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TABLA 2. ALGUNAS PROPIEDADES GENERALES DEL RIBOSOMA EUCARIOTICO 

DE HIGADO DE RATA. 

RIBOSOMA SUBUNIDAD PEqJENA SUB{.]'>;IDAD GRANDE 

COEFICIENTE II: SEDIMENTACION 80 s 40 s 60 s 

MASA ( DALTONES ) 4 420 000 1 400 000 2 820 000 

ARN : 

MAYOR 

1 

18 5 = 1 900 bases 1) 28 s = 4 700 bases 

MENOR 2) S.8s= 160 bases 

3) s s = 120 bases 

MASA 1 700 000 ª 1) 1 700 000 ª 
2) Sl 000 b 

3) 39 ooob 

PROPORCION 
1 

60 % so % 6S % 

PIDTEINAS 

NUMEro 82 33 49 

MASA 700 000 1 ººº 000 

PIDPORCION 40 · % so % 3S % 

..... 
~ 

REFERENCIAS : 33, a ; 34, 3S b ; 36,37. b. Pesos moleculares calcul ados a partir <le 
sus secuenci as . 
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La sintesis del ARN 5 s tiene lugar fuera del nucléolo y las 

proteínas ribosomales se s intetizan en el citoplasma. Se sabe que 

algunas proteínas ribosomales migran al nucléolo y se ensamblan al 

precursor irillediatamente despu~s de su transcripción e 38,39 ), la unión 

de las primeras proteínas facilita la uni6n de las demás. Mediante el 

análisis de geles bidimensionales se ha demostrado que el precursor 

nucleolar contiene aproximadamente 30 proteims de la subunidad riboso

mal mayor ( 40 ) • 

El proceso de la sfntesis del ribosoma en eucariotes se esque

matiza en la siguiente figura: 

Figura S. 

N U C L E O 

pre 

82 L ARNmPR 

1 

CITOPLASPH 

Rep resentación esquemática de la bios íntesis del ribosoma 

en una célula eucari6tica e 41 ) ·. 
PT Precursor Transcri to 

PR Proteínas Ribosomales . 

.._.__.._ .......... , .... - ' 
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La s1ntesis del AJl~ S s tiene lugar fuera del nuc l ~lo y las 

protctnas ribosoma les se sintetizan en el c itoplasma . Se sabe que 

algunas proteina s ribosomalcs migran al nucl~olo y se er~amblan al 

precursor inmediatamente despu~5 de su transcrip~ i6n ( 38 , 39 ) , la uni6n 

de las prUneras proteinas faci l ita la unión de las demás. Mediante el 
análisi s de ge les bidimensionales se ha demostrado que el precursor 

nuc leotar cont iene aproximadamente 30 pl~te1nas de la subunidad riboso
IIDl m1.yor ( 40 J. 

El proceso de la s1ntesis del ribosoma en eucariotcs se esque

matiza en la siguiente figura: 

.UCLEO C 1 T O Pl A S H 

PT pre ARNr ----{ 

Q60S 

V 

" 
PT == '" r-"=/ 

1ITP eH) 
3 

L ARra Pl 

1 

P . R. 

Representaci6n esq~nática de la biosfntesis del ribo~oma 

en una c!lula eucari6tica ( 41 )" 

PT Precursor Transcrit o 

PR Proteínas Ribosomales . 
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l. 2. 2 Estructura. 

Los estudios realizados sobre el ribosoma eucaríótico de 

Arter.ia salir.a, embrión de pollo, hfgado de rata y reticulocitos de cone -

jo ) y procariótico ( de ~ coli ) irediante microscopía electrórüca 

( 42,45 ) han penrátido observar tma gran similitud en cuanto a su morfo

logia a pesar de sus diferencias relacionadas con el tamaño y proporción 

del ARN. 

En el r ibosoma de higado de rata se observa a la subtmidad pe 

queña com:J tm elipsoide alargado ligerairente curveado y aplanado cuyas 

dimensiones son 230 A X 140 Á X 115 Á, pudiéndose apreciar tma ranura 

a 80 Á de un extrem:J de la subpartícula que la divide en dos partes. La 

subtmidad mayor se percibe com:J tma imagen redondeada de 220 A aproxima -

<lamente, o bién , com:J tma fonna asimétrica triangular con tm extremo pl.Dl -

tal y el otro convexo. Presenta l.Dla hendidura a 80 A del extremo ptmtal 

( figura 6 ) • 

l. 2. 3 Fl.Dlción. 

La ftmción escencial del ribosoma eucariótico consiste, al igual 

que el ribosoma procarió t ico, en sinteti zar proteinas de acuerdo con las 

instrucciones del ARNm mediante tma serie de etapas que i~li'-'.an a dife -

rentes componentes celulares. A pesar de la dificultad que presenta el 

estudio del rnecanisroo de sintesis proteinica debido al mayor tamaño y nú

mero de las proteinas ribosomales asi coroo de los ácidos nucleicos, se 

sabe bastante sobre este proceso, si bien algl.DlOS detalles a nivel de reac 

ciones intermedias, permanecen sin aclararse. La traducción del AR~m a 

proteinas por el ribosoma comprende tres etapas denominadas Iniciación, 

Elongación y Terminación ( figura 7 ). 

TESIS CON 
.. ).1ADE ORIGEN 
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1. Z. 2 Estructura . 

Los estudios real izados sobre el ribosoma eucari6tioo d~ 
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Figura 6. Modelo tridimensional del ribosoma eucariótico 

de hfgado de rata. La subunidad pequeña esta 

señalada por la l etra S y la subunidad grande 

por la letra L. 

Según J. A. Lake, D.D. Sabatini y Y. Nomura 

( 43 ) • 

TESIS CON 
• • ! "~ ' ~'~~ ORlf'YN: 

i : , ; e A ~ t •. ~. "' .i .:." . ... 
• • ~ (~ ,· .. ~ . ¡, •• ~ .~ 

~ .. .. f ..... .. "" "'' •'! ' 
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Figura 6. Modelo tridinensional del ribosoma eucari6tico 

de higaoo de rata. La submidad pequeña esta 

señalada por la letra S y la !>ubLmidad grande 

por la letra L. 

Según J. A. Lake , 0.0. Sabatini y Y. Nomura 
( 4l ). 
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Las principales caracterís ticas del sis t ema eucariótico que lo 
diferencían del procarióti co son las siguientes : 

1.- Los ribosomas presentan proteínas con un mayor P. r.t. y 

ácidos nucleicos con coefi~iente de sedimentación más 

elevado. 

2.- Intervienen un mayor núnero de factores de iniciación. 

3.- El metionil-ARNt no esta formilado. 

4. - Existe un residoo nucleosídico llamado "cap" que esta 

presente en la mayoría de los ARNm eucarióticos . 

5.- Los AR.ful son monocistrónicos. 

19 

Se ha descubierto, hasta ahora, un total de 8 factores de in i cia

ción en reticulocitos de conejo y uno, truito en germen de trigo como en ex

tracto de hígado de ternera ( Tablas 3 y 4 ) , de los cuales dos constan de 

varias cadenas polipeptídicas mientras que los restantes estan fonnados 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 formación 

del complejo de iniciación 80 s . En tanto que los factores elF-1 , elF-4A, 

elF-4B , elF-4C y, probablemente, elF-4D elevan dos o tres veces el es tf -

mulo para la fonnación del CO!!q)lejo. Las etapas de elongación y termina -

ción involucran factores que, funcionalmente, son similares a los que actúan 

en el s istema procariótico de síntesis proteínica. 

l. 3 Proteínas Ribosomales Eucarióticas. 

Numerosos grupos de trabajo se han avocado al estudio de l as 

proteínas ribosomales eucarióticas , principalmente en hígado de rata, con 

el fín de di lucidar primeramente, su aislamiento y purificación ( 64 ) y 

posteriormente su caracterización ( 52-63 ) . El núnero y pesos mo l eculares 

se ha det erminado mediante técnicas de electroforesis en geles de 

TESIS CON 
FALLAD E ORIGEN 
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TABLA 3. 

FACTOR 

elf-1 

elF- 2 

elF-3 

elF-4A 

elF-48 

elF-4C 

e1F-4D 

elF-5 

elF-6 

FACTORES DE INICIACIO ~I EUCARIOTICOS DE RETICULOCITOS DE CONEJO. 

PESO M:lLECULAR 

15 000 

128 000 

500 000 

so 000 

80 000 

17 OOJ 

de 125 000 

a 160 000 

23 000 

ESTRUCTURA FUNCION 

1 polipéptido estimula la función del elF-3. 

3 polipéptidos se une al Met-ARNt en presencia de GTP. 

varios polipéptidos une el complejo trenario 40 s al AR'lm. 

1 polipéptido estimula la funcíón del elF-3 y une ATP ( 46 ). 

1 polipéptido estimula la función del elF-3. 

1 polipéptido une la subunidad 60 s con el complejo Met-ARi~t-40 s. 

1 polipéptido 

1 polipéptido 

1 polipéptido 

des conocida 

libera el elF-2 y el elF-3 del complejo de 

iniciación 40 s ( 47,48,49 ). 

evita la unión de las subunidades 40s-60 s en 

génnen de trigo e hígado de ternera ( 50,Sl ). 

N 
o 
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elF-4D 

elF-5 

elF-6 

FACTORES DE INICIACIO~! EUCARIOTICOS DE RETICULOCITOS DE CONEJO. 

PESO M::JLECULAR 

15 000 

128 000 

500 000 

so 000 

80 000 

17 OOJ 

de 125 000 
a 160 000 

23 000 

ESTRUCTURA FUNCION 

1 polipéptido estimula la ftmci6n del elF- 3. 

3 polipéptidos se tme al Met-ARNt en presencia de GTP. 

varios polipéptidos une el complejo trenario 40 s al ~m. 

1 polipéptido estimula la funcíón del elF-3 y une ATP ( 46 ). 

1 polipéptido estimula la función del elF-3. 

1 polipéptido une la subtmidad 60 s con el complejo Met-ARi~t-40 s. 

1 polipéptido desconocida 

1 polipéptido 

1 polipéptido 

libera el elF-2 y el elF-3 del complejo de 

iniciación 40 s ( 47,48,49 ). 

evita la unión de las subtmidades 40s-60 s en 

génnen de trigo e hígado de t ernera ( 50,51 ). 
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poliacrilmnida bidimensionales ( 65,66,67 ) . El procedimiento para la 

purificación de las proteínas ribosomales se sirvió de aquél empleado 

21 

para aislar las proteínas ribosómicas procarióticas ( 68-71 ), a grandes 

rasgos es corno sigue ; separación de la partfcula 80 s en sus submidades, 

extracción de las proteínas de cada subunidad con ácido acético al 67 % 

en MgCl2 100 rrN ó bién Li Cl 2 M y urea 4 M. Las proteínas ribosomales 

ácidas se separan de las básicas por medi0 de crowatografía de intercambio 

iónico en CMC o en fosfocelulosa, las proteínas ácidas, en CEAE celulosa 

( 72-77 ) , de esta manera se han separado 33 proteínas de la subunidad 

pequeña y 49 de la mayor. 

TABLA 4. 

SUBUNID\D 

SUBUNIDACES CilMPONENTES DEL FACIDR DE INICIACION 

MASA 

35 000 

38 000 

55 000 

elF-2. 

FUNCION 

se une al GIF, es ta unión es controlada 

por fosforilaci6n. 

posiblemente presenta actividad 

recicladora. 

se une al Met-ARNt y al ARNm. 

El peso =lecular de las protefnas purificadas ha sido detenni -

nado por medio de electroforesis en geles de SI:6 y v.a de 11 200 hasta 

31 100 para la subunidad menor con un promedio de 21 400, en tanto que para 

la subunidad 60 s , e l PM mínimo es de 11 500 y un máximo de 41 800 con 

un promedio de 21 200 ( 78 ). Es probable que estos valores sean sólo una 

aproximación de los valores reales debido a que se encuentran influenciados 

por el método analftico empleado así como las propiedades físicas de la 

pro teína ( 73 ) . 
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un promedio de 21 200 ( 78 ). Es probable que estos valores sean s6lo una 
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por el método analítico emp leado así com las propiedades físicas de la 
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El estudio de las proteínas ribosómicas ha tropezado con diver

sos problemas, corro el causado por la m:idificación química que puede ser 

fisiológica corro la metilación, acetilación o fosforilación o bién adven- 

ticia producida durante el proceso de aislamiento ( la acción de una enzi

ma específica o una carbamilación ) . Generalmente se considera que ma 

proteína ribosomal es única después de considerar su secuencia y composi - 

ción de aminoácidos, su peso rrolecular y su conportamiento electroforé -

tico. 

]. 3.1 Fosfoproteínas Ribosomales. 

En 1970, Kabat ( 79 ) y Loeb ( 80 ) descubrieron que algunas 

proteínas ribosomales están fosforiladas. Más tarde, se averiguó que ésta 

se puede producir "in vitro" por proteincinasas asociadas al ribosoma o 

por proteincinasas exógenas. Pensar que las fosfoproteínas puedan desem -

peñar una fmción esencial sobre la síntesis de proteínas, ha sido una 

idea muy atrayente, sin errbargo, aunque se ha encontrado que la fosfo;i- -

lación está condicionada por ciertos estímulos fisiológicos corro horm:inas, 

AMPc, infecciones virales, canbio de las condicion<:>s del crecimiento de 

las células en cultivo, etc. ( 78 ), aún no se ha podido detectar cambio 

alguno en la actividad ribosomal cuando se fosforilan "in vitro" ( 81 ) , 

así mis no, se ha reportado que los ribo somas traducen al ARN rens aj ero 

aún en estado desfosforilado ( 82 ). Lo anterior s ugiere que esta fosfo -

rilación no produce cambios drásticos en la actividad ribosomal sino sólo 

rrodificaciones sutiles que tienen que ver con una modulación mis fina de 

su complicado aparato sintético o alguna otr« función no ensayada "in vitro" 

todavía. Por otra parte, se sabe que algunos factores de iniciación se 

fosforilan ( 83 ) . 

Es sorprendente que sólo una pequeña fracción de las proteínas 

ribosomales esté fosforilada y que ésta se haya conservado evolutivamente 
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hablando, en organÍSiroS COlllJ hongos ( 84, eS ) , l evaduras ( 86, 87 ) , 

proto zoarios ( 88 ), Artemia salina ( 89,90 ), plantas colllJ Lerm a 

minor 91 ) , en células de hígado de rata ( 92 ) y en células He La 

( 93 ). Es muy probable que esto sea lID r e fle j o de la iflllortancia del 

papel que deserrpeña.1. esta!; proteínas fosforil adas en la fl.IDción del 

:ribo soma. 

1.4 Proteínas Ribosomales de la levadura Saccharomyces 

ce re vis iae. 

Las proteínas ribosomales se han ana lizado nediante sistemas 

de geles bidimensionales urea ácida-urea básica ( 6 7 ) y urea ácida-Sffi 

( 94-96 ) que han permitido separar entre 70 y 80 proteínas , 30 + 5 de 

la subunidad 40 s y 40 + 5 de la s ubl.IDidad 60 s (figura 8 ). Estas 

proteínas mi gran hacia el cátodo a un pH de 8.6 y la mayoría presenta 

23 

t.m carácter fuertemente básico ( PI >8. 6 ) . Su aislamiento ha tenido 

que sortear diversos problemas debido a su número tan elevado, su insolu -

bilidad en ausencia de agentes desnaturalizantes , a cie rta a gregación 

inespecífica y t.m peso lllJlecular muy semejante . Todo esto corrplica la 

obtención de proteínas puras en cantidad suficiente ( 98 ) ._ 

l. 4.1 Fosfoproteínas Ribosomales Acidas. 

Dentro de las proteínas ribosomales de ~· cerevisiae, se encuen

tran algunas que son ácidas, mi gran hacia el ánodo en l a primera dimensión 

de t.m ge l en un sistema electroforét ico bidimensional pH 8.6 X pH 4.5 

( 99 ) y presentan características distintivas como son las siguientes 

1.- presentan un PI entre 3 y 5 
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hablando , en organlslOOs COIOO hongos ( 84, 85) , levaduras ( 86 , 87 ), 

protozoarios ( 88 ) , Artemia sal ina ( 89 ,90) , plantas CO IID Lema 

minor (91 ) , en células de higaoo de rata (92) Y en d!l ul a s lIe La 

( 93). Es lIl.l)' probable que esto sea un reflej o de la irrportancia del 

papel que desenpef'j¡;', est a!:; proteinas fosforiladas en la íunci6n del 
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cerevisiae. 
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de geles bidirrens ionales urea 1icida-urea básica ( 67) Y urea ticida-Sffi 

( 94-96) que han pe nniti oo separar entre 70 y 80 proteí nas , 30 + 5 de 

la soounidad 40 s y 40: S de la subunidad 60 s (figur a 8 ) . Estas 

protefnas migran hacia el cátodo a un ;>JI de 8. 6 Y l a mayoria presenta 

un cañcter fuertemente básico (PI > 8. 6 ). Su aislamiento ha tenioo 

que so rtear diversos problemas debido a su número tan elevado, su inso lu -

bilidad en ausencia de agen t es desnat uralizantes, a cierta a gregación 

inespecHica y un peso rrol ecular muy semejante . Todo es to corrplica l a 

ob tenci6n de proteínas puras en cantidad sufic iente { 98 }. 

1.4.1 Fosfoproteínas Ribosomales Acidas . 

Dent ro de l as protcinas ribosomales de ~. cerevisi ae , se encuen

tran algunas que son ácidas , migran hacia el ánotkl en la prirrera dimensi6n 

de un gel en lJ1 sistema electroforético bidimensional pH 8.6 X pH 4. 5 

( 99) Y presen tan caracterist i cas distinti vas coroo son las siguientes: 

1. - presentan ln PI entre 3 y 5 
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Figura 8. Proteinas ribosonales totales obtenidas 

por Gorenstein y Warner ( 96,97 ) 

quienes colocaron las proteínas de las 

subunidades 40 s y 60 s en un gel 

bidimensional, la priirera dimensión se 

corrió a un pH de S y la segunda, en 

presencia de Sffi. 
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Figura 8. Prote1nas ribosomales totales obtenidas 

por Goren.stein y Wamer ( 96 , 97 ) 

quienes colocaron las proteinas de las 

subunidades 40 s y 60 s en un gel 

bidimensional, la prillEra d.i.mansión se 

corrió a LI'l pH de 5 Y la segunda , en 

presencia de 51:6 . 
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3.-

se extraen selectivamente del ribosoma con !l:'H
4
Cl 

O. S M 6 1 M y SO % de etanol. 

poseen pesos moleculares bajos e de 11 092 a 

22 000 Daltones ). 

4. - presentan modificaciones quirnicas como la aceti 

lación y la fosfonlación. 
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Cuando estas proteínas han sido sintetizadas, sufrell los cambios 

químicos arriba mencionados cuyo significado ftmcional aún no esta del 

t odo claro. En 1976 , Zinker y Wamer ( 100 ) observaron que cinco ( des i_g_ 

nadas de Pl a PS ) de un total de 67 se enco!ltraban fos foriladas "in 

vivo" pués el tratamiento de las fosfoproteínas con elevadas concentra 

ciones de RNasa A y T2 no afecta al fosfato unido a la proteína y la 

hidrólisis ácida de éstas produce residuos de fosfoserina y fosfo treonina . 

La fosfoproteína Pl, con un peso molecular de 40 000 , se encuen

tra en la subunidad 60 s del ribosoma ; se resuelve como dos proteínas 

( Pl/Pl* ) en geles bidimensionales de urea pH 3.2 X Sffi ( 101 ) , no se 

desplaza en la primera dimensión de geles de poliacrilamida a pH 8.6, 

pH 5.0 y pH 3.0 en ausencia de Sffi. Presenta una actividad proteo.lítica 

en estado desfosforilado e 102 ) y un carácter electroforético neutro, es 

una proteína de recambio entre el ribosoma y el citopl asma y se ha encon -

trado que forma un complejo ribonucleoprotéico 7 s al asociarse con el 

ARN S s, del cual es probable que exista una poza citoplasmica ( 103 ) . 

P2 es una proteína básica de P.M. 31 000 que corresponde a la 

S 10 en la nomenclatura de Kruiswijk y Planta ( 96 ) , lo inter esan t e de 

es ta proteína radica en la gran similitud con la S 6 de ribosorras de 

hígado de rata ( 92 ). P3, que presenta un corrportamiento electroforéti:::o 

similar al de la S 27 , corresponde a la S 2 en l a nomenclatura establ e -

cida por Kruiswijk y Planta en 1974 . P2 y P3 se encuentran solamente 

en la subunidad 40 s cuando son extraídas con so luciones amortiguadoras 

.• 
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quimicos arriba rrencionados cuyo significaÓ:> funcional aún no esta de l 

todo claro. En 1976 , Zinker y Wamer ( 100 ) observaron que cinco ( desi.&. 

nadas de PI a PS) de un total de 67 se enCO:ltraban fosforiladas "in 

vivo" pués el tratamiento de las fosfoprotcinas con elevadas conccn tra 

dones de R'lasa A y TZ no afecta al fosfato unido a la protet:na y la 

hidr6lisis ácida de éstas produce residuos de fosfoserina y fosfo treon ina. 

La fosfoprotetna PI , con un peso molecular de 40 000 , se encuen

t ra en l a sublllidad 60 s del ribosoma j s~ resuelve COlOO dos proteinas 

( PI/Pl~ ) en geles bidirrensionales de urea pH 3.2 X SOS ( 101 J. no se 

despl a za en la prinera dirrensi6n de geles de poliacrilamida a pH 8.6 , 

plt 5.0 Y pB 3.0 en ausencia de sa;. Presenta una actividad proteo,lítica 

en estado desfosforilado ( 102 ) Y un carácter electroforético neutro, es 

una proteina de recambio entre el r ibosom3 y el citopl asn~ y se ha encon 

traoo que forma un cOOlplejo ribonuc1eoprotéico 7 s al asociarse con el 

~ S s , del cual es probable que exista lila poza citoplasmica ( 103 ) . 

P2 es una proteina básica de P. M. 31 000 que corresponde a la 

S 10 en la 1L0menclatura de Kruiswijk y Planta ( 96 ) , lo interesante de 

esta prote[na radica en la gran similitud con la S 6 de ribosc:ms de 

higado de rata ( 92 ) , P3, que presenta un corrportamiento electroforétioo 

similar al de la S 27 , corrcsponde a la S 2 en la nomenclatura estable 

cida por Kruiswijk y Planta en 1974. P2 Y P3 se encuentran solarrente 

en la swmidad 40 s cuando son extraídas con so l uciones woortiguadoras 

.' 
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ele elevada fuerza i6nica ( KCl O. 5 M) y en las dos subuni<lades cuando 

son ex trafdas con bajas concentraciones del ión Mg 10- 5 M ) , por lo que 

se ha s uge rido que se localizan en la in t erfase de las subunidades 60 y 

40 s ( 100 ) . P4 es una fosfoproteína ácida presente en los polisornas con 

PM <le 15 500. 

P5 esta constituída por dos o más especies denominadas L35/L36 

100 ) ó L44/14 5 ( 96 ) , Ax reportada por Sánchez-Madrid en 1979 

104,105 ) y 144' observada por Vidales en 1982 ( 98 ). Las proteínas 

L44', 144 y L45 presentan un PM que oscila entre 11092y14 000, un 

sólo estado de fosforilaci6n, una reacción inmunológica 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 b:mda de aproximadamente 13 500 D, observaciones mediante técnicas 

de ultracentrifugación y filtración en colunna han demostrado que las pro -

teínas L44/L45 forman dímeros estables en solución, su semejanza en la 

composición de aminoácidos es muy grande ( Tabla 5 ) pero el análisis de 

los mapas de digestión trfptica 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 proteínas L 7/L 12 del ribosoma de .§_. coli, 

con un PM de 12 207 y 12 165 respectivamente ( 107 ) , presentan un 

carácter muy ácido, se fas forilan "in vitro" por cinasas de células supe

riores, existen cuatro copias presentes como un par de dfmeros sumamente e~ 

tables por cada úbosoma ( 108 ) y 1 7 se encuentra acetilada en su extre 

mo amino terminal. Las evidencias existentes sugieren que uno de estos 

dímeros esta implicado en la unión del GTP y el otro en su hidrólisis 

( 109 ) , aunque parece ser que no están relacionados directamente con el 

centro activo de hidr6lisis de GTP. Otros reportes pro¡:xmen que estas 

protefnas sólo inducen un cambio estructural que facilita la interac

ción entre los factores de elongación y la partícula ribosomal. 

Esto encuentra su base en el trabajo de Michalski y Sells quienes detec -



" 
rJo.. elcv;J(J.:¡ fuerza iónica (KCl 0. 5 ;.[ ) y en las oos suhunidades cuando 

,;un cxtr;:Jfdas con bajas concent raciones del Ión ~!g lO- ' ~!), por lo que 

se ha sU¡;l' ri ¡h que se localizan en la ,nterEase de las SulHllidades 60 y 

'10 S ( 100 ). P4 es tma fosfoproteina Setda presente en los polisolllas con 

1~1 de 15 500. 

rs esta coostitu'ida por dos o mAs especies denominadas US/L36 

( 100 l 6 L44/L·1S ( 96). Ax reportada por S5nchez-Madrid en 1979 

( 104 ,105) Y l44' observada por Vidales en 1982 ( 98 J. las proteínas 

L44' . l44 Y L4S presentan un PM que oscila entre 11 092 Y 14 000 , tri 

s610 estado de' fosforilaci6n, lna r eacei6n irummo16gica total , un PI en 

tre :3 y 3. S, un promedio de 3.2 copias por ribosoma ( 106 ) , cuando 

se someten a electroforesis en geles de Sffi no se separan, obteniénoose 

!Jan so la b;mda de aproximadamente 13 500 D, obse rvaciones mediante ttknicas 

de ultracentrifugación y filtrsción en columna han demos trado que las pro 

te1nas L4~/L4 5 lonnan d1meros estables en solución, s u semejanza en la 

cO!!!pO$ición de aminolicidos es mUf grande ( Tabla 5) per o e l allálisis de 

los mapas de digestión trlptica revelan diferencias muy claras por lo que 

h:l surgido la duda de si se originan a partir de genes diferentes o son 

producto de modificaciones pos transcripcionales . 

Por o tra parte , l as proteinas L 7/L 12 del ribosoma de~. coli, 

oon tn PM de 12 207 Y 12 165 respectiva!I)?nte ( 107 ), presentan un 

carácter muy áci oo , se fosforilan " in vitro" por cinasas de c¡H ulas sl.{le

riores, existen cuatro copi as pres entes como ¡z¡ par de dtmeros sU'llamente es 

tables por cada r ibosoma ( 108 ) Y L 7 se encuentr-l acetilada en su extre 

!!lO amino tenninal. Las evidencias exis tentes sugieren q~ uno de estos 

dímeros es ta implicado en la uni ón del GTP y el otro en su hidr61isis 

( 109 ) , alJ'lque parece ser que no es tán relacionados directamente con el 

centro 3ctivo de hidrólisis de GTP. Otros reportes proponen que estas 

protetnas s6l o inducen un caro io est ructural que facilita la interac

ción en tre los facto res Ce elongación y la partícula ribosomal. 

Esto o:ncucn tra su base en el trabajo de mchalski y Se lls quienes detec 



TABLA 5. 

AMINOACIIXJ 

Asp + Asn 

Tre 

Ser 

Glu + Gln 

Pro 

Gli 

Ala 

Val 

Met 

Ileu 

Leu 

Tir 

Fen 

Lis 

His 

Arg 

27 

CDMPOSICION DE AMINOACIIXJS DE LAS PROTEINAS L44 ', L44 y L45 

REPORTADA POR VID<\LES 

L 44' 

12. 9 

2.2 

4.8 

14.4 

º· 7 

13.4 

24.3 

3.9 

l. o 

3.3 

B.O 

l. 3 

2.5 

6.5 

0.5 

( 98 ) • 

% M:JLAR 

L 44 L 45 

10.4 8.1 

2. 4 2. 0 

5.5 5.5 

16. 2 12.4 

2.5 2.3 

10.0 13. 4 

21.1 24. 2 

4. 9 5. 5 

0. 9 1. 0 

4. 5 3.8 

9.9 9. 5 

l. 6 1.6 

2. 2 3. 0 

7.6 7. 1 

0.8 

TESI§CON 
FA11ADEOR1GEN 
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TABLA 5. CDMPOSICION DE J>MINOACIIDS DE LAS PRDTEINAS L44', L44 y L45 

REPOJU'ADA POR Vlll<\LES ( 98 ) • 

% MJLAR 

N-1INOACIID L 44' L 44 L 45 

Asp + Asn 12.9 10.4 8.1 

Tre 2.2 2.4 2.0 

Ser 4.8 5.5 5.5 

Glu + Gln 14.4 16.2 12.4 

Pro 0.7 2.5 2.3 

Gli 13.4 10.0 13.4 

Ala 24.3 21.1 24.2 

Val 3.9 4.9 5.5 

Met l. o 0.9 1.0 

lle u 3.3 4. 5 3.8 

Leu B.O 9. 9 9.5 

Tir l. 3 1.6 1.6 

Fen 2.5 2.2 3.0 

Lis 6.5 7.6 7.1 

His 0.5 

Arg 0.8 
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taron Lfl cantlio estructural en presencia de L 7 Y L 12 (111 l . Algo 

que ha quedad:> c laraJlrnte establecido, es que 3\.81le!ltan la eficiencia en la 

fidelidad de la traduc.ci6n y en la velocidad de síntesis ( 112 ) . 

Es evidente que existe una gran similitud est ructural y fundo· 

nal entre las protef.nas ribosomales [. 7/L 12 de É: coli y [A4/L45 de 

S. ccrevisiae , hecho qtE seguranente se deba a Ula conservaci6n evolutiva 

de sus características fisicoquimicas. 

SegGn datos obtenidos mediante métodos innunoqwmicos ( 98 ) , 

marcaje radioactivo y análisis e r. geles de poli&crilamida ( l OS) . los 

ribosomas de S. cerevisiae trataoos con cloruro de alTOnio O. S y 1 M Y 

etano l pierden aproximadaJrente el 76 \ Y e l 83 ' respectivrurente de su; 

protef.nas acidas . lo que trae COIID consecuencia una disminución del SO y 

SS \ respectivar.ente. de la actividad de hidrólisis del GTP dependiente de 

l os factores de elongaci6n . Los ritxJsomas carentes de las proteinas ácidas 

( t ratados con iI.'H4Cl o. S M ) conservan ma actividad de s1ntesis prlicü· 

ca¡rentc inalterada , mientras que aquellos trat300s CO:1 NH4CI 1 ~t casi 

pierden su capacidad ¡loliJrerüachra. 

$e ha sugeri do que e~tas fosfoproteinas estillRllan la actividad 

de los factores de e longaci6n ejercienoo una función auxiliadora en la 

fijaci6n de éstos al ribosoma, funci6n que se le ha adjudicado también a 

l as proternas ácidas L 7fL 12 de~. coli ( 110 ,ln ) . TaTbién se ha pos · 

tulaoo su requerimiento por parte del ribosoma para a1.Jl1'Cntar su eficiencia 

tanto en veloc i dad de SÚltesis coro en la fidelidad de la traducci6n, coro 

ocurre en E. coli ( 112 ) . 

El hecho de que las proteinas ácidas se encuentran fo sforiladas 

cuanoo se separ an del ribosoma ( 98 ) Y dcsfosforiladas cuando se encuen 

tran libres en el citoplasma ( 114 ) ha pcrnu.tido suponer que la fosfori 

laci6n ejerce un pape l regulador en la incorparaci6n de las prote1nas al 

ribosoma ( 106 ). 

TESIS CON 
FALLA DE OR1GE:¡ 
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taroo lJl 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 la tradur.ci6n y en la velocidad de s íntesis ( 112 ). 

Es evidente que existe lDl3 gran similitud est ructural y funcio 

nal entre las proteinas ribosomales 1. 71L 12 de É: coli y L44/L45 de 

S. cc revisiae . hecho qte ;;¡egura.m::nte se deba a lila conservaci6n ewlutiva 

de sus características fisicoquimicas . 

SegÚ'l datos obtenioos !rediante retodos ÍJUJl.I\oqufmicos ( 98 ) . 

marcaje radioactivo y an~lis is er. geles de poli&crilamida ( lOS), los 

ribosomas de ~ cerevisiae t ratados con cloruro de aJlDnio 0. 5 y 1 M Y 

etanol pierden aproximad:ilrnte el 76 \ Y el 83 \ respectivarrente de s us 

proternas Acidas. lo que trae como consecuencia una disminuci6n del 50 y 
SS , TCspectivar.ente, de la actividad de hidról isis del (;J'P dependiente de 

los factores de elongaci6n . Los ribosomas carentes de las proteinas ácidas 

(tratados con ;";1-I4Cl 0. 5 M) consetvan u.la actividad de sf.ntesis procti

carrente inalterada , mientras que aquellos tratados co;! NH40 1 M casi 

pie rden s u capac idad ¡loli/l'Cri:tawra. 

Se ha sugerido que estas fosfopro teínas estill1l1an la actividad 

tk! los factores de e longaci6n ej erciench Ima flDlci5n auxiliadora en la 

fijación de éstos al r ibosoma, función que se le ha adjudicado también a 

las proteínas ác idas L 7/L 12 de f. coli ( 110,113 ) . Ta:rbién se ha pos 

tulado su requerimiento por parte del ribosoma par.t aUJl'entar su eficiencia 

tanto en velocidad de sintes i s COIlD en la fidelidad de l a t raducción , coro 

ocurre en .h coli ( 112 ) . 

El hecho de que las protef.nas ácidas se encuentran fosforiladas 

cwnoo se separan del ribosoma ( 98 ) Y desfosforiladas cuando se encuen -

tran libres en el citoplasma ( 114 ) ha pennitioo Sl.4)One r que la fosfo r i 

laci6n ejerce Ul papel regulador en la incorporación de las proteínas al 

ribosoma ( 106 ) . 
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Los trabajos de los diferentes grupos de investigación que se 

han avocado al ~studio de las fosfoproteínas ribosomales ácidas, han per

mitiJo observar diferencias, aunque no rrruy marcadas, si significativas en 

el número y tamaño ( PM ) de las proteínas ribosomales, así COlll'.l en la 

existencia de diferentes grados de fosforilación de los organisnns estu -

diados que muestran un desarrollo gradual en concordancia con la escala 

evolutiva. En los procariotes colll'.l E.· ;:.oli, las prot~ínas no estan fosfo

riladas ; en levaduras ( 100 ) , plantas como el gennen de trigo e inver -

tebrados conn A· salina ( 90 ) , se encuentran nonofosforiladas ; en mamí

feros, cono células de hígado de rata ( 76 ) y reticulocitos de conejo 

( 115 ), presentan estados multifosforilados. Así misJTD, se ha descubier

to que existen grandes similitudes ftmcionales entre las proteínas de 

organisrros tan alejados tmo de otro en la escala evolutiva collD lo demues

tra el reconocimiento inmunol6gico resultante al enfrentar un suero con -

tra las proteínas de ~· cerevisiae con proteínas de E_. coli e hígado de 

rata hecho éste apoyado por el descubrimiento de la existencia de ho11Dlo -

gía de secumcia ( 116 ) . Tanbién se ha reportado que todas las fosfopro

teínas ribosomales ácidas de los organisnos eucarióticos irencionados 

arriba ( excepto A· salina ) son capaces de reconstituir la actividad de 

hidrúlisis de GTP dependiente del factor de elongación elF-2 ( 98 ). 

La importancia fisiológica de la fosforilación aún no se ha 

aclarado del tocb, sin embargo, hay reportes que indican que ésta puede 

tener el control de la afinidad de las proteínas ácidas por el ribosoma de 

S. cerevisiae ( lOó ), com:> ya se irencionó en la página anterior. Indepe!!_ 

dienteirente de ello, se cree que el all!rento en el grado de la fosforila -

ción y en la corrplejidad de la organización celular que se ha producido en 

estos organislll'.ls en el curso de la evolución, es una respuesta a la nece

sidad de regular con mayor precisión esta función tan compleja cono es la 

del ribosoma. 
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Los trabajos de los diferenles gruiJOs de investigaci6n qu: se 

han avocaoo al ~studio de las fosfoproteínas ribosonnles ácidas, han per

mitido observar diferencias , aunque no muy marcadas , si significativas en 

el número y tamaño ( PI>! ) de las protetnas ribosomales , asi COIlJ) en la 

existencia de diferentes grados de fosforilaci6n de los organislIDs es tu 

diados que nuestran 111 desarrollo gradual en concordancia con la escala 

evolutiva. En los procariotes COIID E.. E..0li , las proteínas no estan fosfo 

riladas ; en levaduras ( 100 ) , plantas como el genren de trigo e inver _. 

tebrados COllD ~ salina (90). se encuentran m:mofosforiladas en mamí

feros , com células de hígado de Tata ( 76 ) Y reticulocitos de conejo 

( 115), presentan estados multifosforilaoos. Así miSlID , se ha descwier

to que existen grandes similitudes funcionales entre las proteínas de 

organislOOS tan alejados uno de otro en la escala evolutiva COIID lo demues

tra el reconocimiento irumnol6gico resultante al enfrentar un suero con -

tra las proteínas de~. cerevisiae wn proteínas de~. coli e hígado de 

rata hemo éste apoyad:> por el descubrimiento de la existencia de honnIo 

g~a de secuencia ( 116). Tanbién se ha reportado que todas las fosfopro

teinas ribosomales ácidas de los organislOOs eucari6ticos mencionados 

arriba ( excepto~. salina) son capaces de reconstituir la actividad eX! 

hidrólisis de GTP dependiente del factor de elongación elF-2 (98 j. 

La importancia fisiol6gica de la fosforilaci6n aún no se ha 

aclarado del todJ, sin errbargo , hay reportes que indican que ésta puede 

tener el control de la afir,idad de las proteínas ácidas por el ribosoma de 

s. cerevisiae (106 l . = ya se !!encion6 en la página anterior. Indepe~ 

dientemente de ello, se cree que el au¡rento en el grado de la fosforila 

ci6n y en la co~lejidad de la organit.acion celular que se ha producido en 

es t os organismos en el curso de la evolución , es una respuesta a la nece

sidad de regular con mayor precis i6n esta flUlción tan co~)leja corro es la 

del ribosoma. 



I.S Objetivos del Tr<,bajo. 

No todas las etapas de l proceso de s'intesis de p roternas llevaoo 

a cabo por los r ibosomas cucari6 ticos , se conocen en deta lle. La puriE -

caciún, aislll111iento y caracterizaci6n de cada tIlO de l os co~ncntes r ibo

somalc:> es requisito fmdamcntal para el poS'tc r ior an&lisis de la estruct~ 

ni y fooci6n del ribosoma. Se ha logrado aislar a los colrqxmentes ribonu

cleieos del ribosoma, pero la preparaci6n de proteinas puras en cantidad 

suficiente para su estudio, ha trope1.aOO con irull.rne rdbles dificultades 

deb i do a las caractedsticas tan especiales que presentan , pués la mayo r 

corrplej i dad del sistema de proteinas trae COIOO consecuencia tII incremento 

en el n(mero de etapas intennedias del método de purificaci6n y mayores 

dificult ades en el ais l amiento . 

Las proternas ribosomales puras son necesarias para aclarar al gunos 
puntos obscuros existentes Lnmediatos como l os siguientes ; para dilucidar, 

en primer ténnino , su secuencia primaria y , consecuentemente, ampliar y pf'2. 

fundizar l os estudios co~arativos a nivel de alrttlosici6n de aminoácidos , 

entre organis lTOs diversos a frn de establecer sus analogías y diferencias; 

para la obtención de anticuerpos necesarios para e l estudio del ribosoma 

mediante la técrlica de inmiSlomicroscopía electrónica ; para averiguar si las 

!Jroteinas ~idas L44', L44 Y lA S son producto de un 5610 gen o de genes dis 

tintos. ; para estudios con re laci6n al tierttlo en el cual se s intetizan estas 

proteínas ; par a tratar de estudiar 1 a funci6n de las protClnas L44' , 1.44 Y 

l.l5 duran t e la traducción , su fmci6n en la fosforilaci6n y el fen6meno de 

rec:lnb io , etc. 

El objetivo del trabajo expe rimental que se describe más adelante 

esta enfocaoo a optimi za r l as condiciones de extracción de las 

proteínas ribosomalcs :icidas L44 ', L44 Y lAS de la levadura 
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s. ccrevisiac : para llcvarlo a cabo , hclOOS :implelllCnta&:! l.!\.1 modif iClc i6n 

del t rabajo de Vida les ( 98 ) e l cual esta basado principal mente en el 

trnbajo de Hamel y cols. en el que describe un ~todo para la separación 

de proteinas r ibosomales de E. coli mediante cloruro de anonio a caneen 

traciones elevadas y la precipitac:'~n con et,l1lU! ( 117 l . 



I>1AT ERI ALES 

¡. 1 Organismo empleado. 

En todos l os ensayos llevaros a cabo en este trabajo se util i 

zaron d!lulas de la cepa haploide de la levadura ~. cerevisiae A364A 

( ATCC2ZZU ) , obtenida por primera vez en el laboratorio de Dr. Leeland 

lIartwe ll en 196:' y que presenta los siguientes distintivos genot1picos 

~, gal . , ade ', 2 ' ura . , lis 2' tir • • his 7, El sign ificado de 

estas abreviaciones para l os marcadores ge:'l~tiCDs nos ~ef¡alan el tipo 

de apareamiento ( a ; Gooday , 1974) , incapacidad para fenrentar gala 

ctosa y par a sintetizar adenina, uracilo,lisina, tirosina e histidina. 

2. 2 MI'dios de Cultivo . 

2. Z, 1 Medio YPAD ( llitro) 

graroos mi 

Adenina 0.03 

Bactopeptona 20 

Bacto+Agar 20 

Glucosa al SO \ 40 

Extracto de l evadura 10 
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2. Z. 2 ~k:db YNB ( Base lllitrogenada de levadura sin aminoácidos ) . 

Soluciones Stock : 

A. Vitwninas ( 100 x) para 400 mI 

Biotina 

Pentotenato de calcio 

Acido Eólico 

Inositol 

Niacina 

Acido P-aminobenroico 

Clorhidrato de piridoxina 

Riboflavina 

Clorhidrato de tiamina 

B. Elementos traza (IDO x ) 

Acido b6rico 

Sulfato de cohre 

Ioduro de potasio 

Cloruro férrico 

Sul fato de manganeso 

~blihdato de sodio 

Sulfato de únc 

:wo 
40 

200 

200 
40 

20 

40 

20 

40 

mg 

J'g 
~, 

rog 

rog 

mg 

ro" • 

SO mg 

4 mg 

10 m¡;, 

20 mg 

40 mg 

20 )Jg 

40 "" 

Se disue lven por separado en 10 mI de agua 

destilada. 

c. Sales (SO x ) por litro 

Fosfato de potasio monobásico 

Sul fato de magnesio 

50 

2S g 



2.2.3 

2.2.4 

Cloruro de sodio 

Cloruro de calcio 

Preparaci6n : 

Sulfato de arwnio 

Mezcla de sales ( SO x ) 

Mezcla de vitaminas 

Elementos traza 

s 
1 

g 

g 

so g 

200 ml 

40 ml 

0.1 ml 

Medio libre de Fosfatos Inorgánicos. ( para 1 litro ) 

Bactopeptona 20 g 

Extracto de levadura 10 g 

Glucosa 20 g 

Hidr6xido de anonio concentrado 10 ml 

Sulfato de magnesio 10 ml 

El medio se deja reposar 30 minutos, se filtra a 

través de papel whatman 3 y se ajusta a pH 5. 8 

con HCl. 

Medio YM-1 ( 1 litro ) 

Acido succínico 10 g 

Bactopeptona 10 g 

Extracto de levadura s g 

~xtrosa al 50 % 20 ml 

Hidr6xido de sodio 6 g 
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2. 3 

2.3.1 

2 . 3. Z 

2. 3.3 

Base nitrogenada dé levadura 

sin aminofícioos (YNB) 

Soluciones para el fraccionamiento celular. 

Soluciones stock. 

2- mercaptoetanol 

Tris-HQ pi-! 7.4 

MgCl 2 
NaCl 

NH40 

NH
4

Ac 

~F en etanol 

Etanol al 9S , con PMSF a 

MgS04 

So1uci6n AIoortiguaoora 10- S 

NaO 

HEPES 

PMSF 
MgCl 1 

Arrortiguado r 1 

}.,'H
4

Ac 

Ure, 

Q.JC pH 4.5 

2- mercaptoctanol 

100 mi 

1 >1 

1 '1 

1 M 

5 M , 
'1 

; ' 1 

200 "'1 

1 "'1 

1 M 

0.1 l·j 

0.01 M 

0 . 001 '1 
0.00001 M 

50 ~·I 

6 M 

2 "'1 



Z. 3. 4 

l . 3. S 

2. 3.6 

2.3.7 

2. 3.8 

AIoortiguaoor Il IEAE pH 4.5 

NH4AC 

Ure, 

2- mercaptoetanol 

hoortigwoor If rEAEa pH . 6.0 

Ure, 

Z- mem:aptoetanol 

Aroortiguaoor Ir ~b pH 6.0 

l\'H4AC 

U,.. 

2- mercaptoetanol 

M"ortiguador 111 IEAE pH 4. S 

NH4Ac 

Urca 

2- :nercaptoetanol 

Anv:Irtiguador tll DEAEa pH 3.0 

N14Ac 

U"" 
2- me:rcaptoetanol 

SO 
6 

2 

6 

2 

S 

6 

2 

200 

6 

2 

200 

6 

2 

"" M 

"" 

" 
"'" 

"" 
M 

"'" 

"'" 
" "" 



2.3.9 

2.3.10 

Z. 3. 11 

2. 4 

2. 4.1 

ftmortiguador 111 0CAEb pi! 4. S 

~114Ac 

Ure, 

Z· mercaptoetanol 

AIloniguaoor IV tE.AE pH 4. S 

NH4AC 

Ure' 
Z- mercaptoetanol 

600 

6 

2 

400 

6 

2 

NafA Ajustar el pH de las so l ociones amortiguaoo ras 

ale y lEAE con §.cioo achico. 

Solución SP 1.0 pH 8.6 

Tris-I·IQ 10 

~lgOl 20 

l'fi4Cl 1 

2- mercaptoetanol 3 

J'!olSF 

Soluciones para El ectroforesis en geles de Poliacrilamida. 

Geles para !soclectroenfoque. 

37 

m" 
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"" " 
"" 

"" 
"" M 

"" m'l 



2 . ... 2 

2. 4.3 

2.4 . 4 

2.4 . S 

Para 8 ml 

Acr ilamida 0.4 g 

.Anfolinas ( pH 2. 5 - S ) 0. 52 mi 

N,N' lIX!tilenbisacrilamida 0. 16 mg 

Urea 6 M 2. 88 g 

Persulfato de amonio al 10 I 40 p1 
TEMED 24 p1 

Sol uci6n para disolver las nt.Jes tras de prot eína. 

Urea 8 M 

MIol mas 

Fuczina b&sica al 1 , en 

agua destilada 

Soluci 6n del anooo 
Acido sulf(¡rico 

Soloci6n del dítooo 

Hidr6rido de sodio 

Soluci6n de fijado 

2. S ml 

ISO )JI 

so 

1 I 

0.03 N 

ÁCido tricloracético ( TeA ) al 12 . S \ Y azfil de 

coomassie al 0. 25 \ . 

Preparación: 

Solución A. TeA al 12 . 5 \ 
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2. S 

2. 6 

2.6.1 

2.6.2 

2.7 

2.7 . 1 

Solución B. AztlJ. de coornassic al 0.25 \: en 

agua destilada. 

Agregar Z ml de soluci6n B por cada 40 ml de 

solución A. 

SolucioMS de tinci6n 

a).- Azúl de ooomassie G al 0.2 \ disuelto en Jl'Ctanol 

al 25 \: Y ácido acético al 10 \. 

b).- Azti1 de coomassic R-2SO al 0. 2 \: disuelto en 

metanol al 2S \: y ácido acético al 10 \ . 

Fil trar a través de papel whatman 3 

Pes inas para CromatograHa de Intercarrbio Iónico en 

CoIlJl1Jla. 

flesina de Carbo:.d.JIEtil Celulosa W 23 ; resina catióniCl 

que presenta grupos funcionales ácidos. lntercambiadora 

de cationes. 

Resina de Dietil aminoetil-Tris acril, LKB ·220S-300 ; 

resina intercanbiad::lra de aniones , con g~os funcionales 

blisicos. 

Isótopos radioactivos 

Acicb ortofosf6rico ( 3tp ) . 

" 
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ME TODOS 

3.1 Esterilización de los Medios de Cultivo. 

Los medios de cultivo YM-1 y YPAD se esterilizaron por calor 

húmedo en autoclave a 120 ºe, 15 lb/in2 durante 20 minutos con excepción 

de la glucosa al SO % y el YNB, los cuales se esterilizaron por filtra

ción en papel filtro millipore HA con poro de 0.45 p de diáiretro. 

3. 2 Condiciones de crecimiento de las células de S. cerevisiae. 

La cepa se creció en medio YPAD en el que se conservó a una 

te~eratura de 4 ºC. Una asada de la cepa crecida en medio YPAD se resus -

pendió en 500 m1 de medio YM-1 y se incubó durante 48 horas a 2 3 ºC en 

un agitador rotatorio New Brunswick modelo G76 hasta que e l cultivo alcanzó 

la fase estacionaria tardía ( stock ) . El stock se c:onsenró a 4 ºC reno -

vándose cada cuatro semanas. 

Las levaduras se dejaron crecer en un fermentador de New Bruns -

wick Ill)delo MF 114 con 10 litros de medio de cultivo YM-1, inoculado con un 

stock de células en ma dilución con proporción 1 : 200, a 30 ºC en 

condi ciones de aereación constante. El crecimiento de las células se detu

vo por enfriamiento rápido cuando el cultivo alcanzó la fase estacionaria 

entre las 18 y las 20 horas. 
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3.3 Proteina Celular Total. 

Las células se cosech::.ron por centrifugación a S 000 rpm, en L1'13 

centrHuga Sorvall IIDdelo RC2*B, por cinco minutos en el rotor CS-3 de 

Sorvall Instrunents y se lavaron con 500 mI de agua destilada centrifugá!!. 

dese nueVarJEnte a S 000 rpm por cinco minutos en el miSIID rotor. 

El paquete celular se resuspendi6 en un voltm"Cn suficiente de 

soluci6n amortiguadora lO-s para aforar a 20 mi 6 IlÚltiplos de 20, la s~ 

pensión se transfiri6 a botellas del hollDgenizador tipo BraUl conteniendo 

35 graJI()s de perlas de vidrio de O. S lIlIl de d¡§.metro. Las d!lulas se lisa 

ron en Ul agitador tipo B. Braw1 IlDdelo 7853030 con pulsos de 30 segm

dos de agitación por 15 segundos de reposo, se hicieron observaciones a l 

microscopio óptico para verificar que el ronpimiento m1nillO fuese del 

9S \ aproximadanEnte . El lisaib se colect6 por succión y las perlas de 

vidrio se lavaron con solución amortiguadora la" hasta la transparencia 
total del líquido de lavado , al final se juntaron las soluciones de lava

do y lisado . 

Posterionrcnte se agregaron dos volÚ!renes de ácido acético gla -

cial y 0.1 volúmenes de ~lgCl 2 1 M ( 71). Después de 30 minutos de 

agitaci6n constante, se centrifuga a S 000 rpm durante diez minutos en el 

rotor GS- 3. Se desech6 la pastilla y el sobrenadante se fi! tr6 a través 

de U'\ embuoo Buckner con pape l filtro whatman 1 transfiriéndose después 

al matraz ba16n del rotoevaporador Busch1er flDdclo 83275 para conc:entrar

lo, por evaporaci6n en frío, del ácido aclhico. El proceso de extracción 

de la PCT se lleva a cabo a una temperatura de 4 oC. 

El concentraoo se dializ6 , en \.ala rrerTbrana de diálisis con poro 

de exclusi6n máxilfll de 3 500 D, contra cuatro litros de agua destilada 
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durante 24 horas a 4 oC con canbio del Uquich cada ocho horas. Al tér 

mino de la diUisis, se liofilizO (liofUhadora Virtis IIOdel0 62110 

075 ) Y conservó en refrigeración a 4 oC. En promedio se obtuvieron 

6.39 g en peso hCaredo de cHulas por litro y 0.39 g de PCT por litro de 

rul tivo. 

3. 4 Extraed6n de la Proteina Ribsomal sr 1. o pB 8.6 

La nuestra de PCT liofilizada se resuspendi6 en 1.11 vol1.1lren sufi· 

dente de soluci6n sr 1. 0 pH 8.6, para ajustar aprorimadrurente hasta 

200 0.0. por mililitro ( espectrofot6metro Cad Zeiss p,.f Q rr ) a 260 

run, agitando en hielo durante 20 minutos para pennitil' la liberaci6n y 

501Lbilitaci6n en el sobrenadan te de las proteinas ácidas ribosollllles . 

En seguida se agreg6 ll'edio volllll'en de etano l al 9S , yo PMSF hasta 1 !IN 

agitando dur.mte diez minutos. Sin dejar de agitar se agregó otro medio 

-.ulumen de etanol al 95 \ Y PMSF hasta 1 11M j cinco minutos después se 

centrifug6 a 10 000 IJl:D por 10 minutos a 4 "c en el rotor 55-34 de Sor -

vall o Se desech6 la pastilla y al sobrenadante se le agregó 2. 5 wlll 

nenes de acetona a • 20 <>C ; se dej6 reposando en el refrigerador a 

. 20 <>C hasta que se fonnaron los gruros de proteina . Posterionnente se 

centrifug6 a 10 000 Tpm por 30 minutos a 4 Oc en el rotor SS -34. La 

pastilla ob t en i da se secó por evaporaci6n de la acetona y se guard6 a una 

te~ratura de 4 oC. Por cada litro de cultivo se obtienen en proredio 

S rng de proteína SP 1. O pH 8.6 . 

3. , lsoelectroenfoque de proteinas en ge les de Poliacrilamida . 

La separaci6n de las proteínas mediante esta teoüca esta basada 

en su PI que es diferente para cada una de ellas . En este gel se fomu 



U1 gradiente de pi! de 2. S a S estableci do por anfolinas, que son una 

mezcla de ácidos poliamino-policarboJCfJicos ; las proteínas se mueven a 

trav~s del gel hasta el punto en que su PI coincide con el pH del be l 

en donde fonnan una banda caracte¡-!stica. El gel se preparo a Lma CO:1 

centración del 4 ' de acueroo con las especificaciones marcadas en la 

secci6n 2.4.1; la \lre3, acrilamida y bisacrilamida se disolvieron en S 

ml de agua destilada, desplil5s se agregaron las anfolinas y Tf.'.IED. Se 

desgasificó al vació durante dos minutos para evitar la formaci6n de bur

bujas de aire, en seguida se agreg6 el persulf:::to de arronio al 10 'l: 

( para polimerizar el gel) , se agit6 cuidaoosamente y se vaci6 al molde 

cuyas medidas son de 13 X 8 X 0.1 0Il. Una vez que el gel solidificó se 

colocó oorizontalmcnte en lna c!mara refrigerada cerrada con el fin de 

mantener una temperatura constante de 10 oC. Las soluciones de los 

electrooos (secciones 2. 4. 3 y 2. 4 .4) hacen contacto con el gel a 

través de tiras de papel whatn'Wl 3. Los primeros quince minutos se some 

ti6 al gel a l,I'la diferencia de potencial de SO V, después se hiciera'! 

los siguientes canillos de voltaje a intervalos de 30 minutos cada m o ; 

IDO, 200, 300 , 400, 500 Y 600 V para preforma r el gradiente . Las 

protelilas liofilizadas , se resmpendieron en 50 )ll de buffer de corrida 

( 2.4.2 ) antes de colocarlas en el gel , después de lo cual , se somctie 

ron a m voltaje de 250 V durante 18 horas. 

3.6 Tinci6n de los geles de Poliacrilamida. 

Tenninada la electroforesis , se fijaron las bandas de prot.:1nas 

al gel con la soluci6n de fijaoo mencionada en la secci6n 2.4.5 y después 

se sometió a múltiples lavados con agua destilada durante una hor a y media. 

En seguida , el gel se tiñ6, stmergifuldol o en \na sol uci6n de azúl de 

coomassie G (2. 5.a) por 60 minutos ; posteriormente se destiñó en una 

solución de etanol al SO \ por diez minutos pasindolo despu6s a una 

soluci6n de etanol al 30 t Y lidoo acético al 7' dur ante 30 minutos. 



3.7 Detenninaci6n de Proteína. 

La concentr ación de proteina se detennin6 mediante el método 

de Lcwry ( 118 ) . 



Lisis ~lul a r 

1 
Aci~ acético • MgCI, 1 ~I 

¡ 
Soluci6n SP 1.0 pH 8.6 

¡ 
001_ de (Me 

/ ~ 
Proternas b&sicas Proteínas lkidas 

¡ 
Co luma de lFAE 

t 
Proteínas L44' • L44 Y L4S 

1 
1 E E 

Figura 9. Esquema del proceso seguido para el aislamiento 

de las protelnas ácidas L44'. L44 Y L4S del 

ribosoma de S. cerevisiae. 
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RESUl.TAflOS 

Separ aci6n de las Proteinas Acidas por medio de un 

Sist ema de Cromatograf1a de Intercambio 16nico. 

Una muestra de proteinas r ioosomales SP 1.0 pI-! 8. 6 ( SO mg ) 
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se resuspendi6 en 2 ml de solución r a.!C. De esta pastilla resuspendida, 

se tollii m3 aHcoota de SO pI para determinar proteina y el resto se cluy6 

por wa columa de OC de 2. S cm de diámetro po r 20 en de altura, con el 

objeto de separar las proteí.nas b~icas de l as 1i.cidas gracias a la propie

dad anfot€rica de l as proteinas , el pH del mcciio y a la capacidad inter - 

carrbiadora de cationes de la resina . Fn presencia de un pH de 4. S, todas 

las protctnas con lEl. PI sl.l'crior a 4. S presentan car ga eléct rica positiva 

por lo que se unen a la colllll1a. La muestra elu1:da, se colect6 en fraeelE!. 

ne~; de SO gotas cada Ima en tubos de ensayo por rredio de l.Il iraccionacbr 

ISCO modeló 328. La figura 10 nos muestra el perfil registrado a 280 nm 

( ITDnitor lSen modelo UAS con lJlidad 6ptica t ipo 6 ). Las fracciones con 

l as muestras de prote1na se dialitaron contra cuatro 1 itros de agua desti · 

lada durante 24 horas a ma temperatura de 4 oC, haciendo tres carrbios del 

liquido cuando menos. La diálisis se hüo con la finalidad de eliminar 

restos de urea , acetato de amonio y 2-mercaptoetanoI. Posteriormente se 

liofilizó y se torró una IIJ.JeStra para detenninar proteínas. ~ acuerdo a 

estas detenninaciones de c:oncentraci5n de proteínas, del 100 " que entra 

a la columa de rnc, se rec~ra el 4S \ como proteínas ácidas , mientras 

que el resto , se men en la colunna . 

Con el propósito de separar las pro teínas L44 ', L44 Y L4S , se 

sonrti6 a las protcinas ácidas a una cromatografla de intercarrbio i6nico 

en tna resina de IEAE , la cm l pemite la separación de las proteínas por 
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Figura 10. Perfil del :registro de las proteínas lJ:idas 

obtenidas de la coll.llllla de Ole a tri pi-! de 

4.5 Y Z D.O. 
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adsorci6n reversible a l6Ia matriz sólida cargada eléctricamente . Aquí , 

las proteínas compiten con los iones de la ~olución por los sitios activos 

de carga opuest<l presentes en la I1Idtriz de la resina. La desadsorci6n se 

real i za bradualmentc aumen ta~do la molalidad de la solución eluyente , la 

fuena iónica creciente rel1'l!eve a las protefnas adheridas a los g~s 

intercaJlbiadores de iones. 

4.1.1 

La IlUestra de prote:l:nas ácidas se resuspendi6 en cinco mI de 

solución anortiguadora II IEA.E Y se pasó a tn-res de una col\..f¡f\3 de 

IEAE de 2. S cm de diárretro por 20 cm de al tura el uyéndose con ln gra 

diente de fuerza í6nica formadJ por 100 ml de soluci6n JI IEAE Y 100 mI 

de solución III IEAE a Ul pH de 4. S .Se colect6 en fracciones de 100 

gotas cada ma y las muestras contenidas en las fracciones 1 a S, se dia

lizaron y liofilizaron. La figura 11 muestra el perfil registrado a 280 

run de la colllTOa de DEAE. El liofilizacD se corrió en un gel de poliacri. 

lamida para isoelectroenfoque , se tiñ6 y fij6 COl!() se especific6 en las 

secciones 3. 5 y 3.6 

La figura 12 nos mues tra que las protefnas ácidas L44' , L44 Y 

L45 han sido separadas habiéndose colecta&> en las f!'acciones 2 y 3, sin 

embar&0 , notamos también que una parte de 13 proteín3 L45 se encuentra en 

la fracci6n 1 con otras ácidas y b~sicas . 

Con la finalidad de producir Lal desprendimiento gradual con 

mayor efectividad, decid.iJoos afectar la carga eléctrica de las proteínas 

nediante ISL gradiente decreciente de pI-t ( desde 4.5 hasta 3. 0 ), disminu -

yenoo asl, paul atinamente , su afinidad por la resina. 
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Figura 11. Perfil registrado <le las prote!nas ácidas 

elu!das de la c:olunna de IEAE, ron lJl 

gradiente de Acetato de amonio de SO nf.! 

a 200!TM , un pH de 4.5 Y 10. 0 . 

e ensayo 1) . 
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figura 12 . AnUisis de las proteínas eluidas de la resina 

IEAE mediante lEE en placas de gel de poli -

acrilamida, ensayo l. 

1) marC300r 

2) fracci6n 1 

' ) fracci6n 2 

') fracci6n , 
5) fracci6n • 
6) fracción 5 y 

7) tinci6n inespec1fica del gel. 



Figura No 12 



4.1. 2 Ensayo 2 

En el segmoo ensayo, se resuspendió \.na rTUestra de proteínas 

ácidas elu!das de la co lunna de (MC (PACME) en oos ml de soloción TI 

IEAE Y se pasaron por wa colunna de IEAE eluyénoose con un gradiente 

mixto de pH decreciente y fuerza iónica creciente fonnaoo por 100 ml de 

solución II IEAE ,. 100 mI de soluci6n III tEAEa. 

La figura 13 muestra el perfil del registro de las protetnas 

separadas en la col unna de IEAE (PAIEAE) . Las fracciones que conte 

nían la protelna , se dializaron y liofilizaron . Posteriormente, la mues 

tra de PAIEAE liofilizada, se resuspendió en SO pi de sol uci6n de co rrida 

( secci6n 2. 4.2 ) Y se sonetió a una e lectroforesis tipo isoelectroen -

foque ( secci6n 3. S ). Los resultaoos se pueden observar en la figura 

14. La tinci6n del gel se realizó coroo se menciona en la sección 3.6 . 

Las protetnas L44 y L45 se pueden visualizar en los carriles :5 y 4 

aunque también en el 2 donde se encuentran formando parte de un barrioo 

en el que se han separado casi todas las proteínas b&sicas. 

La posibilidad de que las proteinas no se estuvieran tllÍendo 

totalmente al g~ intercaniliaoor de iones , era algo fIlJ)' factible, por 

lo que decidiros anpliar el gradiente de rolari dad y el de pi-! para tratar 

de mejorar la adsorción y des adsorción gradual de las proteínas en la 

matriz de la resina . 

4.1. :5 Ensayo :5 

En este tercer ensayo , tila IIllI?stra de pJID.!E se pas6 a través de 

la COlunn3 de Df.AE eluyéndose con un gradiente formado por 100 mI de 50-

luci6n Il l:EAEa y 100 ml de sol ución lIt IEAE. Las nuestras colectadas 

se dializaron y liofilizaron. En l a figura 15 se ha registra&:> solanente 
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Figura 1l. Registro de la filtraci6n en columna de DEAE 
de las proteinas !i.cidas con Ul gradiente 

mixto formado con Aceta to de alllmió (de SO 

a 200 11M) Y por ln gradiente de pH de 4. 5 

a 3 (ensayo Z ) . 
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Figura 14. kl¡¡isis de las proteinas eluidas por la 

resina rEAE, rrcdiante IEE en placas de 

,el de poliacrilamida. ""''Yo 2. 

1) marcaoor 

2) fracción 1 

3) f racci6n 2 

4) fr-acci6n 3 

S) fraccron 4 

6) fracci6n S 

7) fracci6n 6 

8) fracci6n 7 

9) marcador 
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Figura 15. Filtraci6n en columna de DEAE de las 
fracci6nes PACME con un gradiente 
mixto fonnado por Acetato de artOnio 

( Q - 200 m~) y un pH de 6.0 a 

4.5 (en.<;ayo 3). 
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una cresta lo que signi fi ca que las proteinas eluyeron al misro tic~o . 

Se midi6 el pH de las soluciones colectadas y nos encont ramos 

coo m3 alcali..niz;aci6n de la soluci6n eluyente, pub os cilaba entre 7.2 y 

6.0 .Para evitar esto, en los ensayos siguientes, las soluciones de 

eluci6n se prepararon JI'()I!1cntos antes de usarse . 

ss 

Las pwtetnas P.AlEAE liofi lizadas obtenidas en e l ensayo ante

rior. se resuspen.iieron en dos ,i1l de so luciú'l Ir IEAEh Y se e l uy6 en Lal3 

rf!sina de IEAE con l UO ml de 501uci6n II IEAEb Y 100 mI de salud6n Ir l 

IEAE. En esta ocasi6n, percibinDs lIla separaci6n de p rote1nas ( figura 

16) cuyas fracciones col ectadas , diali zadas y liofili z.adas, se sometie 

ron a e lectrofoTesis en geles para isoelectroenfoque. Desgraciadamen t e 

no fué posi~ le conservar el gel pero las bandas que presentó fuenn p r1ctl. 

camenle iguales a las de la fi gura 14. 

4.1.4 Ensayo 4 

En el ensayo cuatro. decidinos aplicar e l misro gradiente mixto 

de ¡::H Y oolaridad , pero además, con el prop6sit o de averiguar si qu:dab an 

am. algmas protelnas sin deSpreflderse de la resina de IEAE, decidin lOs 

llplicar una solución el<!vando e l gradiente de fuerza tónica hasta 400 nt-1. 

En primer ténnino, la mues tra se eluyó con III gradiente mixto formado con 

100 ml de solución II lEAEb y 100 ml de solución IU IEAE ; en seguida, 

se pasó ma solución fomada por 100 ml de III IEAE Y 100 ml de IV CEAE , 

finalmente aplicanvs 100 InI de solución IV lEAE. Los res ultados se mues 

tran en 13 figura 17. Las muestras PAIEAE se dializaron, liofilizaron y 

resuspendi eron en so lución amortiguadora de corrida para somete rlas a 

el ectroforesis en gel de isoelectroenfoque. Al finalizar la clect roforesis , 

el gel se tiM en solución de azl11 de coomassie G (sección 2. S.a ) y 

los resultados se muestran en la figura 18. Estos geles muest ran una 

mayor efectividad de separación en la coltm1a de IF.AE al grado de obtener 
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Figura 16. Filtraci6n en collllrul de IEAE, de las fracciones 

PAIEAE rostrada,> en la figura 15 , am el siguie:!!. 

te gradiente mixto 

Acetato de am:mio, desde S hasta 200 nt-! y 

pi-! de 6.0 a 4.5 
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Figura 17. Filtraci6n en co lumna de DEAE con un 
gradiente mixto formado por Acetato 

de ammio en una am<:entración de S 

a 400 rrM Y un pi-! desde 6. O hasta 

4.5 (ver texto para detalles) , 

ensayo 4, 
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Figura ISa . Anllisis de la m1.Estra PAlEAE por lEE en 

geles de poliacrilamida. Ensayo 4. 

1) marcador 

2) fracc:i6n ¡ 

') fracci6n ¡¡ 

4) fracci6n ¡¡¡ 

S) fracci6n ¡V 

') fracci6n V 

7) hacci6n VI 

Figura 1"'. ') fracci6n 1 

9) fracci6n 2 

10) fracci6n , 
11) fracci6n 4 

12) fracci6n S 

13) fracci6n , 
14) f racción 7 
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bandas bién definidas de proteínas ácidas ; en el carril 13 podem::is 

observar lo que parece ser la banda correspondiente a L45, desafortu -

nadam:!nte ne fué posible conservar el gel. 
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Este ensayo nos mostró que se requiere una fuerza iónica mucho 

más elevada que la aplicada en los pr~ros experirrentos, para separar las 

proteínas en fonn'.1. gradual, por tanto, decidimos eleva'.r la nularidad hasta 

600 rrM conservando el misnv gradiente de pH. 

4.1. 5 Ensayo 5 

En el ensayo cinco, una muestra de PM:ME, se eluyó con un gra -

diente mixto de pH decreciente y fuerza iónica creciente formado con 300 

m1 de solución II DEAEb y 300 ml de solución III DEAEb. La muestra 

PAIEAE se dializó, liofilizó y se sorretió a electroforesis en un gel de 

isoelectroenfoque ( IEE ), ver figuras 19 y 20. Los geles se tiñeron 

coro se menciona en la sección 3.6 nvstrando bandas semejantes a las que 

se observan en la figura 18 pero sin rastro alguno de las proteías L44', 

144 y L45 (no se muestran los geles ). 

4.1. 6 Ensayo 6 

De acuerdo con es tos resultados, el gradiente mixto contínuo 

formado en este volunen ( 600 ml ) separa a las proteínas ácidas con 

excepción 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 disminuído en la carga eléctrica y en la fuerza iónica ne

cesarias para la separación de las proteínas que nos interesan, considera

oos conveniente desarrollar el siguiente experirrento ( ensayo 6 ) bajo 

las mismas condiciones que el ensayo 4. La figura 21 muestra el perfil 

del registro a 280 nm de la elución de las proteínas de la columna de DEAE 
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Figura 19. Fraccionamiento de las protdnas ácidas 

real hado en colunna de IEAE bajo las 

siguientes condiciones de filtraci6n : 

Gradiente de Acetato de aJlImio de S a 600 nM 

Gradiente de pH desde 6.0 hasta 4.5 
(ensayo S) . 



Absorbancia a 280 nm . o 
(J1 
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Figura 20. Fraccionamiento de las proteínas ácidas 

en collmna de IEAE bajo las mismas 

condiciones de filtraci6n que el experi. 

mento de la figura 19. 
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Figura 21. Fil trac.i6n en columa de las proteinas PAOiE 

bajo las siguientes condiciones de filtraci6n 

200 mi de soluci6n de Acetato de anonio de 5 

a 200 fIf.I con un gradiento de pH de 6.0 a 4.5, 

en seguida, 200 mI de Acetato de aroonio de 

200 a 400 fIf.I a pH de 4. 5 Y finalmente, 200 

ml de soluci6n de Acetato de am:mio hasta 400 

nf.! Y un pH de 4.5 (ensayo 6). 
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y la figu ra 22 revela el análisis de l as proteí.nas PADEAE en ln gel de 

poliacril ¡mllda por lEE . En esta figura observamos ulla serie de bandas, 

entre ellas , la correspondiente a la pro t eína US . 

4.1. 7 Ensayo 7 

En el ensayo siete eluímos una muestra de PACME en la columna 

de I1:AE bajo las mismas condiciones de eluci6n que el e,,;pe r imento iruredi~ 

t o anterior. fu esta manera, obtuvillDs los diferentes picos que se obser 

van en l a figura 23. Posterionrente las fracci ones correspond ientes reci 

bieron el tratamiento ya sef\alaoo COIID es el dializado , liofilizaoo y el 

an!ilisis mediante e lectroforesis en gel de lEE . Una vez que ésta terminó , 

se tiñeron l os ge les oon una solución de a z61 de coomassie R-lSO (sec-

ción l .S. b) que es nás sens ible para la observación de las bandas de pro 

teína . Los gel es se sunergieron en este colorante durante dos horas, al 

cabo 00 las cuales s e destil'ieron en una solución de metanol al lS \ y 

ácido acético al 10 , durant e oos ho ras pasanoo los después a una sol ución 

de metanol al S , Y ácido acético al S , ( ver figuras l4a y b) . En l a 

figura l 4a se pueden ver las bandas corre spondientes a las proteínas L44 ', 

L44 Y L45 , en tanto que en h figura l 4b se observa ma banda de otras 

protef.nas ácidas 

4. l Autorradiografia de las Pro t eínas Ribosomales Acidas. 

El marcaje de estas proteínas se realizó dejanoo crecer las l ev! 

duras en 250 mi de medio libre de fosfa tos inor gánicos ( 119 ) , aquí las 

células COnsUllCfl fosfato orgánico , en dilución 1: 200 durante 24 horas a 

30 Oc con rrovimiento rotatorio continU)o Pos teriormente se agregaron 

8 }ICi de 32p04 Y se inctba ron durante 15 minutos con agitaci6n constante. 

r:ebido a que las célul as utilizan preferentemente el f6sforo ino rgánico , 

éste es consumido rápidamente . 
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Figura 22. An§'lisis por lEE en gel de poliacrilamida 

de las protetnas PAlEAE de la figura 21. 

1) fracci6n 3 

2) fracci6n 2 

3) fracci6n 1 

Ensayo 6. 



1 2 3 
2 .5Tr:;;;;::;;;;;;~-' 

Figura No22 

L44 

L45p 
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Figura 23. Fraccionamiento de una muestra de proteínas 

ácidas PACME en colurrna de DEAE ( ensayo 1 
con las mismas condiciones de pH y rolaridad 

que el ensayo 6. 
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Figura 24. Ivl:ilisis electroforetiro en geles de poli-

acrilamida para lEE de las muestras PAIEAE 

de la figura 23. 

Figura 24a . l ) fracci6n 

2) fracción 11 

3) fracci6n Il 

4) fracci6n Il[ 

5) fracci6n Il[ 

6) fracción IV 

7) fracci6n IV 

Figura 24b . 1) fracción V 

2) fracción VI 

4) fracci6n VII 

6) fracción VlIl 
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Las células se cosecharon como se indica en la sccci6n 3.3. 

La pastilla se resuspendi6 en soluci6n amortiguadora lO- s y se proced i6 

a rorrper las cHulas mecánicamente con perlas de vidrio en m agitador 

Vortex. El lisado celular se colect6 eOlio se menciona en la sección 3.3 

Se agregaron dos volCunenes de &cickl acHico glacial y 0. 1 volúmenes de 

"'gC12 ' después de media hora de agitación constante se centrifu!,.>6 a 

5000 rpm durante diez minut os en el rotor 55- 34 el sobrenadan te se dial i 

ro y liofiliz6 ( sccci6n 2. 3) . La PCT así obt enida se procesa para sepa

rar l as pl'Otemas ribosomal es ( SP 1. O pH 8. 6 len presencia de :-'114Cl 1 t~ 

Y SO , de e t anol COITO se descr ibe en la sección 3.4 . 

67 

La pastilla SP 1.0 pH 8. 6 se resuspende en dos ml de solución 

arroTt iguadora 1 OC Y se eluyó en la colUllJlIl de resina Ole ( figura 25 ) . 

las fracciones obt enidas se dializan y liofil izan COlTt:l se especifica en el 

apartado 3.3 . La J'IlleStra liofilizac.a ,se resuspendi6 en urea 8 l>I Y se 

corri6 en m gel par a lEE bajo las condiciones establecidas en la sección 

3. S . El gel se tiñ6 corro se sefia16 en ' el apartado 3. 6 yen seguida se 

secó en un secaoor de geles Bio-rad y se expuso a una placa para rayos X 

( Kodak X-Dmat )(S-S) . Los resultados se J1l.Iestran en la figura 26 y nos 

pennitCTI observar a las proteinas ácic.as L44' , L41 Y L45 en su estado 

fosforilado . 
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Figura 25 . Protef.na SP 1. 0 pI! 8. 6 mazcada con 

Msforo inorg~ico eluída a través de 

la resina Q.!C a una densidad 6ptica 

deO.S yunpHde4.5 



Absorbancia a 280 nm 
o 
....... 

o 
(J1 
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Figura 26. Autorracii.ografia de las proteínas ácidas 

fosforiladas de ma DJ..Jestra PAQ.ffi 

marcada con 32ro 4 ( ver texto para detalles ) • 
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• 
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Figura No 26 
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DrSCUSION 

Los diferentes grupos de investigaci6n que se han avocado al 

estudio Ce la estructura y funci6n del ribosoma eucari6tico, han tropezado 

con grandes dificul tades al intentar aislar y purificar las proteinas ri~ 

soma lcs dcbioo a las Clracterlsticas tan especiales que las distinguen. 
lb ah! la importancia de contar con m. nétooo de extracción sencillo cap§z 

de proporcionar cantidades suficientes de proteínas aisladas del resto de 

los compnentes celulares . 

En el rrétodo aquí expuesto , separarros las proteinas ácidas del 

ritlosoma a partir de un lisado celular total por tratamiento con N!i4CI 

1 :-t Y 50 \ de etanol , <¡te tanbién produce la liberación de alglllas pro~ 

temas básicas y pequeñas cantidades de algunas proteínas no Tibosomales . 

También obtenemos aquellas proteinas ácidas que se encuentran libres en el 

citoplasma. Mediante métodos irunmoquímicos se ha averig'Jado qte la par

tícula ribosomal pierde un 83 \ . aproximad~nte. de sus proteinas ácidas 

( " J. 

Para separar las proteínas básicas de la mezcla mencionada en el 

páTT3fo anterior . ~sta se someti6 a una cromatografía de intercanbio 

i.6nico en coltmlla de Q.IC. Esta resina intercanhiadora de cationes ( figu· 

ra 27 ) presenta un principio de acci6n que se puede expresar cOJOO 1.m3 

substituci6n de cantidades equÍl'OC!lares de iones de carga iguales: 

2 HR- + ci"" CaR; + .2H + 

En donde R- representa la matriz de la resina . 



re esta manera, todas las proteínas con carga eléc trica pos i 

tiva se unen al g~ carborimetil , mientras que las prot.e1nas ácidas 

el uyen lihremente. 

o 
Matri z de celulosa Radical carboximetil 

Figura 27. Estructura quWca de la resina Ole . 
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Las proteinas L44' , L44 Y lAS fueron separadas de la mezcla 

de proteInas Acidas por cromatograHa de intercambio i/Snieo en coltmlla de 

rEAL La reacción de intercaroio aniónico que tiene lugar en esta re <: ina 

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

donde R+ representa l a matri 2 de la resina . 

o -- ---Dl, - Oj, -

Matriz de la resina Grupo dic til aminoetil 

Figura 28 . Estructura qutmica de la resina CEAE . 
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Cuanoo la resina se encuentra en equilihrio , las cargas positivas 

de la resina y las del i6n acetato ( Ac- ) se encuentran neutralizadas , al 

crrpczar a cluir la soluci6n con las pto teinas acidas. és t as se adhieren al 

g~ inte rcamb iador de iones ( QEAI; ) c....~plazanoo a l os iones de AC". Al 

mis:ro tiempo la fuerza 115n1ca proporcionada ~or el gradiente de IIJOl a ridad 

aLm!nta gradu.:tll!l!nte en tanto que el gradiente de pH IOOdifica cada ve z rus 

la afinidad de las proteinas po r el grupo reAE. El gradiente de J1'Olaridad 

tendrá coroo funci6n el aurentar la cantidad de aniones para crear ma fue.!: 

za i6nica que les pemita corrpetir ventajosamente contra las pro teinas por 

el grtyo DEAE ; en tanto que e l pH , al ir aurentanda l os iones H;r III)difica 

la ca r ga de las prote!nas disminuyendo así su afinidad por el gnyo DEAE 

facilitando as1 su desprendimiento del grupo intercambiaoor de iones. re 
esta manera, po r efecto del gradiente mixto aplica&::., las proteinas L44'. 

L44 Y L45. e llo/en a un pH de 5 Y a una 1OO 1aridad de 75 rrM aproximada -

rrente ( ver figura 23 ). 

El IJétodo clesarrollad:l en e l presente trabaj o se puede resumi r 

de la siguiente mnera 

1. - Inocular la cepa de la levadura en rredio '17-1-1 en duluci6n 

1 : 200 e incubar en agit aci6n constante a 30 Oc durante 20 

ho ras . 

2. - Cosechar el cultivo por centrifugación a S 000 rpm durante 5 

minutos . 

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

rpm por 5 minuws . 

4. - Resuspcnder el paquete ce lular en solución allOrtiguadora lO-s 

hasta una conccntraci6n de 5 a 6 g de células, en peso hCurem, 

por mI de solución. 

S. - RoJl1'C r l as células en e l hollOgenizaoor tipo Bram oon pulsos de 

30 segmd:ls de agitaci6n por 15 segmdos de reposo . 



6.- Colectar el I isudo !'Or succi6n y lavar las perla. ... de vi drio 

con soluci6n anortiguadora 10-' hasta que el liquido de lavado 

sea transparente. 

7.- Agregar dos volfrnenes de ácido acético y 0. 1 volCrnenes J e NgCl 2 
1 M, mantener en agltaci6n cons tant':! durante 30 minutos. 

8. - Centrifugar a S 000 rpm por 10 minutos. 

9.- Si el vo1unen del sobrenadante 10 requiere , concentra r las 

protc!nas por evaporación en frro, del licioo ac6tico cn el 

rotoevaporaoor. 

10.- Dialilar el concentraoo contra cuatro lit.ros de agua destilada 

durante 24 horas con tres canbios del l1quicb COIl'l) mfnill'l). 

Nota: El proceso, a partir del punto 2 , se realiza a una 

temperaturo de 4 Oc. 

11. · Liofilizar las protetnas. 

12. " Fesuspender las proteínas liofilizadas en un wlunea suficiente 

de solución SP 1.0 pH 8.6 para ajustar entre ISO y 200 

D. O. a 260 nm por mi y agitar en hielo durante 20 minutos. 

13. " Agregar medio volunen de etanol al 95 \ agitando durante diez 

minutos. Al t~nnino de éstos, agregar otro medio voltmen de 

etanol al 9S \ y dejar agitanoo cinco minutos . 

14." Centrifugar a 10 000 rpm par 10 minutos . 

15." Agregar al sobrenaáante 2 .5 volCmenes de acetona a " 20 "C, 

dejar reposar en el congelador de - 20 "c hasta la formaci6n 

de los gI1.f;JJS de proteina. 

16 . - Centrifugar a 10000 rpm durante 20 minutos a tcrrperatura de 

4 "c. 

17.- La pastilla se seca por evaporación de la acetona y se 

resuspende en so lución arrortiguadora l OC 



18 , - La pastilla resuspcndida se pasa a través de una OOlUllJl3 de 

O1C. cluy~noose con soluci6n r (}.le. 

19.- Las fracciones colectadas se dializan contra 4 litros de agua 

destilada durante 24 horas con tres canbios del lfquido. 

20. - Se liofilizan las mu~stTas de proteina dializii.da. 

21.- las proteí.nas liofilizadas se reslJSper.den en soluci6n. anDrti 

guaclora 11 DEAEb ( secci6n 2. 3. 6 ) . 

" 

n . - La naJestra se pasa a trav~s de una colunna de IEAE eluyendo con 

Lll gradiente mixto de pH decreciente y fuerza t6nica creciente 

fonnaoo con 100 mI de soloc ión anortiguaoora JI IEJlJ:b Y 100 mI 

de solu:ión III IEAE (apartado 2.3. 7) . En seguida se pasa 

ID gradiente de fuena tónica fo nrodo por 100 mI de solución 

I1IOEAE Y 100 mI de solución IV r:EAE (secci6n 2.3.10). 

f inalmente , se pasan 200 ml de soluci6n IV DEAE . 

23.- Igual que el punto 19. 

24.- Las fracciones eluidas por la columna de ilEAE se ana lizan 
mediante isoelectroenfoque en placas de gel de poliacrilamida . 

Es pertinente hacer notar que la aplicaci6n de este nétodo 

evi ta el uso de ultracentTífugas y rotores zonales al no haber necesidad 

de bajar los riboso/llaS ni separar éstos en su::; subunidades as! COrID el 

hecho de poderlo util izar para obtener grandes cantidades de proteínas 

r iboscxnal es. 



CONCLUSIONES 

Los resultaoos obtenidos se pueden resumir en los siguientes 

puntos : 

1. - Las protelnas ribosomales se pueden extraer a parti r 

de extractos celul ares totales sin necesidad de sep~ 

Tal" y f r accionar los r ibosomas. 

2. - El trat amiento con 1t{4Q 1 M Y SO t; de etanol 

produce la separaci6n de las proteínas ri oosomales 

ácidas jmto COi' o t ras proteInas . 

3.- Las formas fosfo r iladas de las proteí nas 5cidas no se 

pueden separar ent re si. 

4. - El método errp l eado no desfosforila las protel nas. En 

este aspecto , el proceso de cxt racci6n es amfiablc 

porque la fOnTlol lIDyoritaria de l as pro t e1nas se extrae 

en foma fosforilada . 

7S 

S. - Este metoro de ext racd6n obtiene las siguientes 

cantida<k:s de material en prolredio por litro de cultivo 

6.39 g de células en peso húnedo. 

0. 39 g de proteina celular total ( pcr ) ,n 
peso seco . 

S mg de pro t e! na SP 1. 0 pH B.6 Y 

2.25 mg de proteinas ácidas semipurificadas 

elurdas a través de la columna de CMC. 



,\cet ilación 

AAN 

GLOSARIO 

Introducci6n de lI'L radical acetilo (Ion radical 

lIDnovalentc Q{, O-que rcsult'l cuando el §.cido 

acético pierde lJl &nt'0 CfI) en la Il'()lécula de Ul 

canpuesto que tenga lDl grupo Ofr ti NH; . 
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A'.IP cíclico (3' ,S'-adenosin IOOno[05(8tO) , molécu 

la cuyo grupo fosfato esta ligado internamente 
por medio de m enlace fosfodiéstcr entre los 

atolOOs 3,5 para fonnar una 1OO1écula ciclica. Es 

activo en la regulación de la cJqJr esi6n génica en 

células bacteri a."las y cucarióticas. El PJ.lPc se 

fonna a partir del ATP por IOCdio ce la enzima 

adeni lciclasa . 

Acido nucleico famaro a jJartir de AIN crorosómi

co que interviene en la síntesis de proteinas ; 

esta corrpuesto por cadenas de fosfato , purinas y 

pirimidinas . Es el material genético de muchos 

VinlS. Se conocen tres clases: 

AA'i, Acido Ribonucléico Ribosomal. 

ARNt Acido Ribonucléico de Transferen 

cía o Adaptador. 

AllNm Acido Ribonucléioo Mensajero 



ARNm monocistr6nico 

Amt 

ATP 

Autorradiografía 
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~~lécula compleja de una sola cadena formada de 

nucle6t i dos repetitivos, esta relacionado con ~l 

proceso de la trans cr ipción del código genéti co 

en lila estructura molecular proteinica. 

Mol éculas que presentan un sólo sitio de i nicia

ci6n y uno de tenninación por lo que codificar. 

para un sólo producto polipeptidico primario. E~ 

caracteristico de organismos eucarióticos . 

~ que se encuentra en los ribosomas , constitu

ye hasta el 65 \ de l a masa de los ribosomas. En 

E. co l i se encuentran tres clases con un coeEen 

te de sedimentación de l3 s , 16 s y S s . En 

eucar iotes exist en generalmente cuatro tipos de 

ARN ; Ss , 5. 8 s , 18 s y 28 s. 

Un tipo de AR'J que se encuentra en el citoplasma 

del cual hay po r l o menos s esenta variedades , 

más de uno para cada aminoácido. Este AIt'l se une 

con su amino~cidb especifico y lo lleva al . ribo

soma durante la sintesis de proteínas . 

Trifosfato de adellos ma , es una molécula que con~ 

ta de una purina , un atocar ( ribos a) y tres gru

pos fosfato . Gra.'"I cantidad de energía para las 

fmelones biológicas 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. 

/>létodo gr5fico para reproducir un cOIrpuesto que 

que contiene radioelementos cuyas radiaciones 
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impresionan la placa fotog ráfica , dando ln repar

to de la sustancia radioactiva. 

Introducci6n de ln radical carbamilo (un radical 

NH2CD- derivado del ácido carbámico NH2a::a-i) en 

la roolécula de un compüCSto que tenga un grupo 

NH2- • 

Polímero formado por rooléculas de glucos a (B-o

glucopi ranosa) unidas por enlaces'p (1~4) para 

forntar cadc:1as no ramificadas reforzadas por enl~ 

ces cruzados de puente de hidrógeno . Su f6rmula 

general es (C61\o O$)n en la qte n es trl ntinero 

muy elevado que llega a varios miles . 

Unidad Svedberg (s) , la medida de la rapide¡ a la 

que una 1JX)1écula sedim.mta en UI campo centrHugo 

determinada. 

Fen6meno a favor del cual lEla cápsula se abre en 

fo rma natur al al llegar a s u madure¡ liberando o 

exponiendo su contenido. 

I'aso de sustancias disueltas a través de menbranas 

scmipe rneables . lo que pennit.e separarlas de las 

sus tancias que las acompañan en estado coloide . 

Término aplicado a la célula que contiene In par 

de cada tipo de crolJX)samas . 

Técnica mediante la cual las IlDléculas orgrulicas 

car gadas i6nicamente se pueden separar e iden ti 

ficar de acue rdo con sus movimientos caracteris 

ticos en tn casrpo eléctrico . Especialrente Cztil 



Eucari6tico 

Factores de elongaci6n 

para separar Ul arninolkido de otro o ulla base de 

otra en un hidroli zado de prot etnas o ácidos 

nuclcicos . 
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Aplicaoo a cl!lulas que tienen núcleo con rncmbra,la; 

presentan caracterhticas muy particulares '~lJ(' 

las distingl.E'll de las procariotas I iil ;¡m3S de es tas 

caracte r1:sticas se encucntraJl esbozadas en la 

Tabla que se presenta al final del glosar io . 

Protetnas especificas necesarias para la [ormació;¡ 

de los enlaces pepHdicos en tre los aminoá cidos 

durante la s1.ntesis prote1nica. " procariot cs " 
conoces tres ; EF-TU, Er-Ts y EF-G , mientras qu' 
en eucariotes ." ; cEF- l y cEF-:? 

Factores de iniciaciCin Se les conoce as1 a las protetnas necesari:l.s para 

iniciar el proceso de sintesis de prote1nas. 

Factores de liberaci6n Prote1nas especificas que actClan durante la t e mi 

naci6n de la ~1ntesis protetnica mediante la ínter· 

pretación de señales genéticas de detención. 

Fos forilación Reacción qulmi ca mediante la cual se añade fos fat o 

a un compuesto, por e jemplo, la formac ión de ATP 

a partir de A[Jl y fósforo inorg:lnico. 

GIP Difosfato de guanosina . se o ri.Sina a partir de QI' 

cuando éste capta. un fos fato por medio de tria 

reacci05n de fosforilación o por hidróli s is del GrP. 



(;lu..:anas 

Haploide 

He tcrutrofico 

liafil izaci6n 

'" 

Una de las formas en que puede presentarse un co

loide . En el gel predomina la fase s61ida sobre 

la líquida y se llega a el a partir de una solu 
ci6n por coagulación . 

NOnDre d;l.do a los polisacáTidos famados exclusi

vamente por la glucosa como sucede cnn l~ celulo
sa o el al midón 

Trifosfa to de guanosina que se forma a partir de 
GDP por medio de Ulla transferencia de fosfato. 

Sirve COIJX) fuente encrglitica para l a sintesis de 

prot einas en los ribosomas y en diversos sisteoos 

que requieren energia. 

Condici6n en la cual una c~lula tiene solamente 

Ula copia de cada gen . La mayoria de los organis 

ros superiores tienen dos copias de genes para 

cualquier ca'cacterística . Sin enbargc , muchos or 

ganislIJJs COIOO las bacterias , pararreciun y la mayo

r!a de las algas son haploides durante l a mayor 

part e de su pe r iodo de vida . 

Un organisroo que depende de su anhiente para su -
pl irse de materiales nutritivos para construir sus 

propios constituyentes orgánicos y tambi~n sus 

neces idades generales de energía . 

Desecación de un material , enfriado a muy baja 

te~erat~ra . mediante elevado vado , que origina 

la sublimación del disolvente . Así se conservan 

al imen¡.os , proch.ictos farmaceúti cas )' materiales 

biológicos . 



Mananas 

Meios i s 

pfl 

PoI iacrila¡;¡ida 

Protcf.na 

Polimero de manosa. C61112 0, . son polisacáridos 

de reserva que se encuentran muy general i lados 

en el reino vegetal. E:;tan cOilstitu~dos po r la 

D-manosa medi ante enlaces PO-+4} glucosfdicos. 

su forma est ructural es la siguiente 
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Un proceso de división celular sin duplicación de 

crollDsomas . de tal nnncra que cada tila de las 

cél ulas hijas , contiene la mitad de los crorroso 

mas qtx> tenia la célula I113dre. 

Es el nCrnero que <.!escribe l a acidez o alcalln ¡dad 

de una soluci6n acuosa. El intervalo habitual de 
pH es aproximadamente desde 1 para el Ha o. 1 ~ 

hasta 13 para el NaüH 0. 1 N . EI pH fué definido 

como el l ogaritmo negativo de la concentración de 

iones hidrogeno . 

MacrollOlécula que contiene el grupo -O!, Gl (CO":H, ) - , 

la poliacrilamida es una resina soluble en agua , 

utilizada como floculante de l f quidos turbi os. 

Pol1mcro complejo que contiene carbono ,hidr6geno, 

nitrogeno y general mente azufre , fonnado por cade

nas de aminoácidos unidos por enlaces pept1dicos 

{· (D·\ll·) . Su peso ITDlccular oscila entre 6000 

{inSUlina} y más de 40 millones (vi rus de 1 JOOsaico 

del tabaco). 



Punto isoeléctrico 

Quitina 

H 

Ribonucleasa (R\lasa) 

Ribosoma 
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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 eléctria>.A este pH una 

ioolécula de proteina muestra un minimo de solu -

bilidad. 

Polímero formado por unidades de N-acetil-D-gl~ 

cosamina unidas por enlaces ~ (1 -+4 ) glucosídicos. 

Es un polisacárido estructural de muchos organi~ 

mos. Se encuentra en mayor abundancia en los ca

parazones de les crustáceos y en los exoesquele 

tos de los insectos. 

-------o 
H ------- o 

H 

H 

H 

N-Acetilglucosamina N-Acetilglucosamina 

Enzima capaz de romper los enlaces fosfodiéster 

del ARN. 

RNasa A 

R\lasa TZ 

rompe después del nucle6tido Uridina

- 5- fosfato o Cit.idina-5-fosfato. 

rompe a nivel del nucle6tido Adenina

-5-fosfato. 

Pequeñas partículas intracelulares compuestas po r 

proteínas y altas concentraciones de AR\I . Se en -

cuentran ya sea libres en el citoplasma o adheridas a 
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la superficie del retkulo endoplásmico rugoso y 

son los centros de la síntesis de p rot eína~ . 

Saprofito Organismo vegetal heter6trofo que se nutre a ex -

pensas de animales o plantas muertos y de toda 

suerte de restos orgánicos en descomposici6n o 
descompues tos. 

SU> Duodecil sulfato de sodio, detergente ani6nico 

que confiere cargas negativas a las proteínas. El 

su; disocia l as proteínas en sus cadenas polipep

tídicas constituyentes . La electroforesis en gel 

de poliacrilami da en presencia de sa; separa l as 

cadenas polipeptídicas de acuerdo a su P.M. 

Trans cripción Procesamiento de la info nnación genética contenida 

en una molécula de AIN durante el cual los genes 

son copiados en~ para producir ARN mens ajeros, 
ribosomales y de transferencia. 

Tabla conteniendo algunas característi cas escen -

ciales de célul as procariotas y eucariotas. 

Membrana nuclear 

Divisi6n mitótica 

Dimensión aproximada 

Cromosomas con histonas 

Mi tocondrí as 

Ribosomas 

Presencia + Ausencia 

CEIJ!LA PROCARIOTA 
Bacterias, algas 
verde- azúlss 
( cianofíceas) 

delalOu 

70 s 

Ci:UJL'I f:IJCARIOT..\ 

La mayoría de las algas , 
plantas y animales 
superiores. 

+ 

+ 

de 10 a 100 u 

+ 

+ 

80 s (citopl asmáticos) 
70 s (o rgánulos) 
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