MgCl, 1 M

l

Solucién SP 1.0 pH 8.6

!

Columa de MC

i

Proteinas bésicas Proteinas &icidas

l

Columa de DEAE

l

Proteinas L44', L44 y L45

l

IEE

Figura 9. Esquema del proceso seguido para el aislamiento
de las proteinas &cidas L44', L44 y L45 del
ribosoma de S. cerevisiae.
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RESULTADOS

4.1 Separacifn de las Proteinas Acidas por medio de un
Sistema de Cromatografia de Intercambio Ifnico.

Una muestra de proteinas ribosomales SP 1.0 pH 8.6 ( 50 mg )
se resuspendié en 2 ml de solucidén I MC. De esta pastilla resuspendida,
se tomd una alicuota de 50 ul para determinar proteina y el resto se eluyd
por una columa de CMC de 2.5 cm de difmetro por 20 cm de altura, con el
objeto de separar las proteinas bdsicas de las Acidas gracias a la propie-
dad anfotérica de las proteinas, el pH del medio y a la capacidad inter --
cambiadora de cationes de la resina. En presencia de un pil de 4.5, todas
las proteinas con un PI superior a 4.5 presentan carga eléctrica positiva
por lo que se uncn a la columa. La muestra eluida, se colectd en fraccio
nes de 50 gotas cada una en tubos de ensayo por medio de un iraccionador
ISCO modelo 328. La figura 10 nos muestra el perfil registrddo a 280 nm
( monitor ISCO modelo UAS con unidad &ptica tipo 6 ). Las fracciones con
las muestras de proteina se dializaron contra cuatro litros de agua desti-
lada durante 24 horas a una temperatura de 4 °C, haciendo tres cambios del
liquido cuando menos. La dialisis se hizo con la finalidad de eliminar
restos de urea, acetato de amonio y 2Z-mercaptoetanol. Posteriormente se
liofilizd y se tomd una muestra para determinar protefnas. De acuerdo a
estas determinaciones de concentracifn de proteinas, del 100 % que entra
a la columa de OMC, se recupera el 45 % como proteinas acidas, mientras
que el resto, se unen en la columna.

Con el prop6sito de separar las proteinas L44', 144 y L45, se
sometid a las proteinas dcidas a una cromatografia de intercambio iSnico
en una resina de DEAE, la cual permite la separaci6n de las proteinas por
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Figura 10.

Perfil del registro de las protefnas acidas
obtenidas de la columa de QMC a un pH de
4.5 y 2 D.O.
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adsorcién reversible a una matriz s6lida cargada eléctricamente. Aqui,
las proteinas compiten con los iones de la solucidn por los sitios activos
de carga opuesta presentes en la matriz de la resina. La desadsorcibn se
realiza gradualmente aumentando la molaridad de la solucifn eluyente, la
fuerza ibnica creciente remueve a las proteinas adheridas a los grupos
intercambiadores de iones.

4.1.1 Ensayo 1

La muestra de protefnas dcidas se resuspendid en cinco ml de
solucidn amortiguadora II DEAE y se pasdé a través de una columa de
DEAE de 2.5 cm de didmetro por 20 cm de altura eluyéndose con un gra -
diente de fuerza ibnica formado por 100 ml de solucién II DEAE y 100 ml
de solucién III DEAE a wn pH de 4.5 .Se colectd en fracciones de 100
gotas cada una y las muestras contenidas en las fracciones 1 a 5, se dia-
lizaron y liofilizaron. La figura 11 muestra el perfil registrado a 280
nm de la columa de DEAE. El liofilizado se corri6 en un gel de poliacri
lamida para isoelectroenfoque, se tifi6 y fijé como se especificd en las
secciones 3.5 y 3.6 .

La figura 12 nos muestra que las proteinas dcidas L44', L44 y
L45 han sido separadas habiéndose colectado en las fracciones 2 y 3, sin
embargo, notamos también que una parte de la proteina L45 se encuentra en
la fraccifn 1 con otras acidas y bdsicas.

Con la finalidad de producir un desprendimiento gradual con
mayor efectividad, decidimos afectar la carga eléctrica de las proteinas
mediante un gradiente decreciente de pH ( desde 4.5 hasta 3.0 ), disminu -
yendo asf, paulatinamente, su afinidad por la resina.
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Figura 11.

Perfil registrado de las proteinas dcidas
eluidas de la columa de DEAE, con un
gradiente de Acetato de amonio de 50 mM
a200m, wpH de 4.5 y 1 D.O.

( ensayo 1).
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Figura 12. Andlisis de las proteinas eluidas de la resina
DEAE mediante IEE en placas de gel de poli -
acrilamida, ensayo 1.

1) marcador
2) fraccibn 1
3) fraccién 2
4)  fraccitn

5)  fraccién

[

6) fraccitn y

7)  tincién inespecifica del gel.
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4.1.2 Ensayo 2

En el segundo ensayo, se resuspendid una muestra de proteinas
acidas eluidas de la columa de MC ( PAME ) en dos ml de solucidn IT
DEAE y se pasaron por wna columa de DEAE eluy&ndose con un gradiente
mixto de pH decreciente y fuerza ifnica creciente formado por 100 ml de
soluci6n II DEAE y 100 ml de solucidn III DEAEa.

La figura 13 muestra el perfil del registro de las proteinas
separadas en la columa de DEAE ( PADEAE ). Las fraccicnes que conte -
nian la proteina, se dializaron y liofilizaron. Posteriormente, la mues-
tra de PADEAE liofilizada, se resuspendid en 50 pl de solucidn de corrida
( seccidn 2.4.2 ) y se sometib a una electroforesis tipo isoelectroen - -
foque ( seccidn 3.5 ). Los resultados se pueden observar en la figura
14. La tincidn del gel se realizdé como se menciona en la seccién 3.6 .
Las proteinas L44 y L45 se pueden visualizar en los carriles 3y 4
aunque también en el 2 donde se encuentran formando parte de un barrido
en el que se han separado casi todas las proteinas bdsicas.

La posibilidad de que las proteinas no se estuvieran wuniendo
totalmente al grupo intercambiador de iones, era algo muy factible, por
lo que decidimos ampliar el gradiente de molaridad y el de pH para tratar
de mejorar la adsorcidn y desadsorcidn gradual de las proteinas en 1la
matriz de la resina.

4,1.3 Ensayo 3

En este tercer ensayo, una muestra de PAOME se pasd a través de
la columa de DEAE eluyéndose con un gradiente formado por 100 ml de so-
lucidn I1 DEAEa y 100 ml de solucidn III DEAE. Las muestras colectadas
se dializaron y liofilizaron. En la figura 15 se ha registrado solamente
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Figura 13.

Registro de la filtracidn en columa de DEAE
de las proteinas &cidas con un gradiente
mixto formado con Acetato de amonio ( de 50
a 200 mM ) y por un gradiente de pH de 4.5
a3 (ensayo 2 ).
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Figura 14. Andlisis de las proteinas eluidas por la
resina DEAE, mediante IEE en placas de
gel de poliacrilamida. Ensayo 2.

1) marcador

2) fraccién 1
3) fraccién 2
4)  fraccién 3
5) fraccidn
6) fraccién
7) fraccién 6
8) fraccién 7

9)  marcador
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Figura 15.

Filtracidn en columa de DEAE de las
fraccibnes PACME con un gradiente
mixto formado por Acetato de amonio
(0-200 mM) yunpHde 6.0 a
4,5 ( ensayo 3 ).
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una cresta lo que significa que las proteinas eluyeron al mismo tiempo.

Se midi6 el pH de las soluciones colectadas y nos encontramos
con una alcalinizacifn de la solucibn eluyente, pués oscilaba entre 7.2 y
6.0 .Para evitar esto, en los ensayos siguientes, las soluciones de
elucibn se prepararon momentos antes de usarse.

Las protefnas PADEAE liofilizadas obtenidas en el ensayo ante-
rior, se resuspendievon en dos ml de solucitn II DEAEb y se eluy§ en una
resina de DEAE con 100 ml de solucifn II DEAEb y 100 ml de solucidn III
DEAE. En esta ocasién, percibimos una separaci6n de proteinas ( figura
16 ) cuyas fracciones colectadas, dializadas y liofilizadas, se sometie -
ron a electroforesis en geles para isoelectroenfoque. Desgraciadamente
no fué posible conservar el gel pero las bandas que presentS fueron précti
camente iguales a las de la figura 14.

4.1.4 Ensayo 4

En el ensayo cuatro, decidimos aplicar el mismo gradiente mixto
de pH y molaridad, pero ademds, con el propdsito de averiguar si quedaban
aln algunas proteinas sin desprenderse de la resina de DEAE, decidinos
gplicar una solucifn elevando el gradiente de fuerza idnica hasta 400 mM.
En primer término, la muestra se eluy6 con un gradiente mixto formado con
100 ml de solucién II DEAEb y 100 ml de solucién III DEAE ; en seguida,
se pas6 wna solucién formada por 100 ml de IIT DEAE y 100 ml de IV DEAE,
finalmente aplicamos 200 ml de solucifn IV DEAE. Los resultados se mues -
tran en la figura 17. Las muestras PADEAE se dializaron, liofilizaron y
resuspendieron en solucidn amortiguadora de corrida para someterlas a
electroforesis en gel de isoelectroenfoque. Al finalizar la electroforesis,
el gel se tifi6 en solucifn de azfil de coomassie G ( seccién 2.5.a ) vy
los resultados se muestran en la figura 18. Estos geles muestran una
mayor efectividad de separacién en la columa de DEAE al grado de obtener
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Figura 16. Filtracifn en columa de DEAE, de las fracciones
PADEAE mostradas en la figura 15, con el siguien
te gradiente mixto :

Acetato de amonio, desde 5 hasta 200 mM y
pH de 6.0 a 4.5
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Figura 17.

Filtracion en columa de DEAE con un
gradiente mixto formado por Acetato
de amonio en una concentracidn de 5
a 400 mM y un pH desde 6.0 hasta
4,5 ( ver texto para detalles ),
ensayo 4.
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Figura 18a. Anilisis de la muestra PADEAE por IEE en
geles de poliacrilamida. Ensayo 4.

1) marcador

2) fraccifn I
3) fraccién II
4)  fraccibn III
5) fraccibn IV
6) fraccién V
7)  fraccién VI

Figura 18. 8) fracci6én 1
9)  fraccibén 2

10)  fraccién 3

11)  fracci6n 4

12)  fracci6n 5

13)  fraccién 6

14) fraccibn 7
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bandas bién definidas de proteinas dcidas ; en el carril 13 podemos
observar lo que parece ser la banda correspondiente a L45, desafortu -

nadamente nc fué posible conservar el gel.

Este ensayo nos mostrd que se requiere una fuerza idnica mucho
mis elevada que la aplicada en los primeros experimentos, para separar las
proteinas en forma gradual, por tanto, decidimos elevar la molaridad hasta
600 mM conservando el mismo gradiente de pH.

4,1.5 Ensayo 5

En el ensayo cinco, una muestra de PAME, se eluyé con un gra -
diente mixto de pH decreciente y fuerza iSnica creciente formado con 300
ml de solucidn II DEAEb y 300 ml de solucién III DEAEb. La muestra
PADEAE se dializd, liofilizd y se sometid a electroforesis en un gel de
isoelectroenfoque ( IEE ), ver figuras 19 y 20. Los geles se tifieron
como se menciona en la seccidn 3.6 mostrando bandas semejantes a las que
se observan en la figura 18 pero sin rastro alguno de las proteias L44',
L44 y L45 ( no se muestran los geles ).

4.1.6 Ensayo 6

De acuerdo con estos resultados, el gradiente mixto continuo
formado en este volumen ( 600 ml ) separa a las proteinas dcidas con
excepcitn de las que son nuestro objetivo en este trabajo. Considerando
la posibilidad de que el gradiente de pH y molaridad, en este volumen pro-
duzca un efecto disminuido en la carga eléctrica y en la fuerza idnica ne-
cesarias para la separacidn de las proteinas que nos interesan, considera-
mos conveniente desarrollar el siguiente experimento ( ensayo 6 ) bajo
las mismas condiciones que el ensayo 4. La figura 21 muestra el perfil
del registro a 280 nm de la elucidn de las proteinas de la columna de DEAE
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Figura 19.

Fraccionamiento de las protefnas acidas
realizado en columa de DEAE bajo las
siguientes condiciones de filtracioén :

Gradiente de Acetato de amonio de 5 a 600 mM
Gradiente de pH desde 6.0 hasta 4.5

( ensayo 5 ).
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Figura 20,

Fraccionamiento de las proteinas dcidas
en columa de DEAE bajo las mismas
condiciones de filtracidn que el experi
mento de la figura 19.
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Figura 21. Filtracifn en columa de las proteinas PAQME
bajo las siguientes condiciones de filtracidn :

200 ml de solucidn de Acetato de amonio de 5§
a 200 mM con un gradiento de pH de 6.0 a 4.5,
en seguida, 200 ml de Acetato de amonio de
200 a 400 mM a pH de 4.5 y finalmente, 200
ml de solucibn de Acetato de amonio hasta 400
m™ y unpHde 4.5 ( ensayo 6 ).



Absorbancia a 280 nm
(@)

w —

Ol

02

ot og

oS

UOIJ9DI4 Bp OJBWNN
09

0L

I




63

y la figura 22 revela el andlisis de las proteinas PADEAE en un gel de
poliacrilamida por IEE. En esta figura observamos una serie de bandas,
entre ellas, la correspondiente a la proteina L45.

4,1.7 Ensayo 7

En el ensayo siete eluimos una muestra de PACME en la columa
de DEAE bajo las mismas condiciones de elucidn que el experimento inmedia
to anterior. De esta manera, obtuvimos los diferentes picos que se obser
van en la figura 23. Posteriormente las fracciones correspondientes reci
bieron el tratamiento ya sefialado como es el dializado, liofilizado y el
andlisis mediante electroforesis en gel de IEE. Una vez que &sta termind,
se tifieron los geles con uma solucidn de azfil de coomassie R-250 ( sec --
cidn 2.5.b ) que es mis sensible para la observacidn de las bandas de pro
teina. Los geles se sumergieron en este colorante durante dos horas, al
cabo de las cuales se destifieron en wna solucidn de metanol al 25 % y
dcido ac@tico al 10 % durante dos horas pasandolos después a una solucidn
de metanol al 5 % y acido acético al 5 % ( ver figuras 24a y b ). En la
figura 24a se pueden ver las bandas correspondientes a las proteinas L44',
L44 y L45, en tanto que en la figura 24b se observa una banda de otras
proteinas acidas

4.2 Autorradiografia de las Proteinas Ribosomales Acidas.

El marcaje de estas proteinas se realizd dejando crecer las leva
duras en 250 ml de medio libre de fosfatos inorgénicos ( 119 ), aqui las
células consumen fosfato orgdnico, en dilucién 1 : 200 durante 24 horas a
30 °C con movimiento rotatorio continuo. Posteriormente se agregaron
8 uCi denF04 y se incubaron durante 15 minutos con agitacifn constante,
Debido a que las células utilizan preferentemente el fdsforo inorganico,

éste es consumido rdpidamente.
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Figura 22,

Anilisis por IEE en gel de poliacrilamida
de las protefnas PADEAE de la figura 21.

1) fraccién 3
2) fraccién 2

3) fraccién 1

Ensayo 6.
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Figura 23.

Fraccionamiento de una muestra de proteinas
dcidas PAQME en columa de DEAE ( ensayo 7 )
con las mismas condiciones de pH y molaridad
que el ensayo 6.
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Figura 24.

Andlisis electroforético en geles de poli-
acrilamida para IEE de las muestras PAIEAE

de la figura 23.

Figura 24a. 1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

Figura 24b, 1)
2)
4)
6)

fraccidn
fraccién
fraccién
fraccidn
fraccidn
fraccidn

fraccibn

fraccitn
fraccion
fraccién

fraccibn

11
I1
IIT
TIT

VII
VIII
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Las células se cosecharon como se indica en la secccitn 3.3 .
La pastilla se resuspendid en soluci6n amortiguadora 1075 y se procedid
a romper las cflulas mecinicamente con perlas de vidrio en un agitadoer
Vortex. El lisado celular se colect§ como se menciona en la seccidn 3.3 .
Se agregaron dos volfimenes de &cido acético glacial y 0.1 volfimenes de
MgCl, , después de media hora de agitacidn constante se centrifugd a
5 000 rpm durante diez minutos en el rotor SS5-34 el sobrenadante se diali-
26 y liofilizd ( seccién 2.3 ). La PCT asi obtenida se procesa para sepa-
rar las proteinas ribosomales ( SP 1.0 pH 8.6 ) en presencia de NHyCl 1 M
y 50 % de etanol como se describe en la seccidn 3.4 .

La pastilla SP 1.0 pH 8.6 se resuspende en dos ml de solucidn
amortiguadora I OMC y se eluyd en la columa de resina QMC ( figura 25 ),
las fracciones obtenidas se dializan y liofilizan como se especifica en el
apartado 3.3 .La muestra liofilizada se resuspendid en urea 8 My se
corrid en un gei para IEE bajo las ccmdlc;ones establecidas en la seccidn
3.5 .E1 gel se tifi6 como se sefial6 en’'el apartado 3.6 y en seguida se
secd en un secador de geles Bio-rad y se expuso a una placa para rayos X
( Kodak X-Omat xs-5 ). Los resultados se muestran en la figura 26 y nos
permiten cbservar a las proteinas Adcidas L44', 144 y L45 en su estado
fos forilado.
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Figura 25,

Proteina SP 1.0 pH 8.6 marcada con
fésforo inorglnico eluida a través de
la resina OMC a una densidad 6ptica
de 0.5 y un pH de 4.5
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Figura 26.

Autorradiografia de las proteinas dcidas
tosforiladas de una muestra PAOME
marcada con ”PO4 ( ver texto para detalles ).
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DISCUSION

Los diferentes grupos de investigacidn que se han avocado al
estudio de la estructura y funcidn del ribosoma eucaridtico, han tropezado
con grandes dificultades al intentar aislar y purificar las proteinas ribo
somales debide a las caracteristicas tan especiales que las distinguen.

De ahi la importancia de contar con un método de extraccidn sencillo capdz
de proporcionar cantidades suficientes de proteinas aisladas del resto de
los compnentes celulares.

En el método aqui expuesto, separamos las proteinas dcidas del
ribosoma a partir de un lisado celular total por tratamientc con N'H4C1
1 M y 50 % de etanol, que tambi&n produce la liberacién de algunas pro-
teinas bdsicas y pequefias cantidades de algunas proteinas no ribosomales.
También obtenemos aquellas proteinas dcidas que se encuentran libres en el
citoplasma. Mediante métodos inmunoquimicos se ha averiguado que la par-
ticula ribosomal pierde un 83 %, aproximadamente, de sus proteinas acidas
(98).

Para separar las proteinas bidsicas de la mezcla mencionada en el
parrafo anterior, &sta se sometid a una cromatografia de intercambio
i6nico en columna de MMC. Esta resina intercambiadora de cationes ( figu-
ra 27 ) presenta un principio de accifn que se puede expresar como una
substitucibn de cantidades equimolares de iones de carga iguales :

HR™ + Na* = NaR™+ HY
2 W+ cdt= carj + ot

En donde R™ representa la matriz de la resina.



De esta manera, todas las proteinas con carga eléctrica posi
tiva se unen al grupo carboximetil, mientras que las proteinas 4cidas
eluyen libremente.

Matriz de celulosa Radical carboximetil

Figura 27. Estructura quimica de la resina QMC.
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Las proteinas L44', L44 y L45 fueron separadas de la mezcla

de proteinas dcidas por cromatografia de intercambio i6nico en columa de

DEAE. La reaccidn de intercambio anidnico que tiene lugar en esta resina

( figura 28 ) se puede representar de la siguiente forma :

Rra~+ o™= rRoo+ a~

donde R+representa la matriz de la resina.

Cy Hg
----- ®, - ¢, - Wt
Mg
Cz Hy
Matriz de la resina Grupo dietil aminoetil

Figura 28. Estructura quimica de la resina DEAE.
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Cuando la resina se encuentra en equilibrio, las cargas positivas
de 1a resina y las del i6n acetato ( ACT) se encuentran neutralizadas, al
empezar a eluir la solucifn con las proteinas Acidas, éstas se adhieren al
grupo intercambiador de ionmes { DEAE ) desplazando a los iones de Ac™. Al
mismo tiempo la fuerza ifnica proporcionada por el gradiente de molaridad
aumenta gradualmente en tanto que el gradiente de pH modifica cada vez mis
la afinidad de las proteinas por el grupo DEAE. El gradiente de molaridad
tendrd como funcién el aumentar la cantidad de aniones para crear una fuer
za i6nica que les permita competir ventajosamente contra las proteinas por
el grupo DEAE ; en tanto que el pH, al ir aumentando los iones H;"mdifica
la carga de las proteinas disminuyendo asi su afinidad por el grupo DEAE
facilitando asi su desprendimiento del grupo intercambiador de iones. De
esta manera, por efecto del gradiente mixto aplicado, las proteinas L44',
L44 y L45, eluyen a tn pH de 5 y a una molaridad de 75 m¥ aproximada --
mente ( ver figura 23 ).

El método desarrollado en el presente trabajo se puede resumir
de la siguiente manera :

1.- Inocular la cepa de la levadura en medio YM-1 en dulucién
1 : 200 e incubar en agitacién constante a 30 °C durante 20
horas.

2.- Cosechar el cultivo por centrifugacidon a 5 000 rpm durante 5
minutos.

3.- Lavar las células con agua bidestilada y centrifugar a 5 000

pm por 5 minutos.

4.- Resuspender el paquete celular en solucién amortiguadora 1073
hasta una concentraci6n de 5 a 6 g de células, en peso himedo,
por ml de solucidn.

5.- Romper las cflulas en el homogenizador tipo Braun con pulsos de
30 segundos de agitacién por 15 segundos de reposo.
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Colectar el lisado por succin y lavar las perlas de vidrio
con solucién amortiguadora 1073 hasta que el liquido de lavado

sea transparente.

Agregar dos volGmenes de dcido acético y 0.1 vollmenes de MgCl,
1 M, mantener en agitacifn constante durante 30 minutos.

Centrifugar a 5 000 rpm por 10 minutos.

Si el volumen del sobrenadante lo requiere, concentrar las
proteinas por evaporacifn en frfo, del dcido actico en el

rotoevaporador.

Dializar el concentrado contra cuatro litros de agua destilada
durante 24 horas con tres cambios del 1iquido como minimo.

Nota : El proceso, a partir del punto 2, se realiza a una
temperatura de 4 °C,

Liofilizar las proteinas.

Resuspender las proteinas liofilizadas en un volumen suficiente
de soluciébn SP 1.0 pH 8.6 para ajustar entre 150 y 200
D. 0. a 260 nm por ml y agitar en hielo durante 20 minutos.

Agregar medio volumen de etanol al 95 § agitando durante diez
minutos. Al t&rmino de éstos, agregar otro medio volumen de

etanol al 95 % y dejar agitando cinco minutos.
Centrifugar a 10 000 rpm por 10 minutos.

Agregar al sobrenadante 2.5 volfmenes de acetona a - 20 °C,
dejar reposar en el congelador de - 20 °C hasta la formaci6n

de los grumos de proteina.

Centrifugar a 10 000 rpm durante 20 minutos a temperatura de
4 °C.

La pastilla se seca por evaporacién de la acetona y se
resuspende en solucibén amortiguadora I OMC,
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18.- La pastilla resuspendida se pasa a través de una columa de
MC, eluyéndose con solucibn I (MC.

19.- Las fracciones colectadas se dializan contra 4 litros de agua
destilada durante 24 horas con tres cambios del 1iquido.

20.-  Se liofilizan las muestras de proteina dializada.

21.- Las proteinas licfilizadas se resuspenden en solucién amorti -
guadora II DEAEb ( seccibn 2.3.6 ).

22.- La muestra se pasa a través de una columa de DEAE eluyendo con
un gradiente mixto de pH decreciente y fuerza idnica creciente
formado con 100 ml de solucién amortiguadora IT DEAEb y 100 ml
de solucidn III DEAE ( apartado 2.3.7 ). En seguida se pasa
un gradiente de fuerza ibnica formado por 100 ml de solucidn
IIT DEAE y 100 ml de solucién IV DEAE ( seccidn 2.3.10 ),
finalmente, se pasan 200 ml de solucidn IV DEAE.

23,- Igual que el punto 19.

24.-  Las fracciones eluidas por la columa de DEAE se analizan
mediante isoelectroenfoque en placas de gel de poliacrilamida.

Es pertinente hacer notar que la aplicacidn de este método
evita el uso de ultracentrifugas y rotores zonales al no haber necesidad
de bajar los ribosomas ni separar &stos en sus subunidades asi como el
hecho de poderlo utilizar para obtener grandes cantidades de proteinas
ribosomales.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos se pueden resumir en los siguientes

puntos :

.-

3e-

Las proteinas ribosomales se pueden extraer a partir
de extractos celulares totales sin necesidad de sepa
rar y fraccionar los ribosomas.

El tratamiento con N{yC1 1 M y 50 % de etanol
produce la separacién de las proteinas ribosomales
dcidas junto con otras proteinas.

Las formas fosforiladas de las protefnas Acidas no se
pueden separar entre si.

El método empleado no desfosforila las protefnas. En
este aspecto, el proceso de extraccibn es confiable
porque la forma mayoritaria de las proteinas se extrae
en forma fosforilada.

Este método de extraccibn obtiene las siguientes
cantidades de material en promedio por litro de cultivo :

6.39 g de células en peso himedo.

0.39 g de proteina celular total ( PCT ) en
peso seco.

5 mg de protefna SP 1.0 pH 8.6 y

2.25 mg de protefnas dcidas semipurificadas
elufdas a través de la columa de (MC.
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GLOSARIO

Introduccion de un radical acetilo (un radical
monovalente (H;07que resulta cuando el acido
acético pierde un grupo OH) en la molécula de wn
compuesto que tenga un grupo OH™ & NH .

AP ciclico (3',5'-adenosin monofosfato), molEcu
la cuyo grupo fosfato esta ligado internamente
por medio de un enlace fosfodiéster entre los
atomos 3,5 para formar una molécula ciclica. Es
activo en la regulacién de la expresién génica en
células bacterianas y eucaridticas. EI AMPc se
forma a partir del ATP por medio de la enzima
adenilciclasa.

Acido nucleico formado a partir de AIN cromosdmi-
co que interviene en la sintesis de proteinas ;
esta compuesto por cadenas de fosfato, purinas y
pirimidinas. Es el material genético de muchos
virus. Se conocen tres clases :

ARNT : Acido Ribonucléico Ribosomal.

ARNt : Acido Ribonucléico de Transferen -
cia o Adaptador.

ARNm : Acido Ribonuclé&ico Mensajero
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Molécula compleja de una sola cadena formada de
nuclebtidos repetitivos, esta relacionado con el
proceso de la transcripcién del cddigo genético
en una estructura molecular proteinica.

Moléculas que presentan un sdlo sitio de inicia-
cidén y wo dc temminacifn por lo que codifican
para un s6lo producto polipeptidico primario. Es
caracteristico de organismos eucaridticos.

ARN que se encuentra en los ribosomas, constitu-
ye hasta el 65 % de la masa de los ribosomas. En
E. coli se encuentran tres clases con un coefien
te de sedimentacidén de 23 s, 16 s y 5s. En
eucariotes existen generalmente cuatro tipos de
ARN : 5s, 5.8 s, 18 s y 28 s.

Un tipo de ARN que se encuentra en el citoplasma
del cual hay por lo menos sesenta variedades,
mas de uno para cada aminoicido. Este ARN se une
con su aminoicido especifico y lo lleva al. ribe-
soma durante la sintesis de proteinas.

Trifosfato de adenosina, es una molécula que cons
ta de una purina, un azficar (ribosa) y tres gru-
pos fosfato. Gran cantidad de energia para las
funciones biol6gicas se almacena en los enlaces
de alta energia que une los grupos fosfato y se
libera cuando uno o dos fosfatos se separan de

la molécula de ATP.

Método grifico para reproducir un compuesto que
que contiene radioelementos cuyas radiaciones
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impresionan la placa fotogrifica, dando un repar-
to de la sustancia radioactiva.

Introduccidn de un radical carbamilo (un radical
NH![D" derivado del acido carbdmico NH,COCH) en
la molécula de un compuesto que tenga un grupo
NHz™.

Polfmero formado por moléculas de glucosa (B-D-
glucopiranosa) unidas por enlaces f (1-#4) para
formar cadenas no ramificadas reforzadas por enla
ces cruzados de puente de hidrOgeno. Su formula
general es (CﬁH'io Os)n en la que n es un nmero
muy elevado que llega a varios miles.

Unidad Svedberg (s), la medida de la rapidez a la
que una molécula sedimenta en un campo centrifugo
determinado.

Fenbmeno a favor del cual una cipsula se abre en
forma natural sl llegar a su madurez liberando o
exponiendo su contenido.

Paso de sustancias disueltas a través de membranas
semipermeables, lo que permite separarlas de las
sustancias que las acompafian en estado coloide.

Término aplicado a la célula que contiene un par
de cada tipo de cromosomas.

Técnica mediante la cual las moléculas orginicas
cargadas ibnicamente se pueden separar e identi -
ficar de acuverdo con sus movimientos caracteris -

ticos en un campo eléctrico. Especialmente Gtil
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para separar un aminodcido de otro o una base de
otra en un hidrolizado de protefnas o &cidos
nucleicos.

Aplicado a c€lulas que tienen nficleo con membrana;
presentan caracteristicas muy particulares que

las distinguen de las procariotas, algunas de cstas
caracteristicas se encuentran esbozadas en la
Tabla que se presenta al final del glosario.

Proteinas especificas necesarias para la formacidn
de los enlaces peptidicos entre los aminodcidos
durante la sintesis proteinica. En procariotes se
conoces tres ; EF-TU, EF-Ts y EF-G, mientras que
en eucariotes dos ; eEF-1 y eEF-2.

Se les conoce asi a las protefnas necesarias para
iniciar el proceso de sintesis de proteinas,

Proteinas especificas que actfan durante la termi -
nacién de la sintesis proteinica mediante la inter-
pretacidn de sefiales genéticas de detenci6n.

Reaccifn quimica mediante la cual se afiade fosfato
a un compuesto, por ejemplo, la formacién de ATP
a partir de ADP y f6sforo inorginico.

Difosfato de guanosina, se origina a partir de GMP
cuando &ste capta un fosfato por medio de una
reaccién de fosforilacifn o por hidrblisis del GIP.



Gel

Glucanas

GTP

Haploide

Heterotrofico

Liofilizacidn

Una de las formas en que puede presentarse un co-
loide. En el gel predomina la fase s6lida sobre
la liquida y se llega a el a partir de wna solu =
cifn por coagulacidn,

Nombre dado a los polisacdridos formados exclusi=
vamente por la glucosa como sucede con la celulo=-
sa o el almiddn

Trifosfatn de guanosina que se forma a partir de
GDP por medio de una transferencia de fosfato.
Sirve como fuente energética para la sintesis de
proteinas en los ribosomas y en diversos sistemas
que requieren energia.

Condicidn en la cual una célula tiene solamente
una copia de cada gen. La mayoria de los organis -
mos superiores tienen dos copias de genes para
cualquier caracteristica. Sin embargc, muchos or =
ganismos como las bacterias, paramecium y la mayo-
ria de las algas son haploides durante la mayor
parte de su periodo de vida.

Un organismo que depende de su ambiente para su --
plirse de materiales nutritivos para construir sus
propios constituyentes orginicos y también sus
necesidades generales de energia.

Desecacifn de un material, enfriado a muy baja

temperatura, mediante elevado vacio, que origina
la sublimacidn del disolvente. Asi se conservan
alimentos, productos fammaceliticos y materiales

bioldgicos.
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Polimero de manosa, Coﬁmoo- son polisacdridos
de reserva que se encuentran muy generalizados
en el reino vegetal. Estan constituidos por la
D-manosa mediante enlaces f#(1-+4) glucosidicos,

su forma estructural es la siguiente :

{ g oo
HO#QH,-C = C - C - C - GHeOH
: 0

Un proceso de divisidn celular sin duplicacién de
cromosomas, de tal manera que cada una de las
células hijas, contiene la mitad de los cromoso =
mas que tenia la c&lula madre.

Es el nlmero que describe la acidez o alcalinidad
de una solucidn acuosa. El intervalo habitual de
pH es aproximadamente desde 1 para el HCl 0.1 N
hasta 13 para el NaOH 0.1 N .E1 pH fué definido
como el logaritmo negativo de la concentracién de
iones hidrbgeno.

Macromolécula que contiene el grupo -CH,(H (CONH,;)-,
la poliacrilamida es una resina soluble en agua,
utilizada como floculante de liquidos turbios.

Polfmero complejo que contiene carbono,hidrbgeno,
nitrégeno y generalmente azufre, formado por cade-
nas de aminoicidos unidos por enlaces peptidicos
(-00-NH-). Su peso molecular oscila entre 6 000
(insulina) vy mis de 40 millones (virus del mosaico
del tabaco).
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Aquel valor de pH al cual una molécula no posee
carga eléctrica y por lo tanto, es incapaz de
desplazarse en un campo eléctrico.A este pH una
molécula de protefna muestra un minimo de solu -
bilidad.

Polimero formado por unidades de N-acetil-D-glu

cosamina unidas por enlaces f(1-+4) glucosidicos.
Es wn polisacirido estructural de muches organis
mos. Se encuentra en mayor abundancia en los ca-
parazones de los crustédceos y en los exoesquele-
tos de los insectos.

m‘m“'ms — —
N-Acetilglucosamina N-Acetilglucosamina

Enzima capaz de romper los enlaces fosfodiéster
del ARN.

RNasa A : rompe después del nucleStido Uridina-
-5-fosfato o Citidina-5-fosfato.

RV¥asa T2 : rompe a nivel del nucleStido Adenina-
-5-fosfato.

Pequefias particulas intracelulares compuestas por
proteinas y altas concentraciones de ARN. Se en -

3

cuentran ya sea libres en el citoplasma o adheridas a
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la superficie del retfculo endoplasmico rugoso y
son los centros de la sintesis de proteinas.

Organismo vegetal heterStrofo que se nutre a ex -
pensas de animales o plantas muertos y de toda
suerte de restos organicos en descomposicifn o
descompuestos,

Duodecil sulfato de sodio, detergente anibnico
que confiere cargas negativas a las protefnas. El
SIS disocia las proteinas en sus cadenas pol ipep-
tidicas constituyentes. La electroforesis en gel
de poliacrilamida en presencia de SIS separa las
cadenas polipeptidicas de acuerdo a su P.M.

Procesamiento de la informacidn genética contenida
en una molécula de AN durante el cual los genes
son copiados en ARN para producir ARN mensajeros,
ribosomales y de transferencia.

Tabla conteniendo algunas caracteristicas escen -
ciales de células procariotas y eucariotas.

CEL'LA PROCARICTA CELULA EUCARIOTA
Bacterias, algas La mayoria de las algas,

verde-azfiles plantas y animales
(cianoficeas) superiores.
Membrana nuclear - +
Divisifn mitdtica - +
Dimensidn aproximada de 1laldu de 10 a 100 u
Cromosomas con histonas - +
Mitocondrias - +
Ribosomas 70 s 80 s (citoplasmiticos)

70 s (orginulos)

Presencia + Ausencia
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