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xii 

R E s u M E N 

E n el p resente trabaJo , se IndUJ O l a mu t ac ión d e 

l evadura s grande'ii_( competentes r esp lril t o ri a s para obtenor 

colonias oetite ( d e fi ci en tes respira tor ias), c r ecl éndola s en 

medio YPD suplementado con 

concentra c ión de ~ O U9 /m l. Las 

b romu r o de etidl o (1 una 

levaduras grandss y petlte lOe 

trans f ormaron con p lasmldos qu i mér ic o s e :: tre,no ,. 
codi.f i ca a un fra gme nto de lonqu i tu.J variab l e de las p r o te tnas 

ribosomal es ac i d as d e la l e .... adu r a ~. c erevz :;Ji'l e u n i do 

cova. l entemente , haCia el elttremo 3 , con e l oen Lac Z que 

codifica. a la enzima beta-qalactos i dasa . 

Se demos tr ó por prime r a vez q u e la.s l evaduras petlt e s e 

pueden trasformi\r s ,n Que se a f e cte esta cond ic i ó n y s in q ue 

se pier'dan los ma rcadore~ nu t ricio!.a les de la cepa p al'enta.l de 

l a que se o ri g i n aro n . 

Se inmu n izaron cone jos para obtener anticuerpos 

poJic l ona.les contra la be t a - qala c Tos idasa o a r a cuanti fi c ar a 

la s pro t e 1na s híbridas tan to en la fra ccion rl bosoma l como en 

la f r acción 5100 , d e las l evadl,ras grand es y pet i te e mpleandO 

e l mé t od o de El1 5 A . Los res ... ,lt<tdos muestran Que en amb a.s cepas 

l a. c oncentra c ión d e l as p r o te í n a s h 1 bl' ida ~ : TYG 4 4 , TYG 45- t, 

TYG 45-2. T'I'G 46 , l"YG 47 Hp. TYP 45-~ Y TYP 46 unida ~ al 

ri bosoma a.ume n tó c ua ndo l as c é lula s p asaron de la fa se med Ja. 

l ogar1tmi ca a la fa s e e s ta.cionar ia. El aumento p udo debe r se a 

q ue , a d i f e re nc ia d (' 1 res t o, SlQl, ie r o n stntet i :¡oándose pOI' un 

laps o de tiempo , • pesa r d e que 

l1ega. do • l • faSE! estac l on<t ria . 

los c u ltivos cel u lare5 haya n 

La co nc:ent l' ac:i o n de l as 

4 4 . TYP 45- 1. TYP 47 P v y p rote1na s híbr idas : TYG 4 7 Pv . TYP 

TYP 47 Hp disminuyó pos l hlemen t e • c: a.usa de un mec anismo 

a c ti vo propio de l a fase e ~t ar.ionaria . 



En l a fra cc 16n 51 ,)(1 de 

c oncentrac ión de protelna hlbrlda 

la s l evadl,ras 

aume nt ó cllando 

}( i ii 

grandes, la 

l as c élu l as 

p asa r on de la fa s e media logárl tmll:::a a la f ase estacionaria . 

Este aumento no f u e proporciona l a la i nc reme nto obser vado en 

l. fr acc ió n ribosomal 

protelnas rlbosomales 

indicando 

ac idas 

Que 

y s u 

desf osforila c i6n 

di ferentes. 

se regulan , probablemente 

s1ntesis de 

f osfor1 lación y 

POC mecan I smo s 

En el ca so de la fra cc i ón 5l00, de la s Jaovaduras petlte 

la c a n ti dad de protelna h íb rida también aumentó al pasar a la 

fa s e e s ta C i o narla, pero c o mo la cantidad de r iboso mas 

di s mi nlly6 en t o dos los c a s os esto Indi ca Que nec esarIamente 

debieron Slnteti ~ arse de " novo" 
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A N T c: E D E N T E s 

Las Lo:1vad Llras 

l as S<'_c. a r o mic:e tes . san 18 vaduras que se dest ac a n 

p -.lr su c apac Idad de f ermen ta,ió n de glúc idos , d e ahí su 

n o mbre . l o s oraclvctas principales d e l a fermenta c i ó n son el 

etano l ~' e l bió :<lda d e c arbo n o . Debido a esta prop iedad, la s 

l e'/adura s t Iene n mucha dema nda en las indust l- ¡ a S p an if ic adora, 

,,, nl c o la y ce r .... ece r ;¡ ) . Ademá s de l u sa lnd u!Ot r .l a l l a s 

¡ el/adL" ' a s ha n c ont r l bLlido al p rog r eso cient l flCO ya que el 

homo r ~ h. empleado c omo o ' -g a n l smo mode la p ara lo 

e l UC idaci ón de proc esos b ioqu 1m icos bási c os de l meta bolismo d e 

l as cél u l a s eucar jo ticas 6 1 Desd e e l p u nta eJe vlsta 

v ~ nta ja s d o l . l evad u ra son: l . 

Llni1:E'lL' )ari d a d; el qu e cada cé lula tiene márg ¡:·nes me t ab ó li c os 

mas altos , peso a peso , qU E' o t ¡·os hongos c on mlcel i <J u otro s 

o rga n ismo s ma s comp l E'jos ; el q ue crecen en nH~dio de cul ti vo de 

compOSIc i ó n d efIn id a ; e l q u e s u genoma e s ta o r ganizado en 

n u c leoso mas y cromosom a s y e s dos órd e nes de magnitud me nor 

X 1 (1 ' 0 dalt"ones ql!e e l de las cé l ulas de tll am1 f ero e l 

qu e la d upl!cac¡¿n c elula r t 'l. rd a d E! 9 0 a 180 min depe ndiend o 

o e 1 .. compos ' C l 6 n del medi o de cul ti vo y l a tempel' at. ura d e 

¡ " CUba C lon ¡ el qu e s e l as pue '"! ,", m<l nten tl r e n f OrtTta haol~id E: o 



2 
ANTECCDENrE S 

d l P Jo¡ d e esta bles ) ; y e l q LIE' s e l:i S puede ma nipu l ar 

0;:00 l a t e c nol o g ía. de la Bl010Q 1a y Ge nética Mol ec:u l ar-E's y d e 

l a l n c¡e n i e r 1a Ge n é tlc.:. . 6 1 ). Algunas c ar a c t e r 1 s tica s son 

t lplcas de un qrupo de le v a du r'a s , p or ejempl o . la c apaCid a d d e 

o ru;¡ inar , c on al ta frec u e ncia . mu ta. nt es espontanea s c on 

d e f icienc i a r e Sp l rat o r' ¡ a DR ). conOC i d as como 

r OI' CU l: las c o l oni a s s on s Igni f i ca t ivament e m~ s p e q uf'ñ a s que 

Es t a p ropiedad se ha e nc o ntra do en la 

m",yorJiI de las especi .:'s de Sa c c h .. r o mi c es 1 1. j 3 ) . 

La I n dUCC ión ma s iva de pe t lt e se I Oyra tr a tando a la s 

I:é l ul", s q ranaes con u n a v af'l eda d d E! ag e ntes '1u 1m i c:OS c o mo la 

a c:r ¡ fl av ¡ na. la c afe ína. e l su l fa t o de cob re . el e Jf'uro de 

ma c¡ne S10 y e l cloru r o de te tra ~o l i o 1 :. 46 ) . Las c é l u la s 

m_.dre e hIjas se conv i e r ten i?n pet i t e c ua ndo los cu lt iVO!> son 

t r atados c o n 5 - fluo rou r .c llo , . 5 o c o n bromuro de e t i dl o 

46 . 7 1 ) . E l bromuro d~ e l l d l O e s a )ta me rlt .:- f?l ec t l \'O p ara 

I nducir p e tl t e s s in afec t Ar Slqnificati vame nte la VI a bili da d 

c el u l ar, il lC luso en c el u la s ql,e no est iJ n creciendo 6 1 ). 

Al e '( dm ¡ na r a la ~ lev a d u ra s p e t ite s e ob~ervan la¡¡ 

s i q ~llentes ca rac tert st ica s : 1) el even to mu t a c i onal - e, 

11 ) e XI st e una pérd i da s lmu lt~ nea ce vari a s 

~rl:: im a s a soe l a d a s • l . m.toco nd rl a . pr i nc i palme n t e 

t.: l t ocr omo e OXlóa sa v los cltoc r omos a. a ", v b 



F i gu r a C i c l o rep r oducti vo de la h" / ~dur~ S ac arum ¡'.;!,,, 

~V...!'...\:....o '!!.. ( Escoba r . 1 qqO ). 



' ... 
OIPLOtQE 

(.) ' .... nueIHr OU 

AHrECEDENTES 3 

.. -------



4 
ANrECEDEtnT5 

s ¡ qrd'f í ca q ue las mI t ocond ria. s c.Jesaparezcan cama 0 1 g a nelo, 

aunque se de f orman poc las obse r vaciones .1 

micros c oPI O e l ec t r o ~l CO F i g. 2 [II ) L. d e f i c ¡ ¡¡¡nC la 

Inca p a ci d a d para c rec e r en sus t r atos no 1ermen t a bl ~s. deb i d ~ 4 

la s al t eraCi o nes ffi l t ocond ri al es 10 ) . 

La nat u r al e z a ¡rrev E: r s ) b J e d e la cond iciór, p '2t lt e <;10' 

d e o·.1 a u na mutaCIón p a r dal EC l ór , . seg ú n l o demuest ra n los 

deSCU bri mien tos d o q u e e l ONA mi tocondri¡l'l d e l a s r:élul~5 

pe t i t e ti e no m~ no r c onten Ido de GC y menor t ama ño . Esto i n dica 

p r o b .;.b l F'ffie n te ". n r1 e:;p e rf e t::to <:>r e l 5 ¡gteml 

mitoc '1., dr i a l 8 7 ). 

U R IOOF oma 

E l ¡" l b cl .. oma es un\ p a!· t l c:u l ~ rlb.:. nucleopre"l f'lc a de 

apro:<i mada me n t e '250 A q ue s e p uede e n con trar 1 i bre .... adh e rida 

la r..emb ran a de l ret l c u l .:, ewl o p la s mic o . La s l nt.eS 1S del 

r i b osoma eUCi,!.t l ó tl CO r equ iere c1e l n te r acc iones cool' d I nad a ~ 

en t re el n úcl e o y ", 1 c i t o p l d.,:, ... a . El ('¡ bOs oma J u eg a un f' [le l 

cen t ral e n e l cre c im ien to y manten t mHm t o d E.' l a cé l u l a o O''l ue 

E!=- el c ata l i : ado r d .. 1 3 sinte sl- <:l e 1 ... 5 orot é l r"a s , . " ¡ 



n·r 

72 'IV,. a. ';E',~.,.!.l...!...!.!. _f'¡><: I Cl .. ¡;", n· JI'" y~,., h a<:s ta la !.]", 

';. t aclonarl <l. Al ~11Iuconor:¡;. n·;)rmal IJ " 

pe tl te B, f'l f>(';)o"+:rari ón d e 1. 

c¡'oc r nmo '.)'.I'1asa. y la cl t OCf'Om<l e p e rOi{ida _~ p or la rearc i ón 

de 1. - d lamino benZldlna DA. , . L. mayoría • 1. 0 

mi tocondr 1 "s p rE'sen+:an ¡amela 5 F l ec:h'l el Tl n C ¡Ó n co n 

pf'f'locla t o de pla tl JI tl osemlcarbazlI:la . Las lamelas paral eJ a ~ 

¡ n:Ole "0 m i t ocond r l 1S y 11'" o tras son 

·1rma les N ) . Ste'Jens . l ' ' 5 
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Compon~nt~~ ~ Ri b osoma . 

Los ri b o somas comp a r t en c: a r" ac t e r js t l c as mcu- fol., g ' c'ls en 

I <1S t r e!S r e i nos : a r queoba r: te r 1 a s . elJb a ct~ri as y eucar j ote~ 

F i g . 3 24 ) . E s t á n c::on5 t it u id o~ po r d o s s u b unid. df>s ne 

dI " t, n t o t amel. r; O . Estas d ifer e n c i a s en t ama.,',,:, s e re fleja n e n e l 

.::nef l cHm t e d e s edimentac i 6 n q u e v ar i a en h tr"lCt6n d e l n~Ofn<:'I·(".J y 

l o ma so a re l a tiv a ( Mr ) d e las pro t e í n a" " e l fl tJ A ribo50o mal 

rRNA q ue rompone n 'i la s sL,bu n¡da1es r ib o~om le~,. Po , 

ejempl o , e l r ib O$oma d e SaccharomycE's, Lln e uca. r lot e t!P1C O , 

está compues to por dos subuni d adE's : l a ma yo r 60S y l a meno ' 

405. la SUbLIr"lidi'd 60S p osee ':; mo léc uhs d e rRNA , la 2 '3 5 , l a 

5 . 8 5 Y l a 5 5 ; la e stleCIE' 5 . 85 e s ~ e lUS Iv a de l o s eucarl otes . 

l a sub ... n"lad 403 tiene una moléCll l a je rRNA ¡;o o un coe f l c i e nlp 

d e sed lme nt a¡;lon d e 18 5 62 ) . Numerosos g r u p o :; d e 

I n v es t i g a dor e s han a nali =ado a l a ~ p rote l nas r l b o s o ma les d e l a 

l ev a du ra y l a ma yo rfa. es t ,;¡ n de a c uerd o en q u e la s u tJ<.' nl da d 40 8 

c o nt i e ne :;,) 5 p r ote l nas y l a 5 u buni dad 6 0S c o nt lene ~O 

( F j c¡ . 4 86 ) . 



Figura. 3.- Elp.ctromi c r og raf i a de l o s ribosomas de eubact e ria, 

arque oo a c+e r i a, eoc i t o s y e u c: a r i otes tipi c o s . Oc izqui erd a a 

d e r e.: h a los o rgan l ¡¡¡mos no n : S r nech oc y :> ti:> 67 0 1 , u no 

C l anOC¡¡c te r l a euba c ter iil ) ; I:!Ll op a .;te rj ~'m cu t l r uO rum. u n 

h a J o f j l o ex tremo a .. q ueo bacteri a ); Ther mopr" t eys ll.!2U, u n 

a n a."rob i.o f aC:Ldt a.tivo eo!: 1 tos ) ; y '::lJ re l, j siae , 

l ev a dura e uc:ar i o t e ) . X2 5 0 , Oü ü ) . La s s ubu nidades p eqL' eñ a s 

se mues tra n e n la li nea A, las s u bun ldades g randes se mues tran 

e n la li nea e , v lo:;; d JilI;p-a mas d e s u s perf il e s se muest r an a 

b al O de c ada mic r~graT t a l l n e a s B Y O l . ( La ke ,1 984 ) . 
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F i 9 u r a 4 .- Rlbosoma de f.. cerel'lsi a e un eucar-l Dle tlPlCO 

e s tá. compuesto p or- dos SL,bun l d¡¡.des : la ma yor 60S y l a menor-

405 . Cada s u bunida d p osee mo l eculas de r-RNA deSIgnadas por su 

coef I ciente 5 de d I f e r e nte t¡¡.maí'í o Que se asocI a c on protelnas 

p ara form¡¡.r l o s r- i bosom~s . 



8 

ANTECCJENTES 

RIBOSOMA 

CD 
_SOS 

60 s 
RNAr 

SS t¡ 
255~ " 

7i' 
S.8S . . . . . . . . . . . . . . · .... . . . . . . . .. . . . . . . . . . .. 

• 

40!5 PROTEINAS 

40 s 

j 
. . .. . . . . ... . . . . . . . . . . . . . . .. . . . 

R NAr 

0( 
18 s 

30!5 PROTEINAS 



9 

AWTECEVf. NTES 

8 i ogénE'S IS de l r l bosom3 ~ ,, _ o: e rl"")$ sae. 

de l os f' l b o'Sofl'la s r €-OLI I er e de la 

coord Inada d e t odos :su s cono;; tltu)ente!!o : r RN¡;.,s y p ro te 1na s . La s 

p .. o tejna ~ r' l b o s o ma les . sl n le t i ~ a da s e l c I top l asma , se 

tra nsporta n a l Ir. le r l o r d el "'.II: leo d ond e :>El a SOC ia n c on e l 

rR NA" precu r so r e n el n u c leol o . El past el" I Or' e n s a mb l aJ E' d e l 

rl b o soma impl le a una ~~r l e d e i nt e r a cc i o nes. mod If I c ac iones ~ 

p rocesamIent o s d ~ los r RNAs cara 5lnt e t l ;!a r las 5 ubunid a d es 

4 úS y 6 0S nati v as ( F i Q . 5 ) ( 5 2 . 86 ). 

Protelna s htb r ldil 5 !i2.!!!9. result a do d e hl5 10 nes ge n teas. 

Una estr-atec¡ iil e xp e ri men t al p a r a estudia r l os si s tema .. 

de rC4ula C: lón mt¡l t lQO!! nll:;OS e s crea r situa c: i o,,>e s d ond e S E'3 

p O": 1Jl e Identl f i c a'- --' ,no:-d lr c on 1ac:i l l d~d los prOd u e: t os d e 

E,;presl An . Ca mo ejemplo es t~ l a f U'&lon e n t re los gene'ii d e l 

oper e n L a e: la e: Z v l a c Y y l o s g en@s d e inte r é s c uy o nlvel 

d ~ e: .pre'ii l b n ~e c u a n t l fl c a c omo a c tiVi d a d en:: l mát ica de ll e ta 

q a la ctos ida sa p or mé tod os c a l o r i mé tr icos. 

El co n cepto de f us l on gen lca como h e r r am i en ta para el 

r> ,¡ r @o:: ió por p l' lmera v e z en 

19ó", C ~"'.1'-: O J" c o b v c ol .:.-a do 1"l~:¡; d e sc rlb l eron la f U'5 i on c e l 

g en L a,: e l cno::r o n pu r E d e --L '"u li . Estas fU':H ones ,,~ 



Figura 5.- Esq u ema de l proceso de biogénesis del ribosoma d e 

un eu c a riote t1pico. PolI" RNA polimerasa dependiente de DNA 

que trans cribe exclusivamente a los genes Que codifican para 

el pr e - rRNA¡ PoI 11= RNA polimerasa dependien t e de u NA que 

tran<;¡ c:. ribe exc lusivament e a l os genes Que codifican para las 

protelna5;; Pol 111= RNA polime rasa dependien te d e DNA Ql\e 

t ,' a,lsc ribe a l os genes que c:.od;' fica n para e l rFi.NA 55; XTP " 

ribonuc leótidos t ~ tf osfatos¡ CH . 5-adenos 11 met i f,n I n a ; Pi = 

f os fato inorgánico; P . R.= proteJna ribo!iomal ¡ ATP'" adenos 1n 

tri fo s fato; ADP= ade nos 1 n dif o sfato; C'P 7 

metil guanidila t o; A ln'" polioadenilato ; ?= s; e ignora cómo se 

lleva a cablJ el proceso . En l os e uc arioteti la t :-anscripció n se 

lleva a cabo só l o en el núcl eo y la t raducció n s ó lo en el 

Citoplasma. ZInker ,1986 l . 
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abtw"'IE'T'o n poe 1"'S'c:omb l n¡¡¡ c i ón t= nt r e un pl.:.smido F que 

' cilT'T'eaba ambos genE's el de Lae y el de pUl'" E. localizados 

cerca ur.o d el otro e n el c romo soma d e ~ " Oll . Al pr i nc i pio, 

l a posl b, li d a d de gener31 ' f us i. ones e ntre L ac: y o tros genes ,,>c 

limitaba • aquellos genes c e rC Olnos a.l op e ró n lil e . Est a 

limitació n se supero con el desa r ro ll o de una tpc nl ca para 

transpo ner a l gen La e hacia o tra s r eq i ones en E! 1 cromoso~·, a 

bacteriano. Otro p a so i mp ortilnte en la f us i "'n g éni c a fu e el 

desarrol lo de t écr.icas que p e rmi t ieron su detec ción en c ep a s 

en donde tod o s l o s ge nes estructurales d~¡ operón lile z , y v 

A ) se encontra b an I ntactos y fLls ionados al operon t r¡-¡. Est a s 

cepas p r'esenta.b a.n un fenotipo Lile:'" cl\a ndo e l ope r ón trp se 

e xpresa ba constitu tivame nte debid o a una mutaci o n en el gen 

rep,'esor de l operon den o minad o trp R . 

Las fusiones gén ic as t amb lé n han prob:;;;do ser (¡ti le'i en 

el estudio d el bac t erio fa qo l a mbda v. que l os genes 

bacte riünos pueden inco r porarse al cromosoma de la mbd a p or 

mecan15mos de recomb inac¡ón despu""s de I: .'ansd uc i do e l fa 90 . 

Poe e j e mplo , l . t usion 0<,1 opel'on o e 'ep de -h ~ co n e l 

genoma de lambda perm i t ió e ntende r l . fusi o n d el p roduc t o de l 

Qen-N d e l a mbda. En otro e.emp lo , l. fu sion d ,.~ 1 o perón L. e 

b2c ter; ano .1 oper ó n del gen N de lambda. ccnt o'clad o p o e el 

Qi:' n rJ del .ago oe r'''llt JÓ l a de tecci"n "~ · vi tr .;:¡ " d e l prodl' c. to 
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de i ':'l en N , midi endo la s lnte 'lnS d e la be t il - galac:t D~'il d asa c omo 

marcado! d e E'sa ac t i vidad ( Fig. 6 7 ). 

E L I S A 

la s pl' ueha,,; usa dos p a ra 

de tecta r s ubsta nC lil.'!i con ¡mpo r t anr- l il b lol ¿ r, lc 3 o oropl~dad ef'i. 

l os a 1 tos n ive J o=5 y 

especifi.c id 3.d do:> l as p rue bas i nmunológica -=; san el r e " ult .. d o d e 

) . e speci f i CI dad y l. a finidad de ,. a nt 1 r,eno

detec ci " n a nt ¡cuerpo, y d e l a e x i s te nc Ia de método s de 

sensi b les . Isó top o s , rl uo rescenc l a. r ol Olca l e s 1 i b r es. 

ferr i t i nas, b a c te l"ló f aq o s v e n: i mas ma rc a ndc. y a se" a l 

ant1gen o ,; al a nticuerpo . 

E l ELISA por la s S Ig l a s d el Ir.o l és : E n:: vme L inlied 

l mmuno 50rbent AS'bil ,' e s un prueb 3 l n~".Jnot6gica e n Z l mát,c,a 

h eterog é nea b asad a en e l mismo p r i ncip io qu ~ l a s ra d l0-

i n muno-pt"Jeba s R IA ) .. l a ún ll .. :_ di f e r e nc ia e nt re L\ n E L ISA ) 

un R IA e s el u so d e L, na en:: ¡ mOl . e n v e ;:: d e u n is .:. top o 

r ad i oac tiyo . para mar c a r a 1 ant íge no ¿, al an t ic u e ro o .. A l 

I g ual que un RI A donde la ,n;¡ 1' c a r ad ioac t iv~ y a sea en 'i' l 

ant ígeno':' e n e a nt i c -terp n tbr go o¡; se sep a r<t de l tat \1 el l . 

r a d lodc tl il dad . 1 for ma r s E' e l i:" nmp le J C' an t l c,e n c:o -¡;:n ;" q E' ! 00 

l l m¡t .. f .. arl loact l yr; ), "!I El I S~ !'i o a l:: "_'na pore i on dE' ~a 



Fi.gura ó.- Esquellla Que i lus t r a l a se ) ~ccl ó n di r e c ta de 

rec o mb i n an tes . Só l o aQue ll a ~ c o l on i as Qu e l l e van el I nse r to 

s o n ca p aces de c r ecer e n el lIIe dio da nd o u na c o l orac i ó n a zul . 
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"en :: ¡ ma mi!. re a" e n TOr'mi!. de complEJO a n tlgeno- a ntlcuerpo 

li mi te en:nmáti c 'j quedanco Ltn remanente de la "enZima 

marca u 'llda ya o¡;ea al antíge no ó al ant icuerpc libres 

solL,ble) . La a c:t l vldad enzi má tic a en el l imite o f racción 

lib r e se cu.ntifica por la conversi ón de un sus t rato incol j T'o 

o no f l uo rescente • un p r Odl,e to al tament E: c o loreado ó 

fluoresc: e nte. ( 32 ) . 
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N T R C> D u e e C> N 

Protel na s r i bnsam¡¡ 1 es 

Med Ian te técnica s d e electrof o resu;; bidImens ional es 

posib l e sl2'pa ra r todas l a 6 p rotel nas constituyentes del 

r i bosoma 55 ) . la fT'ayor p arte de l ag¡ pro telna. o¡, rib o s (j'lIales 

son oE'oueña s , c::on p esos '''olec ' ', l are o;; que osei l a n entre SOOO y 

'¡50')u d;¡l t ones , y ml' Y b<!lsi c: as . c on p u n t os I soél('c:tr l C;O ~, ( pI 

s upe r I ores a 8 .6 i Fie¡ . 7 '3 /1 ). 

Ent re las diferente" protelnas del "¡t>osoma , e " ste un 

g ruo o de ca r ácter marcadamente <!l e id o p I . J rededor d e 3 . 0 ) Y 

loca I1 :: ado en la SUbL,n¡d ad rlbosomal m .. yor : son ¡<os 

denom ln<id a s p r tt:' i n as ri o osomales <!l e idas . 

ProteJna s rlbosomal e s dCldas de ~ c o jJ 

Las p rime ras prote1nas f'lb o50ma l es aC l das Qlle s e 

c a ra e ter i::a r o n fue r o n las d e 

loca liz a r o n en la s Llbuni dad 

los r IO OSO . .lS d <> 

riboso ll\¡¡l mayo r 

L. ~. 

SOS , Y 

Se 

se 

denomlnal on L7/L I 2 . [¡e é9tas hay cuat ro copias . pr o bab lf'me n te 

como pa r T~ de dlme r o5 e n la oill, t1 cula ribosomal \ 5 4 ) ; fo rm an 

u n comnJ«!)o co n I~ p r o tetna L 10, { en c:on Jt ,nto c:on :;;t ituyEln a 

un.. oe l a.; t r e¡;; orOl.ubera n C la s de la sLlbunldad mayor o e 



Figura 7.- P ro t e ínas r ib o s oma l es b:o,si ¡;: a s . sep a r ada s me di a ntl" 

e le¡;:t r o foresis b i di me nsi ona l. ( Wa,-n é'r , 1982 ) . 
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aCLle rdo c on los ob!§erV a ClcnE" '5: d o1 mi c roscop i o 

electróni c o ( Fig . 8 28 , /3 Es ta s dos proteínas s o n 

el m i smo P Oll pép t ido con el aml n o te rminal li b re 112 , 
il cet l I ado L7 56 ). Se ha e¡;tableC ldo qu e L7/L 1 2 e :; tá'1 

i nvolucra da s con l a f unc ión d e l os f actore s de e lon9ilc l o n 

depend ien t es d e l a hidrol il51 5 d e GTP 79 en d o nd e los 005 

d1 meras de L7 y L12 bact<i!T'l a n01O juegan un pa p el di ferente ; 

p OSibl eme nte, una esta direc ta mente i nvolucrada en la uni ón a l 

sustrato y el ot ro en la hidróli S IS d el GTP y el r e c icla je de 

las f ac to r e s de e l o ngació n 15, 70 , 79 Una funCi ón s i mi lar 

h. s ido s uger ida para 1.s prot el nilS á c: I d i! '¡; r l t">o :¡oma l e s 

e uc a r ¡ó t ic as ( 4 2, 6 8 , 72 , SO ) . 

P,...ote 1na5 ribasoma l es ,;, o; ¡ d"s ew:ar lotl c as 

Además del ca rllC: te r ma rca dar:'lente ác i d o. comp3 rten 

c on :.u s eql llval "'nt e':i ba c t e¡'l il na5 ot ra s c ar¡¡cter ist i cas c o mo 

50 n : p eso mol~cl..dar bajo 110f)O a 13')00 dal tone~ . , elev a da 

hidrofObl ci da d , gran contenido rel at i VO en al", nl n a , a lt o 

a J ta con tenido on r.o: --hellce . fo rmac i 6 n d 1m e ros de 

estabi 1 t dad. facl l 5eparac16n y f'eCon s t ltucló n de l ribusQ'h3 

( SS , 84 ). 

E n o f'g ani ~ mos ~u~arl;,tlCO'1 . la " p ro tF.'t na 5 áci das S~ 

como famill _ de POllpép tldos ti ", ne l) 



Figura B.- Loc:alil ac ion de la s p r otei na9 ribosolllales ~cidas 

L7 y l1 2 en el ri tJ osoma do:> ~ . • :0 1 i . Constituyen un a do:> l as 

t res pr o t uoeranc las da l a s ubun i d ad ma yor . ( La l e, 1980 ) . 
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prop lE'd adeli f i o;¡ic:oqu l mic& s S l m, larE'li, pero di f e r e nte 

comp OSI C I Ón d e ólm i n o ... e i d os 7 5 , 80 , 83, ) , y son 

codi~icada s por genes l ndep<? ndíentes ( 6 , 2 9 , 38 , 39 , 4 0 , 5 3, 

~ 6, 60 Prote ína s de elite tIpO han sl do des c ri t as v 

CCl ract e ri ;¡; adas e n n u me rosos orqa n i limos eUc¡¡r l o t as, a s a b ",r : 

el h igad o de la ra ta . el Mi gad o h umano, Ar tem i a .. aJ Jn ,¡ . 

Ne t'ro ~p o ra ': 1" 01 .. :> 01 , l a s cé l u las HeLa , Dr-('sophil a meJan"/QoiI :J t e r. 

los retlcul osi t os d e c Ofle j o . el ge rmen d e 

Sacr h. romiCE' $ .: e r el' J SHH> , y $Cl:!o .:;a c cha romYCP3 pomoe 

29 , 5 3 , 60 , 76. 80, 8 3. 8 8 ) _ 

No ob-=: ta nte 1 .. protel nas ribosoma l es 

trigo . 

6, 2 5 , 

á C i d as 

euc:arló t ic:as t i ane n a l gu n a s caracterJstic a s c la r.mente 

d ist lnglll bl es d e $US eq ... ,¡ valen te 3 p roca r ¡ ót ic: os . Aunque 

e Xi sten ta mbién· doti f or,n as d I;' prote í nas . la dl fe renCl a e ntre 

ella s n o es d eb l da a la ac e t i l a Cl ó n sino ,ná s b.en a la 

f o s for i laci " n 9 0 La pr e s enc i .. d e estas fos f oproté inas 

d emues t ra q ue l a f o~forl l ac \ "n es una r. aracte!' jst lca g ene ral 

de la s proteína s equi val ~ n t es a l as de ~ . ,=,' 11 l7 / L12 en 

c élula s e llcar l0t .. s , S i n emb a rgo , e l n úme r o de r es iduos de 

fosfa t o 1 ncorpora d o s e n e stas p ¡ o telna s d e un 

o r ga n i smo • o tro. Estas modif icaCiones p arec e r e s ta r 

rela Cl onada s con los c a mbi o s me t a b ó l i c o s de la cél u l a ó-i, 8 0 

) . Cu a ndo se rea li ::a n prepara c I o n es CUi d a dos as de r lbosomas, 

solo la s to r mas f os f oT'lladas se detectan en la part l,'. d a ; Do r 
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el contrariO en el sobrenadan t e a parecen d e sfosforila das ( 6 9 , 

9 1 ) . 

War ne r y Zink e r 1976 c l asjf¡ r a r on la s prote jna s ~cidas 

r ibosoma l e s de l a levad ur a como p , 'oteinas d e r eC: i> mbl C' . pO I' q .... e 

la s protejnas ác i da s rlicién ... i n te tizadas s e e ncontraron e n 

ribosomas prev i amen te sint e t i zados 76, 9 0 ). Es d e C i r , 

e Xis te un r e c amb i o en t re l as p r o tei nas á c idas del r lll osoma con 

aoue lla s d.l citop l asma, e n a use nc la d e bi os in t esl S d e 

rlbosoma~ de nov o " . 

Va n Ag t.hov e n 1978 reOOI' t ". u sando r adlol nmuno PI 'Jebas, 

la p resenCi a de una p a::a cltoo l ásm lc a en t . .. a l ! na . De a c uerdo 

c o n estos resu l tados Zinker 198() det e cte, la presenci a de una 

oran po.!a de l44/L45 lIbre d es fos1 o r l ladas en el c itaso l 

de l a le v adu ra a t r avés de la J r,mu no¡..o reClpJtac i ó n . 

Es tos da t os sUQl sren que e l recambio y la fo s for ll acló n 

d e l os pro t e ll\aS s o n procesos re l a C ionados mn canl>;mo s 

e spec l fi cos du r ante s 1ntes ls pro t é l~ a e s; d ... c) r 

fosfop rotel nas ác ida s p rob ablemente est<fl n invol uc r;,.d a s en un 

meca n I smo Que r: on tro l a la a c tivi dad del r lbosoma a tr<ivés de 

un p r oceso d GO fo s fol" ilación/desros fo pi l ac i o"' , S e plGO ,.,sa q u e 

e sta ppoceso de r egu l <ición esté mediado por ac tivida oes d e l 

tip o de las pro t ei n Clnasas y la s proteln fosfat. sa s . Que 

p ued e n control ar la unja n de l a s p r o t e 'i nas a la p .;o rtlcuJ a 
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r I b o amal ;' consec.uen tell,·' n t C'. el n ivel d e a c t i vidad de l o s 

ribosoma s . 

Actualmente se c onoce la secuenCla de l a s pro tel n:.!> 

rlbosomaJ e s ácida s d e 5 dif e r e n t e H or~an i smos incluy e n do: !9.. 

..;al l na ( 29 Q.. m~lan()qa 5tf' '' ( 53 e l h ígado de 1<'1 r at ¡¡ 25 

) el hl g a d o h u ma no 60 

d e S . P mi' e , s o l o una pro t eína 11 •• i d, r e p or t ad a ( b ) . Cuando 

la s e c uencia primaria d e todas el las ii8 comoara . se p ueden 

c:l a -, ¡ t lcar e n dos gru po. Ql 'E' tienEll. en p rome d i o , a lreded (J r 

d E.'! ¡ O% de similitud . E<: t a. d i!Dminuye h a st a 5 (1:1. cua n do se 

c o ,nparan ambo!> grupos e nt r e SI . Un g rupo e stá i n t eyl"ado p or : 

l a p r o t e in a de mam l f ero P", . l a de d . ..; a l l na e L 12. de l a Q. 

mel a no\Ja ster A, . de l a ~ . ~ A . Y de l a ~. cerPI' JS I ¿H' L44 y 

l45 : El otro g ~up o a st a f orm", o o p o r l a pro te1na d e ma mí f ero 

P, de la d. ¡a l ina eLI 2 d e la ll. . meJo n o qa s t E' r r p 2 1c y de l a 

¡ . Ce re l' J 5Jae L4b y L4 7 . Ambo s gru pos de pro t e l na s present a n 

l a mism l se cuenci~ pri mar i a i!' n l os úl t l mo ~ l !J am lno a _ ldo s 

n acia e l c;a r bo:<ilo t e rmi n al. p ero d i rIeren en l a secuenc i a del 

a ml no t't? r mi n a J 1", C O¡ ... I se conserva entr e l os mi embros de 

cada g r L'po . F I ~u r. s 9 Y 10 ) . ~ . t: .. re ~'is i ae es el úni CO 

e~O(::ar' l o te Qu e ttene d os di fe r en t es p r o t elna 5 . L 4 4 y L 45 , Y L4b 

Y L 47 en c ad a g rup o; datos p r el ¡minares ind i can que o t ras 

l "" .'ild L!r a 5 v ho ng os f i 1 a me n coso, tIe n e n . IQua 1 qu e f. . 

c ", · e " ¡ ~ l i¡e . meo s d~ dos pro te l nilS ","Ci cl as r i bosoma l es . lo q U\;1 



Figura 9 . - Sec:uenc: i a primaria d. 1 .. p ro tlO!1 nas .ic:idas 

r ib o somal lO!s de tipo P i de ~. rere.'i¡ j,¡¡e y ot r o s orga ni s mns . 

( : ) s ec:uenc: ia d IO! residuos a mlno¿i c: id o s a l t a mE'n te c:onsel'vadas y 

(.) modlO!radamlO!ntlO! c:on5erva das. l. r~91ón c: o n c:onservac: ión 

s ign ifi cativa esta e n los recuadros . E l núme rO en paréntesis 

ind i c a el total d e res iduos de am i noáC: ldos . 
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Ti pc:> P 1 

10 20 30 40 
L4 7 <S . ce r . i06 ) 
L. 46 ( S . e e r • l 06 ) 
rp21c < D • me l . i 12 ) 
ell 2' (A. s a l. ii O) 

M-5-TESA L S!YAA~~I ADSE I E 
M-S--DS II SE A AFI ADAG LE 
MSTKAEL ASV YA SL I L DDDV A 
MASKDE L AC V~ A A L IL~ DDDVD 
MASVSELAC I~S ALI LHDDE VT 
MASVSE L AC i b'..§__~HDDEVT 

! SS {LLT LT NAAN r DENI 
I T ~~LN L L T rT f<AA GI-' ",' DNV 
VTGE< I NTI L KAANV VE PY 
I TTE<VN TI L RAAGV VE PY 
VTE o'. I NAL I KAA G JVE PF 
v' TEP o:.l_lil l_ KAAG VN J EPF 

P i <poll o i 14 l 
P i ( h Ltmano 1 1 4) 

:*: 

50 

WA¡F~D WA YAfA~E 

WP _FAKA E 
WP LFTKA E 
WP FAKA A 
l~PG FAl<A A 
: -lt·** =* =: :·"' 

90 
-GEAEAEf F-:l::E 
- AAE EEK EEE 
PAAESKf<EE K 
PAAKEEf f 0 :-¡:~ 

bO 
Gfo'. NLKDL L \_,1 ~ 

GKDL KEI LSG 
AI NVK DLITN 
GLDU<SMITN 
NID IGSL I CN 
NVNIGSL I CN 

-lt•** ** 

: + * : =* 
70 80 

. ;is VAGGVAGG- ---E] 
HNAGPV AGA GA ASGAAAAGGDA 

I GSG VGAAP A GGAAPAAAAA--A 
SGVGAAPA AGGAAAA---TEA 
AGGGAPAA AAPAGGAAPAGGG 
AGGPAPAA GAAPAGGPAP STA 

* =**= **-= *= ***=** 
100 106 

EAKEEs =--- DD Dl1 -c-iVG L F~ 
AA- EES-- - DDDM GFGLF 
K~~~E~DQSDDDM G~GLF 
Ef f EEbEEEDE DM Gr GLFD 

AAPAEEKKEE EKKEESEESDDDM GFG LF~ 

AAPAEEt::;K..VE:. AKt<E_E.9 EESDQ!)Jj _ GFGLFQJ 
*=* : : : : : *" . . . . ... . . .. . -• • • • • • ••• a 



Fi9ura 10 .- Secuencia pr i maria d. las pro telnas ~cidas 

ri bosomales d e tipo P2 d e ~ c~rel ' l c, ia e y otros org a ni ~mos . 

i : ",ecuenc: i ... de res l dLloS a mi noAc ido'5 a l t amente con~i<rv adas y 

( ' ) moderadamente cons e r vadas. l . r e gio n c:on c:onservación 

si gn if i c ativa es t a en los r ecuad r o s . El número en paréntesis 

indica el tota l de r eS l d uos de am inoác idos 
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Tipc:>P2 
"· 

10 20 
L.44 <S.cer. 106) ~M~K~.Y~L.~A~A~Y~L~ITj NAAGNT-PDAT 
L.45 <S . cer . 106l MKYL AAYL ~~I VQGGNAAP SAA 
Al( Sch izp.p. 110) MK YL AA YLLL; TVGGKDSPSAS 
rpA1 <D .mel.1 13) MRYVAAYLL AI VLGGKDSPANS 
e l.1 2 CA .sal.111 1 MRYVAAYLL A ALSGNADPSTA 
P2 (rata 11 1) MRYVAS YL LAI AL. GGNSSPSAf:: 
P2 <Humano 1 15 i _MR Y VAS Y1=._L::~ AL Ci GNSSPSAf.: 

:* : *: ::: :* .;q : * : * · .. 

50 60 
V SA L '.-SV DEL ITE GN EK 
LLSS L. EGf·· GSL EEII AE GQKK n\T 
L l NEL NGf': - DI DEL. IAAG/'! EK LAT 
IJKEL AGf'. - SL DDL l f'.E GREf< L E;S 

VMNELf(Gf DL. EA L. I AE GQTK LAS 
'I SELNGfc" NL EDV I AQIC;\l fü( 

23 

30 4-0 
KIKA~L.ESVG IEDEK- VSS 
DIKA VASVG A DE AR-I NE 
DIES LSTVG I AESER- I ET 
DLEK LSSVG V DAER- LT K 
DIEKILSSVG I NPSQ- LQK 
DIAK LDSVG IE DDDR- LNK 
DI Kf( l}!_?\IG_..!_E DDDR- L. Nf( 

70 
AAG------PA 
TGGA -SSAAA 
TGGAA-- SAA 
VGGGGAVAAA 
TGGA-- --PA 
AGGA'v'A VSAA 

.;..:. : * .¡¡. * 

80 
SAGGAAAASG 
GAAGAAA-GG 
PAAAAGGA- 
DAAP AAA~"\ G G 

AAAG GAAA AP 
PG AA APAAGS 

I SEL.NGf< NI EDVIAQGIGK LAS AGGAVAVSAA '-'-'=="-'-'-'-'-'-=-"-'-'-P=G=SAAPAAGS 
: * * *: . . * : * : 

~ 100 l~ 

DAAAEEEKEE EAAEES- - - DDDM 
D-AAEEEKEE EAKEES- - - DDDM 
APAAE EAAKE EAKEE-EESDEDM 
D- - KKE AKK E EKK EESESEDDDM 
AAEAKEAKKE EKKEESEEEDEDM 
APAAA- ---- EEKEESEEKKDE M 
APAAAEEKKD EKKEESEESDDDM 
*:: : : : : : : : : ......... . . .. . " ..... 

*: * :*: * :: : * 



INTROOUCC IO N 

SU(¡H! ¡ "" Que p u ede ser ~~no Ci\ r ocler f s t l ca de las e u cariotes 

lnfer lores 56 A t rav é s c.Je es tudI as de l a s pro t eínas 

r ¡bo soma t e s d e la t' a t a, s e sa b e q ue n i nQUn euc a ri o t e 'S u pe r i ~ r 

c Ol'tiene mAo S de das e speC I e.,. p rotél ca s 77 ) . pera l a 

l e vadu r a es e :~c epc LC;n al teniendo a dos mi emb r os en cada grupo 

( 5 7 l. 

Prote1 nas ri b c soma l e s ¡¡ r:i iJas de §.. . ce re vl s iae 

e :< ls te n c l a de pro tel nas rIb o s o ma J e s ácid a s e n 

h ~ sido repo r tada p o . var i o s grup o s .54 , 40, ')0 , 

9\ ) . S e h;o; reportado la e Xl s tenCl a d e 4 p ro tet n a s 

~c ld a s denoml na das YP 1-a l fa, YP I - b eta, YP 2-al f a y YP 2-be ta 

se,.:" .. n II r e C Ien te nOm6'nc l ltLlr 3 unI f i ca d a 8 9, 5 8 , ó L47, 

_46, L4 .l y L4 :;' 'res p ectivamente de lc u erd o c on l a n omencla tu r a 

-::le Kr Ll l S~!l J I< y Plan t a 1975 22 l , Y Qu e s e localizan e n la 

Suou nl dad r ¡ t! o somal ma yor 6 0S . A p e sar d e qu e estas proteína s 

a. cI J a s p o s e er, c ara c te r1 st l c as f l s i c o q l . f ml.: as mu y Si mi la res 

igu a l peso mol s cular, parsclda movili d ad ~ lsc tro f o réti ca . 

poca af I n i dad po r e l c o lora n te a~ul de Coomass i e . f orinas 

f o s f orilad as y desf ps f orilada s , prese n c ia de u n só lo q r u po 

f os f a t-:> h a y dat o s Ql.a l a ~ d Is ti .... g u e n iin t re Sl . 11eC:l¡" nt e e l 

anál l s is Da r u I 9 r a c: e n t r lfuq ac i ón . S E! c on f irmó q u e L44 y L45 

r r,nan d ímeros c ua n dO Es t ~f'\ en s o lUCI ó n , l o a UE! n o S l .r'E!de c on 

L4 6 qU E' s e c o mp or ta .:o,no Toon "he ro en l a s ml lim ¡¡3 conda' lon,,"s . 
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El g en de L46 se dlfe re ncla d E- las ge",~s qll S codi f i can a L4 4, 

L 45 Y l47 en QUE' posee u n i ntr ¿,n , adem~s p osee la s s e c uenc ias 

conse rvad a s UAS!"pg e n e i. e x t r5!mo 5' d el DNA q'-' E' _ c t ú a n como 

ac tlvadoref> de la t ra nscripc I ón d e l o", g e ne s q ue codl ( i ca ll 

para la s p rote i nas ribosomales bás i cas y q ue v a n asoe l ddo!> a 

la p r e senc ia de .nt ro nes 84 ) . 

Las secue T \c ia ~ d e a.minOo1\l:ldos de la s CUd t ro p r'o t el nas 

present an diferenc ias flC~ . 11). La homolog1a o b s ervaa a en t re 

L 4 '¡ Y L45 e s úe l BOY. mi entra s que ent r e és t a s y L46 sólo hay 

una s i ni i 1 i t u d de 1 6"; %. S e obser v a QLIE' L 4 4 Y l 45 p ose."n una 

regi ó n c om un m'-I y conservada e n e l ex t r~mo c aT' bul\ ,l o 30 

a m l na~Cldos y o tra region i dé n tica que c: o lI' p re ndr los die;: 

p ri mel'os amlnoác: ido!li del e x t remo dml no termi na l . l as p"ot e i nlS 

L47 Y l 4 6 c o mpa rt e n c on 111. 0; o tras d os e l IJx tr emQ Ca rbO Xl lu 

pe r o n o a'ii el e:: tremo a,nino, el cual <;'3 d i •• H 'ente 55 , 56 , 

85 ) o 

E n c uan to a l a c o mpos ;c i 6n de a ml nD C'lrldos se observ d 

q u e l4 6 p ose e tr) p to fa n o El histi d i na mientras qu e ~~'os 

am ino á c i dos n o se hal l a n pres entes en l a s o t ras d o,;; prot eínas 

38 , 39, 84 )0 l d arog inina so l o est a. p ¡Oe spnl e e n l45: la 

prol ¡na disminuye d r astlc a mente e n l46 83 

La presenc ia de un carb oxi l o te r minal Idénti c o, sL'4 i er e 

la e :, H. t enc ia de u n S I tiO de in t¡o'ri.c clon -om"n co n el rl bosol..3 



2 6 

INTRODUCC ::ON 

p a ra los difer'e n t es pol i péptid o s solub l es inYo l ucrados en l a 

t r a d ucc i ó n ( 5 6 ) . 

F i g ura 1 1 : S e c uenc ia d e aminoáci dos de las prote i nas ácid a s 

L47, L4 6, L4 4 y L45 c.~ e l a s u b un 1d a d mayo r de l 

ri b o s oma de 8 ., i:ere 1.1 i::; iae . 

L4 7 Met S e r Thr Glu Ser Al a Le u Se r' Ty r Al a Ala Le u 
l l e Leu Ala As p Ser G 1 u Il e Glu I l e Se r Se r Gl u 
Lys Le u Le u Th I' Le u Th r Asn rila Ala As n Va 1 P r' o 
Asp G 1 u A·:; n lle Trp Ala Asp ll e Ph e Ala Lys Ala 
Leu Asp Gl y Gl n Asn LeL1 Lys Asp Leu Leu Va 1 As n 
Ph e Ser Al a Gl y Al " Ala Ala P ro Al a Gly Val Al a 
Gl y Gl y Va 1 Ala Gly Gl y Gl u Ala Gly Gl u Al a G lu 
Al a Glu l y s G 1 u Gl u Glu Gl u ;'.\ 1 a Lys Glu Gl u S: r 
Asp Asp ..4sp Me t Gly Phe Gly Leu P h e Asp 

L46 Me t S e r r15 p Ser Il e I J.e S e r Phe Ala Ala Phe Ile 
Le u Al a As p Al a Gl y Leu Gl u I 1 e Th r Se r Asp Asn 
Leu Leu Th r Il e Th 1' Ly s Al a Ala Gl y Ala As n Val 
As p ·Asn Va l T r p Ala As p \la 1 T ry Al a Lys Al a Le u 
Gl u Gl y Lys A;;; p Leu Ly s Glu ll e Leu Ser G 1 ~' Phe 
His Asn Al a Gly P ro Va l Al a Gly Al a Gly Ala Al a 
Se r Gl y Ala Ala Al a Ala Gl y Gl y As p Ala Ala Ala 
G lu Glu Glu Ly s Glu Glu Gl u Ala Ala GlLl Gl u Se r 
As p As p Asp Me t Gly P he Gly Le u Phe As p . 

L4 4 Met Lys Tyr Le u Al « Ala Ty r Le u Leu Le u As n Al a 
Al a Gl y Asn Th r P r o Asp Ala Th r Lys lle Ly s Ala 
I l e Leu Gl u Se r Va l Gl y l l e Glu l le Gl u Asp Glu 
Lys Va 1 Ser Se r Va l Le ü Se1' Al a Leu Gl u Gly Ly s 
Se r Val As p Gl u Le u I l e Th r Gl u Gl y As n Gl u Lys 
Leu Ala Al<; Va l P ro Al a Ala Gl y Pro Al a Se r Al a 
Gl j Gl y Al a Al a Al a Ala Ser Gly Asp Al a Ala Al a 
G 1 u Glu Glu Lys Glu Glu Gl u Ala Al a Gl u Gl u Ser 
Asp Asp As p Met Gl y Phe Gly Leu Phe As p. 

L45 Met Ly s T ry Le u Ala Ala Ty r Le u Leu Leu Va l Gl n 
Gl v Gly Asn Ala Al a Pro Ser Ala P1l a Asp I 1 e Lys 
Ala Va 1 Va 1 Gl u Ser Va 1 Gl y Al a Glu Va 1 As p 3lu 
Al3 Ar g ll e As n Glu Le u Leu Se r Se r Leu Glu Gl y 
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l y ;; Gly Sec L "' l l G Il! GIl! lle 1 1 e Alo Gl d GI l G l" 
Lys Iys P he Al . I nc V.l Pc o Th,' Gly G l , 1\1 a '::'er 
Sec Al. Al . Al . Gly Al . Al. Gly Al. A l . A l . G l y 
Gly Asp Al . Alo G l u Glu Gll-. Iys G l u G lu G l u Al. 
Iy. G l u Gl u Sec Asp Asp Asp Me t Gly Phe Gly Leu 
Phe As p. 

Por las c aracter1 s ti c a s mencionadas an te rIorme nt e l as 

prote l na~ .llc: i das de la l evadur a pued en ser agf" 'p a d as e n d os 

p ares: L4 7 I l4b Y L4 4 I L 45 que parec;en t e n er un papel 

c ompl e ment aria e n l a func:i6n rib 0 50mal 5 7 , 78 Dos de 

estas f O$foprot e i nas d e l a l e vadura L44 }' L4S s on anCllogas a 

l as p roteínas 17 I l 12 de ~. l as cu a les están 

I mp lic adas en la i nte l' a c C:lón de l o s fa c t ores de a J arQ« I1' I P n to 

r: on el f' lbosom.:. )( y e s tClJ1 1 n v ol ,c l'adas, .1 mf'nos 

p arc Ialmente , l . interacción de l t a·: to r EF -:;z o n e l 

r ibnsoma 67 ) . L 46 no es u na pro tejna r l bo>.;.oma y. 

q ue no est a p res e nte en l a poza c:itoplásm ic:a, y no f u f'ma 

dí me ros en SO I LIC ¡ ,; n 66 , 83, lo Ql\e sugI e re q~\e l 4 6 n o 

t o ma r a rte ~ n el rec ~ mbl0 de l as protelnas ( 8 , 

la eqUiva l enC Ia d e l a s p ro te1 n a s d e la le v adura c on las 

bacterianas L7 Y L1 2 se ,:I emostró en s istemas hlbridos, en 

d o nde l a s pro telna s de ~. ~ §on capaces de r oe- s t ih\lr l a s 

fun c iones del r ibosoma de l a le'Jadu ra en al menos a lqunas d e 

las rea cciones p arCi al es d e la slntesis pro te i c a 15 , 70 , 72 , 

79 j. 

Com~ ya se menciono l as prote ína s r l bosoma l e s !; ';: ldas 

p ueden clE' i ectars,:, en el c lt ~ ¡:) J .. s ma ce l u la r pe r o so l o n su 
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fo rm<t. dQST Osf orilada lo cual SUQl e re que 111 fosfor' jl_c í on y e l 

recambio" In 1,111,10 s o n parte del c icl o r ibosomal 69, 90, 

9 1 ) . Es t os d atos s ugieren q u e el reca mb IO y la f O!l fori laci ón 

de l as prote 1na s e n cue s ti ó n san p r oces o s rela c i ona dos ant e S I 

y pro ba b lemente con mec a nismos espec i f i cas en l a s ín teSIS 

p r o t é l ('" a e n evcarlontes . S i &-st a e s C i erto, en t onces el tot a l 

de pro too \ n a r lb o s LJ mal áC i d a u n i d a a l ribosoma puede c ólmbiar 

e n f ll n CI On a la cond i c i on me t a b ó li c a d e la c élula . \ 6 5 l . 

D B J E T I v D 

Co mpa r ar la efi c i e nC I a de e xp res i ón dE' los genes que 

c o d i fican p ar a '. a!lii prot e lnas r iboso ma les a c: i d as, fus ionados al 

g en d e l a e: Z, e n t re célu la s pe t ~ t e y c él u la s grano es 

competent e$; - respl. rato r ¡ ¿l S 

f ase s de creC l m ¡~ nto. 

ce ~ . c ere vi :I l a e el"l d iferen t e s 
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1. 1 Cepas d e_---"EL" eo lI. Tod a s deriv a n de l. 

t q; ns f orm aC lón rle 1 .. cepa L6 ()O ( F- , thi - l,the-l ,leu 

8 6 . I ae VI F1C)_ 12 ). 

1.1. .. . YEp 44 q u e cont i ene al pl as mido VEp 3 57 en e l que 

E's t á J n~ertad" la s e C UenClil. dE!l gen Que coclifica 

p ara l os pr i meros 65 amI noácidos de la prut~ 1 nE 

YP2-al fa . 

l.1. b .YEp 45-1 que cont u me a l pl,aw;mldo VEp 3 57 en el qu e 

i n s ertada l. secuenc ia del ge n que codifica 

, a s prime ros 75 aminoácid o s eje la proteína 

YP2- beta. 

1 . 1. c .YEp 45 -2 q ue contI e ne al p l¡;' sm l do ,Ep ",5 7 en el q<H~ 

es t á 

para 

i nse r tad a 1 ... s e c uenc: i a d el ge n qlle codif i ca 

los primeros 5 0 am l ~QáC ldos de l a prote1na 

YF ::' - b",ta. 

1.1. r1 . YEp 46 rWE .onti p ne a l p l~smldo YEp 35 7 E'n " l QL!E' 

de l gen q ue codi f ica 

p a r a . 05 D ," ¡meros 3 0 ;' ,T.J no,;..--. 00<; de 13 p rote ína 

VPI-bet a. 



F i gu ra 1 2 . - r:recimi en t o d e l a s c:epas de (.. cf/ l i en RlE.'di o LB 

amplc ilina Sl\p lementado c o n X-ga l o 

1.- YEp 557 

2 . - YEp 44 

3 . YEp 45- 1 

4.- YEp 45-2 

sin ins erto Con t 1'0 1 

':> . - YEp 46 

6 .- YEp 4 7 Hp 

7 . - YEp 47 P v 
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LB + X- GAL 

'. 
I 

/ .. 
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I- l.e . YEp 4 7 Hp que co ntiem.> al pl ~smldo VEp 357 en el 

que está Inser tada la secu¡;>n.-: ia del gen q ue 

codif i ca p;¡¡ra los primel"OS 80 ami noáCidos de 

1, prote í na YPI - il lh. 

1 . 1 . t . YEP 4 7 Pv que c ont i.ene al p l ásmido YEp 35 7 Eln el 

1 . 2 . 

1 . 3 . 

que est á inser tada 1, secuenc: i a d el g e ne que 

codi fi ca pilra l os primeros 69 am ino ác \ d os de 

l. p rotel na YPl-alfa. 

Cepa de S . c: erel#isiae. 

:2 . .; e r ev 1 ~ l ae es una cepa de t l p~ de 

a pal'eamiento a J f a MAT-a 1 fa grande , hapl oide, 

c o n l os SIgUient es marcado res g enét i cos: a de 2 . 

c an 1, hls 3 , leu 2, tr i ¡:- 1 'f \'r a 3 . 

Conejos. 

Dos conejos de raza Nueva Zelanda de 1 .4 a 2 Kg 

de peso y d e 3 - 5 a meses . 
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YPD. - Med . o rico para crecer levaduras . 

Sus ta nc i as nec e S3ria: 

Su lfato de a monio 

Biotina 

Pa nt o tenato de c alcio 

Acido f ól ico 

lnoi;i tol 

Niaci na 

ACldo p lra-aml no ben:ó ico 

Cl o rhi d ra to d e piridoi<l na 

R i vof 1 a v i na 

Clorhidrato de ti amina 

C l orLl ro d e sodi o 

E xtract o d e levadur l 

Acido succ ini co 

Ac: Ido bórico 

Su l f ato d e cobre 

Yod uro de pot asio 

Cl oru f' o fé rr ico 

Sul fa t o de manganeso 

Mo l ibd~to de sod iO 

Sulfa to d e zInc: 

Fosfato d e potas io 

mo nobásic o 

Su lf at.o d e ma gne!iio 

Clo r uro d e ca lc io 

Pept.ona 

Hid¡' ó::ido de sodi o 

D- glucosa en s ol uc í on aCUOlia al 5 0Y • • 

2 . 1. ~. Ba6e n itrogenada de levadura YNB 10X )_ 

Se diSUIil ¡ ve n SO gr de su lfato de amoni o en 5 0 0 

mI. de agua bidestil ad a y se le a g regan : 4 0 mI. de 

u na me:cla de vitaminas pre paradas 2S 0X en so l UCió n 

aCLIO'ia, m i . .:! e c a d a ,,¡ no de íos e l e mento'!; tra:: a 

p rep Ar a dos ! ('OX @n 50111clon aC UOSd . 2 00 m de 

me:'c la de ates preD~ rarl ,s 50X e n !".01'·C16n 'l. C UOS 3. 
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Se a for a. a. 1 l t CD" agua b l d a st ilada, se me;: c l a 

b I en y se e s teril i za por f il tración. Se conserva a 

4"C . 

-: . t. b . Mez c la de v itami nas 250X. 

Bi otina 2000 u g, p an toten a to de c a lcI o 4 000 ug, 

ácido foli e o 2Ül)O U (j , 1nosl t01 2 000 ug , niacina 4 0 

uq , ""c l do pAra-amino be n;:,;l CO 20ug, c l orhtd rata de 

pi r' ido:<ina 400 ug, rivofla\lina 2 00 ug. cl o rh i drat o 

d e tl a ml na 4 00 u 9; tod a s e lla s ;;e disuelve n j un t a 

en ligua bldE.'s t ilada . S e a fo ra a. 0+ 0 0 mi. y se 

e sterillz a p or filtraci ón . S e guarda e n fracci one s 

de 4 0 mI . a -:" ) <>C 

2. 1.c . Elementos tr a za 100X . 

Acido bóri c o 50 mg , 'S.ulfato d e cob re 4 .ng. yodu ro 

d e p o t a s io 10 mq , cloru ro férriC O 20 m9. su l fato d e 

magneS iO 40 mg , moll bdato de sodio 20 mg . 5 \,.. l f ... to 

de :: inc 40 mCi j s e d¡suel ve c ada u n a po r sep a rad o e n 

1 0 m1. d e b idest il a da. S e COnSe'· · .. l • 
tempe r atUi"'a ambien t e . 

2 .\. d . Mezc la de sales 50X. 

Fosfato de pot ;;. s io InonobáslcO s r, gr, sulfato d <? 

ma gne s io '::5 g r , c Ior' u ro da> s o dio 5 gr, cloruro de 

cal c io 5 g r, és te último se disuelv E' aparte y se 

" 9rega ;;.1 r""s t o d <:> la me:: cl '\ pr E' v • . ;.men te d i sLle lta 

e n aglla b ldE's til a d a . S E' a for a al t l n a l a l t. S,:> 

OI l m,1c e n J e " lr .. ",C ,' S d e Vid , 1 0 3 4~C . 
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':: . l. i? YPD contiene por litro : 

e; t;¡ r de E'>ctrnc t o de leva d u r a. 10 9 " de p e p t o na . 10 

qr d e á c ido suc:c 1 n i c:o.y b gr de NaOH . Se este riJ i~a 

en e l a utoclav e a I lÚ"'C , 2') lb /In"" de o r e 3 ión 

du ra n t e 1 5 mi no Se deja e nfr l .lr y s e c:omp l e ml?n ta 

c o n 100 mI . de YNB 2 . t. a . y 4 0 mI . de glnc asa 

al 501. p ara u nlo con c entr,1.C lón fi na l d e l 2 % 

p reviiln,e nt e es t e r i li z a da en el a utocla ve a 12Ú""C , 

120 l b / i n 2 dur a n t e 15 min o S e alma c e n a a 4 u C. 

2 . 2 YPD - AGAR. - Med io rico p a ra crecer eolL'n i as ais l ada s 

2 .3. 

de le"adura <;; . 

Se pr-ep a ra igual q u e e l mediO YP Ll ( 2 . 1 . e . ) y 

se l e ag rega 2Y. d e agar . Se est ~r illza en e l 

a u tocl ave a 120"'C, ~O lb/in~ de pres i ó n durante ! ~ 

m l n . Se e qu i l i b r a a 50"'C en un b año d e Incu baCión 

con agua. Se le a gre9" n 100 mi . d e YN8 IO X \ 2 . 1 • .11 . 

) . 5 <:> vac:: f a a <:: a jas pe tri est é r i les y se d eJ a 

s o li d i f i ca r a ten-,peratura ambien t •. _ Las ca Jas c on 

el medi o s e i n cuban 2 4 h rs a 37<>C p a ra prueb a de 

este r i lidad . 

p araf iim . 

Se 

YPG-AGAR.- Med io 

conse rva n sel l ada s 

r ico s oll do pa ra la splec::c:: i on 

de col onias o e tite . 

con 

SE' prep a ra igua l que el mE'C 10 YPO- Ag a r 2.2 ) . 

p ero en v'? z .:le gl u cosa c· 
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2 . 4 50. - Medi o "I1nimo d e c omposi ci én d efi n id a sup l e me n-

ta do co n anHno~c l dos y ba s es nit r ogenadas pa ra el 

creCl mI ento de lQvaduras . 

S u stancias nacesar i as : 

Acido suc ci ni co 

Na OH 

D-glucos. en soluc i é n a c u o s a 

2 . La . YNB ¡OX 

Su lfa t o o c l orh idrato d e 

s o lLIC ¡ 0 0 ilC L\Dsa. • 
UrólC i l o 5.-, mg 1 m 1 

L - hi st i d~ na 5(1 m9 / m l 

L- IE"uc ina 50 m9 /m 1 

l - tri p tofano 50 mg / ml 

al 50\: ... 

adeni n a S Orng/m l e n 

e" sol u ci 6 n a c u osa • 
en sol u c i ó n a c uos a • 
e n s ol u C _ón a c uosa • 
e n S o l;"¡ C l b n acuo sa .. 

"* Se e s teri l i za n en e l aut o c lave a J::O~C , 201b/in2 

de p rl? <i ié r' durante I S m l n . 

** s e e s ter i li;:a por filt l"ac ión . 

2 . 4 .a. S O con tiene por li tro : 

10 9 1' de .!le ido s~'cc 1 n)c o. 6 91' de Na OH y 40 mi. d e 

glucosa . 1 SOY. ( p ara una c o n cen t ración f i nal de 

2 ;1, ) . Se esterlli;!a en el a u t o clave a 12Ú"'C , 20 

lb /In '" d e p r' esl o n durante 

t e mpera t ura 

15 

d e l 

m ino 

me d iO 

Se deja 

1, 

temperatu r a ambl ~n tE' y se le ar,req a n 100 mi. de 

YNB lO X 0 . 8 on l . d e c ;¡ r1a LUlO de los 
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a minoácidos y ba ses ru t r o genad " s ( ,.co nc: ent ' -3,C l 6n 

fi nal de 40 ug /m l p al'a los c u a le s la c epa es 

a u xátrof a . 

SD-A GAR . - Medio m1 0 l mo pa r a. 

l evadura ai s l a das . 

c r ecer c ol o nia s de 

Se p r ep a ra igual q l ' ? el m;;odio SO ( 2 . 4 .<1. 

y se l a agrega agar a l 20;; , Después d e e st e rili z a r 

en el ,," u toe 1 av e .. e equi 1 i b ,.a a 50"'C e n un bañ o d e 

inc:uba c i 6n ca n a gua. Se l e a q r e ga n 100 mI. de YNB 

lO X 2 .1.a . y los amino áci d os y b:,¡,ses 

n itrogenadas a u na conc e nt raci6n fi n a l de 4 0 u g /ml 

::'. 4 ) . Se v/l e l a a c a j as p et r l e s t é " ile'" y se 

d e j an s o lid i fic ar a temp e r a tura amb i en t e . Las caja s 

co n e l me d i o se Incuba n 24 h r s a 3 7 '"'C pa r a p r u e b a 

d e e s t e r ilidad . S e c o nse r v an a 4 "C se llada'!:. c on 

paraf i 1m. 

LB AMPI CI LINA . - Pa r a cre cer c e p a b ;¡c: t ~~r l ¡¡ n a s 

trans f o r madas c o n el p ldsml do vEp 357 . 

Sustanc i as ne c e s arias : 

Ba c t o tri p t o na 

E~ tracto de l e va d u r a 

NaC l 

O- glucos a 

Amp i c i l i na 25 mg / ml e r So I UC1 6 n" a C\.lo s a .. 

* Se e s te r ili za po r f ¡lt ra C16 n. Se c o ns e r 1 en 

~ 'l r' ( Io ne s ::l e I mI . a - 20 "'( . 
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2 . 6 .01.. LB ampici li na con t i e n .. po r lit r o : 

2.7. 

10 9" oe bacto t rlp tona , 5 gr de ex tracto de 

leya du r~, 5 g r d e NaCl y O. 2'l. d e glucosa . Se 

es terili z a en el autocla ve a 120"C , 20 Ib/fn:Z de 

pre~ i ó n d u r a nt e 15 mino Una " ve z que la temperat u r a 

del med io ~8 equilibra con de l medio 

a mb ient ~ s e agregan 2 mi. de ampi ci 1 in" 2 5 mg/rnl 

( concent r aci ó n ¡ ¡ r,a l de 50 ug/ml ) . Se conserva a 

4"'C por un má '<lrno de 4 d1a'!i ; 

l11E'¡;table . 

la a mplci lina es 

Dropo ut s ól ido. - Med io rnj n lmo p ara aislar clonas 

de levaduras t r ansformadas con pl,;,sm ldos qL' e> t ien e n 

i nt egrado e l gen URA3. 

Sustanc I a s necesari a s: 

0 . 729" d e me z c la Or opout li t 

D- 9 1u COSil 

YNB ¡ O X 2. 1. a. 

Agar 

2.7 .a. Mez c la Dropout si n uraci lo: 

Se mezcla n e n e l mor t e r o l os am l noac\dos y ba ses 

nitrogenada s en la s proporciones siguiente~: 720 mq 

de a den ina, l-arg inina, l-hi stidina. , l - l eucina, l

l i s ina, l - met ionina, l-t ri ptofa no, l - tiros i n a y 5 4 0 

f1lg de L- treon¡na. t en i e n do c Uliado de metcl arJ os 

per f ec tamente . Se u san 0.72 qr de .?s t a me:!cla p o r 

1 • t ro d e Cltl t;¡VO . conserv .. t~ f1l p p ratll r a 



3 8 

MEDIOS DE CULTiva 

ambient e . Fa vo r ec e la efl c l e nc ia de r ecupe ra r.l o n d e 

la s c élt.\ la s tra nsformadas. 

2. 7 . b . Dropout Sólido contiene por li tro: 

2. 8 . 

20 91" de glucosa . 2% de ilg ilr, 0. 72 g T' de la m~ z c l a 

Oropout. S e csterili ;: a en el autoc l ave a 120 ° C , 2 0 

lb / in'" de pres ión durante 15 mi no Antes de que 

s o lidifique j;E! le a q r i"ga n t OO mI. de YNB I OX 

( 2 . 1. a. y s e v<le l a en c a ; alO pe tri es téri l eos . La s 

ca j as con el med i o 'lO e incuban 2 4 h r s a 3 7"C para 

prueba de es t er i l i da d y se sell a n .co n parafilm. Se 

conservan a qo C . 

t163-liólido sup leme n t ado t:on x-gal : Med io p a ra 

s elecci ona r clonas d e l ev a dura tra ns for mada s que 

e xpresan al g e n lae Z . 

S ustanci a s nec e s a ri a s : 

(NH ... )",SO .. 

F eSO ... 

MgSO .. 

Ag a r 

KH",PO .. 

KOH 

O-gl uc o sa e n !io l llc i ón aCL\O'lO iI a l :'iOY. i 2 . 4 

YNB ( l OX 2 .1. a. 

Aminoácidos y ba s es nitrogen ada s ( 2 .4 

X- ga 1 

Dirne ti l fo r mam lda 
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2.8 . 1. X-ga l 

E l x-gal se disuelve en dimetllfo r mam ida a una 

toncentra~i ó n de 20 rng/ml . Se conserv a a qQC en un 

f l'asco ámbar o cubi e r to c on p ape l di! estaño . 

2 .8. 2 . M6 3 -só lido cont iene por litro : 

13 . 6 91" de KH 2 PO., 2 9 1" de (NH .. ) .. SO .. , 0 . 5 mg 

d e FeSO .. 7Hz O . 4. 2 9 1" de KOH, 0.2 91" d e HgSO. 

7H .. O l os c ua le s s e di s u el ven por s epa rado, 2 '/. de 

a ga r, se ester i l i z an e n ~ l a u t oc::l.~·, e- . a ntes d e que 

s olidifi q l.'e se &Qr egan 4 0 mi d e g l u c o s a al 50'/. 

2 .4 ) . ¡ <JO m i d e YNB 10 X 2.I.a.} y los 

amlno~c tdos y bases nItrogena da s p ara l os cua l es la 

estéri leti. Una vez q ue e l me d i o SOl l di fi c a se 

d epos itan en e l cent ro de la c aja 20 mic r o l itros de 

:1-9a l y Si8 esp<itula h asta que ~ued a un i formemen te 

d,-e; t ribu i d o en t od a la superf¡c i~ d e l a caj a 

con centrac: i ó n f 1 n a 1 d e) 4 0 uQ / ml ) . Se 

lncuban 24 h rs a 37 <>C p ar a p rueba dE! e s teri l idad. 

Se c: o nserva n a 4<>C s el la d a s c: o n p araf i lm . 
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3 . - MIN I - PREPARACIONES PARA LA OBTENCION DE PlASMIDQS. 

Mét o do de li s 1s ~l calina ; modifi cac i on d e l descri to 

en el ma n ua l editado po r Ma n i at i s . ( 33 ) . 

3 .1 Soluc ione s: 

Solución de lisi s : 

D- ql u c osa 

EDTA 

Tr l s-Hel de p H 8.(1 

50 mM 

JI) mM 

2 5 mM 

S e cons e r va a t e mperatur a ambi e n te . 

Sol ucio n da li $ i ~ + lisozi m~: 

l iso;:ima 5 .. 1g/m I en ,"ol uc í o n d ~ l i S I S 

Se prepara a l mo mento de l\Sil rse . 

So l uc ión fra5ca de SOS a l c alina : 

Na OH 2 N 

La uril sulfa to de sodio ( S OS ) al 10% 

Ag ua bi desti l ad a 

S e p r ep a r a a l momento d e L\Sarse . 

S olución d e Sa les : 

Ace t a to de po ta s io 

AC l d o ac é tlCO g l aC ia l 

AgL,a bloestl,a d a 

5" 

vol . 

vol. 

B vol . 

¿'ú mi 

J l . 5 n,1 

2" mI 
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s~ conserva a tempera t ura a mbiE n t e . 

So lu~i6n amortigu ad o r a TE da pH 8. 0 

T ri s-HCl 10 mM 

E nT~ mM 

E l pH se ¡¡ j us t a <lo B . O con HC l . S e c o nserva a 

tempe r a tU f' il a mb l ente . 

S oluc i 6 n amor t i 9uado ra TBE c oncen t ra d a 5X: 

TrI S-base 

ACl do b ¿r l C O 

f:. OTA el e pH 8. 0 0 . 5 M 

S e cons erva iI tenlperatl,ra ambi er, te . 

RNa s a "li bre d e DNasa = 

RNasa 

TE dE' p H 8 . 0 

0. 5 mg 

10 mI 

54 grll t 

27 . 5 ~r/ lt 

2(' mI l I t 

Se dl sl,e lve la RNasa e n 10 mI d e TE y SP

Inc:ub a '\ 6 S" C du rante 4 0 mi n p a ra inac tivar a las 

ONa sa s . S E!' di V I dE!' E!'n TraC C I OnE!''i> de t .o mI q U E!' se 

g ua r d an c o ng e ladas a - 2 0 D C . 

Bromuro de etidio BrEt ) 1 

Broml" o de etl d io l ' ) m9/ m1 

S e d i s ue lve e n aa~~ b ¡ d es t ll-da . Se g u a rd3 en 

l,n f r a s o:. a d E!' "~Idr i o <lo mba , o d E!' vldr lO '- r a n..,!"' .I'e nt ~ 
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l'ecL!b l E'r t o co n de es t año, p a rque es 

foto~e nsJb l e . y ¡¡ 4 " C . PRECAUC I ON : el b ,'omuro de 

e t u:l io e s ea nc er 1ge no ; :oe d ebe e .... lt a r el cont a c t o 

c o n la piel , l a s muc osa s y l a I n rt~s tl Ó n. 

Colorante: Gil e nc i a n o l - a zuJ d e b r o mo f e nol 

Gi J enc ianol 

Azu l d e brnmo fe nol 

Saca re-s il 

0 . 25 X 

0 . 25 % 

4 0 " " 
Se prE'j:'lra e n s o l uci ó n aCL\OSiI. S e 'Jua r d a en L\ n 

f r a s co ¿o,llb a r • ambien ' ... o • 
ind is tintamen te. 

C l o rc. f o r mo - f e n o l 

Clo r ofo r mo 

Fena l 

TE d e p H 8 . 0 p ar a sa tu ra r la s ol u:¡ó n , s e, g u ard a e n 

u n fra sco ambar a 4 ""C. 

O t ra s , 

E h, n o l a l 75 Yo a -20"C . Agar06 a t i p o J I 

Isop r o p a nal 

S e InocL,J aron 25 mi 'Je med i O LB amp¡C ¡ llna 

2 . 6 ) en mat r a ces de 1 : ~ mI. c .;,n l a '- e pa E . ';: 0. I 

a t rabaJ ar 1. 1 ) . . 1 el ¡ t illO s e Incu b ó dLU r, '? 16 
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hrs a 37"C con "-91 t aCton t"otatolla ( 2 0 ') rpm ) y se 

dis t r ibuyó e n tubo s tipo e ppEmdor"t 

aprO ){i mCldamente 1. 5 mi por tuha que se 

clO!ntr i f u g aran d ura nte 30 segundas. S e e li minó e l 

sabren ad a nt &! con a yuda de i'n u:rapipeta 

equi pada con p lL ntas de$ec:habl es con capacidad de 

0 . 2 mI. E l paque te c e l u l ar se r e suspend ló en 0 . 1 mi 

d e soluc i ón d. l i s is má s l isQzi ma • una 

concentra c ió n fi nal d e S 1119 /1'11 ) S e dejó r epasar 5 

mi" a t e mperatura ambiente . Se a ñadle r ion 0 . 2 mI de 

solUCIón de SOS alcal i na. se mezc ló por inverS I ón , 

S~ d q j ó rep o §a r 5 ml n a 4~C , se a~adl eran 0 .!50 mi 

d e so l u c i ón de ~a l es, se me zcló suav emen t e par 

¡ nVerS l ó n, se deJÓ repOS i! r 5 mi n • El 

s ob renadan te se pA S o a tubos e ppenda r f . c uidando d e 

n o lleva r se res tos cel u l a r e s ; se añ ad lo un vol u men 

d. c.: l o rof o rm:> feo o l S<II turd d o con soluc; . 6n 

amortig uad o r a TE de p H B . o , SE me:!:c 16 c on un 

agI t ad o r de vórti ce , ¡;e centrifug ó por 5 mi n a 

telnpe rat u ra ambi en t e y se pas ó la f ase a CL\o .. a a 

otro eppendo r f desca r t a ndo los Ú . O~ a 0 . 05 mI 

ce r ca. nos a l a inte r fa s e S e añ ad IÓ un volumen de 

isopropano l a temperatura ambiente y ~e mezcl ~ por 

inve r s lon . S~ d el ó reposar 1(\ mi n a t emp e rat ... r .. 

a mb ient e v S"" centrl hu:¡ó par 10 mln a tempe ratu r a 

amO l ente . ¡:., con t i nuaC'ón s e ellml 'o el sOD,Qn " d an le 
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s u c: r l on';'ndol o con una p i pe t<: pasteur de p u n l a 

a l a r¡;¡ ad a se fabricó c: al e n til n d o .. 1 r oj o I:o n l a 

ll.tma de l me c he ro la ' po r ci ó n capí l a r d e l a pip e t a 

y e s t i r á ndol a b ruscamente s e agre g a r o n 0 . 5 mI de 

e t a n o l al 7 5 :1. a - 20" C , s'., centr i f u gó durant e 10 mln 

a 4°C , s e succ i o n o e l e t a nol c on u n a pl pe ta p as teur 

de p un t a a l a rga da y se 5 E.'CÓ e l sed imento al \,l a c i o 

en u n d e s e ca d or , t en i endo c ui d ado c u a nd o se r o mpe 

e l vacto p ara n o peT'd e r l a m"-'es t r a . Una ve :! s6!'c a, 

l a mues tra S E' resuspend i 6 e n 0 .05 mI de TE d o:! p H 

8 . 0 . Se añ adl o RNa s a l i b r e d ~ ONa"a s a l !ni!. 

concen tra c ió n f ina l d e 5 0 u 9 / m1. Se lnc:ubó du r a n te 

3 0 mi o a 37" C y la so!L'cl ó n de p l á sm ido as! 

ob t en i d a s e c o n ¡; e ,' va a - 20"'C. 

4. - GEL DE AGAROSA PARA LA ElEC TROFORES IS DE LOS PLASM IDQS. 

Se p esa ro n gc _ de agarosa s e 

diso lvi e ro n en 2 0 m i de solución amo r tiguado ra lBE 

O. 5 X c a lentando p'J nt o de e bu l l ic ión . E s t a 

s ol u c i ón s e dejó e n f ri a r ha s t d una t e mperat u r a d e 

a pro x imadamente . S e depos it ó d ti! n tro d el 

rll'Ci plen t e para mo ldea r el ge l e qU Ip a d o c o n e l 

pein~ formad o r d e po~i l l os y s e esp e ró a q u e 

gel l f l c ar a a temperato!'<l ambIente . S e retlr i-. el 

pe ine y e l ge l se c ol o -: o d e n~ ro de l a 

har i ;:ont a 1 le C'1 r rl da . lleno c on 
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So IUC IOn TBE O.5X ~Llp lemE' ntada con bromuro de 

eti d l O a una conc~n t ra c io n f inal de 0.5 u g/ ml 

ha sta 3 mm p o r e nc ima de la sl lperf i c; i e de l gel. Las 

muest r as a pro ba r se mezclaro n co n O.cJ03 mI d e 

so l ución co l ar;¡;nte g il e ncianol -azul de b romofenol y 

se c o loca ro n dent r o de los poc ill o s de l ge l . la 

elec: tro fó res i !5 se desar ro l lo a 80 V h ast a que e l 

(d llenc iano l 

F ina lm6m t e 

mi g r ó hasta e l bo r de d e 1 ge l. 

l as mues tras •• o bserva ron e n un 

t l'ansi l umina d o r co n l.ilmpa ra de lu :: ult ra vio l eta. 

5. - USO DE LAS ENZI MAS DE RESTRl r.C ION 

La s er.:: ima s se Se l ecc lonar o n d e acue rd o con 

el ma pa d e ret; tr l cció n de c ada p l asmido, de ta l 

mane r. que s", obtu vieran f r a9m~ntos espec i fi c o s que 

pe r mI t lRran I d ent if ic a rl o . Po c otro l ado s e 

p r epa r aron 105 tubos e ppendor f ea n ~l p lásm. do que 

se i b a .a r~'" t r ingir l. 

sol u e' '' n amorti",ua dor a p ara la e n z l m'\ que s e us " , 

d l:'soués el pl ~ smi do e n s egui da el agu a h a sta 

complet a r un vo l ume n d. 0 . 02 mI to t a l es y 

f ina l mente l a enzi ma. a Ir) u n i dad!;!s l . E~ta 

me::.c l a \Se i ncl,bó a 37<>C duran t e u n lapso mlni mo d e 

9 0 mino F ~ nil l mE'n t e el p a tron de restr icci ón s e 

veri f icó m~dla n t e elec t rof 6r~ ~ l S en u n gel d. 

a CJ 3 ros a a l 11. . 
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6. - 0BTENC ION DE LEVADURAS DEF 1 e 1 ENTES RESPIRATORIAS 

"PETITE" 

S e inocul aron 20 mi del medio VP D 2 .1 

en matra c es de 1 2 5 mI , c c n una co lonia de la c ep a 

i00i 3 03 lB 1 . 2 ). Se inCl,.lbó iI 3 0 g C du"ante 24 h rs 

co n a git ac i on r o tatoria para obtene r un c ulti vo en 

t iliie est a c io n a r ia q u e f u e u s a do c o mo "stock" . 

P ostllricrme nte <¡; e preparó u n i nóc u l o d e 5 

mI d e l me dio VP O 2 .1 l, diluyendo 1: 2 50 del 

"stock" , e n un ma t r a:: er l e nrneyer de 125 ml estéril, 

a l CUi. l se le ag r egó bromu ro d e e t ld i o a una 

c o ncen t r aci ó n de 50 ug / ml. E l cu l ti vo s e dej ó 

c rec er h a sta la fa s e med i a l ogarí t mi c a . 

P or o t ro lada s e prepara r o n c ajlls d e med i o YPD 

501ido 2 . 2 ) . Se e s tri ó l a mlt a d d e l a ca j a co n 

una asad a d e l cul t iv o u n a vez q u e al ca n zo una 

dens idad óp tic a de 0 . 6 il 0. 8 a 6 6u n m y l a o t ril 

mita d de l a c aja s e e s t pió co n u na asad a de l m i s mo 

c u l tillo pe po l allado 

bpomu po de etidlo. E l 

p apil qU l t a p e l e Yo ceso de 

lallado se reali zo de la 

SlQuiente manep a : se Lentpifugó el CLlltillO en tu bos 

c:opex d e 3 0 mI e st é p iles. d llpa nte 5 ml ll a 15<)00 ><9 , 

a 4"'C. El sobre nadante se des ec h e v l a pa s t il l a , 

q ue co p p e spond e a 1 paquete c e l u la r. se pe S L' e ndi ó 

2 . 1 , . La suspen s 1 on 
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c el ular , ~e cent r if u gó nue v a me nte durante 5 min a 

15000X9. a 4""C Y" 'ie oesech o <! l sobrena d ant e . La 

p as t 1 1 1 a s e res llspend i o y c:ent r i f u gó una segunda 

vez c:omo en e l P¡¡ S Q a n terior. F ina. lmente la 

past ill a se r e s u spendi ó e n mI de medi o YPD 2 . I 

) y se e s t r ló en Ja ot rl. mi t ad d e- l a c aj;J co n medi o 

YPD-s c 1 ido 2. 2 ) _ La c aja se i ncub ó a 30"C para 

obtener l a'!i co lonia s de l a le v .lduriil tr . t a da ~ c on 

bromuro d e e t idlO . 

Para la s e lec c lo n d e l a s lev a d uras p etite 

s e prepa ré> me di o YP G-s';l ido 2. 3 y part e de 

la~ c olon ias ob t enid~~ tra ~ adas con bromuro etldi o 

s e tra nso f 1ri eron a este me dio, y a que las pet i tE! 

son aquel las clonas qu e crecen en medio YPO ( 2. ~ ) 

pe ro no asl en e l YPG 

col oni as 

2 .3 ). 

pet 1 t e q ue se obtuv ieron 

debla n co miervar l as m i sm<'. s a u :<o troflas d e la c epa 

p a rental W303- 1B 1.2 , . Por lo ta n t o se 

prepararo n u n'" se ri e d e caj ;¡s d e medio S O 2 . 4 

de compos iC l on d ef inid ;¡ ~uplementado c an todos los 

illllllnoáCldo~ y b asp s nitrogen a das, o menos uno d e 

e ll os par il l os cua le s la cep a pa r E'nt a 1 e s 

.. u x o t rofa. 
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7. - MElODO PARA TRANSFORMAR A LAS LEVADURAS. 17 ) 

7 .1 So luc iones: 

Soluc ión amorti9ua dor. TE de pH 8 . 0 1 

Tri ¡;-Hc J 

E DTA 

10 mM 

mr1 

48 

El pH .. e ajus t.l. a 8. 0 co n He l . S e c onse r v a 

a temperatu ra amb i e n te. 

Acetato d. Litio d. pH 7 .9: 

Acetato de lit io O . I t1 

Se d i sue l ve en TE . El p H s e a jus ta a 7 . 9 

con a cido a c ét ico 9 I a -:: i a ¡ . Se canser"v a • 
tempe r a tu r a amb i e nte. 

Pol iet ilén glycol ( P EG 4000 ): 

Se prep a ra a l 60'1. ( peso/ vo l umen ) en a gua 

y . e esterI li.za en 121 a utoc l aVE! . Se c o nser v a a 

temper a t u ra a mbiente. 

S e inoc u la r o n 10 0 mI de medi o YPD 2 . 1 

en matraces d e 250 mi , c on la l evadura q ue se 

"" rans f o r mó y se de j ó crece ,- ha s ta qu e a l c¡¡n;: ¡¡¡ ra. l a 

fase logarltmi ca tardla . Se cosech a ron las célul a s 

p or c en t r I fug a c ló n d urant e S "oTI l n 

c ore:~ d e I SO mI prev i am~nte e s t eri lI z a dos se 

de~er-h o e l sob r cnada nte y Id pa s tl l la celula r se 
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l avo un a con agua e stér Il tempera tur a 

a mb ient E' . la pastil la se r e sLls p endl o , en 20 mi de 

Ac e tat o de litio. Se Incub ó d u rant e 30 mln a 30"C 

c on agi taci':'n r o ta tori a suave 3 , OOOl< g Se 

c entrl fugó dura n te:' ml n a 10, OÚ')Hg y a 4 "'C . La 

pas till a cel u la r s& res uspendi ó e n 3 mI d e ace tato 

de ¡ ¡ tic. y s e distribu yo l.~ s u s ? e ns i6f'! co locando 

<) . 2 m 1 e n tu b os eppendc - f. A c a da tubo se 1 s ayf'Ego 

un vo lume n m~)( lmO de O J J25 mi ( .¡¡nt r e 0 . 2 y 1.0 1'9 

del DNA con el q ue se trans f ormo l a l evadura, 

s e l nc ub " s;t n ;l.git ¿¡ C l':' n d •. , r a n t e 35 ml n a 50"C . S e 

por i nverS i ón y se les 

3d ici o n o 0. 220 mi de P EG. Se mezclaron t a s cé lul a s 

p or Inv e r Sió n , se i nc ub a r o n duran t", 1 hr a 30°C s i n 

agl ta"c i ón, se le s dió u n c hoque t é r f"l lCO du ra nte :5 

a 42<>C y se c en tr ifugaron d u rante 30 ge9 en 

l a mlc r ofuga a t emp e rat \..\r a amb ¡ ",nt e . Se lav o la 

p a stil la ce lul~ r un~ v ~ z con v.S mi de ag l la 

o?s té r ll y se res uspendio en Q . 5 mI de YP D 2 . 1 ) . 

La s cé l ulas s e sembra ron en el med i o minimo dropou t 

S ólido sin uraci lo 2 .7 La s caja s se I ncubaron 

a 30"'C h a s ta q u e cre cieran las (.o lon i a s . 

Se t o mó p ar t e de la s coloni as que cl'e cieron 

en ;~ l medi o dropout s i n ura c i l o par;, s embrar ,a s e n 

mediO M- 6 3 'io l ido ~ . 8 ) . , 1 a s levadl" as 
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tra.ns f o rm ada s ~xp resan e l q en d e L aeZ . las COIOrol "'" 

u n a t ona l i dad a ~~d lo q\Je permi t ió su s el ecci ón . 

PURI FICACION DE lDS RI BOSOMAS ( 15 ) 

S oluc iones: 

Amo rti9uador 1 , 

Tr i s - Hel de p H , • 4 lOO mM 

Mg Cl:z 1 2 mM 

Kel 80 mM 

Beta-me rcaptoetano l 5 mM 

Se c o nserva • 4"'C . 

Amarti 9uador 11: 

Tri s-Hel de pH 7.4 : '(, mM 

MgCI , 100 mM 

Ace t at o de a mon i o 500 mM 

Beta-me r c aptoeta no l 5 mM 

Se c a nser""a a .. ~c . 

Se i nocu la r o n 200 mI d e l medi o SD u ra- , e n 

ma traces d e 500 mi con l as cepas de levadura que SP. 

t r'lba j a ro n , se incub a ro n con agit ac i ó n !"otatOf' la 

v i gorosa a 3 0a C , h asta q ue llega r o n a la lasa med Ia 

log a r 1 tm il::: a. c: é l u as c o s'?c h a ron p oc 

centrifucJi\ción d u ran te 5 ml n a U) , (H)(o ·.,'l a 4' ~ Las 

cé l u l as :e la v aron co n '¡',j "1 1 d>'? ac. OJ a bldes t l lada" y 
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s e c l?nt .... ifugaron duran te 5 ml n a I O , OOO xg a 4 a C . E l 

paquete celu l~ r se resuspend i ¿ en mI d e 

amortigua d or l. Y l a s c élulas se rompieron con 

pe rla s d e vi d r i o (de 0 . 4 a 0 . 5 mm d e diámet ,· o ). 

L~ s p e r l as d e v idrIo se lav aron con 1 mI de 

amo r tigua dor y la so l uc ión ( 2 mI se tran<¡¡ f iri ¿, 

a tubos c a re l( d e 3 (> mI pa ra s e r c e n tr ifugados 

d urante 10 min a 22 . úOO~g a 4 Q C p a r a e l i mi n ar Jos 

resto s c el u lil,' es . El <; obt-enad a n teo se cent l"if u9 c, a 

45000 r pm e n el r o t or 50 Tl Becl< ona r , du ra nte 4 

h rs a 4"C , a tra yés de '_' M co lc h o n de 12 mI d ~ 

¡;; aca rOS<I al 4n~. en 50l u I:10n de a,llO!'t lgua do r 11 . E l 

s obrenad a n t e s e c onserv ó y a q UE' c o rre spo nd e a 1>\ 

f r a c ..: i ón St OO ( citasol ) y l a pas t Il la rl bosomal 

s e la v ó CQn 1. (1 mI d e a mor ti gua dor 1. Fi na lmente la 

pas til l a rlbosomal se resLls p e nd i Ci en 1 . 0 mI de 

a mo rti Qu a dor !. mu est r .. s obtenidas 

c o nserv a r o n a -20~C. 

9 . - CUANTIFI CACI ON DE LA BETA- GALACTOS I DASA. { 35 , 63 ) 

( e.ta-S .. l 

9 . 1 Solucionesl 

Amorti g ua d or de Fosfat os 

O.I M depH 7 . 0 

",HPO .. , H,.O 100 ml 0.5 M 

so 
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KH" PO ... 100 !TI) 0 . 5 M 

Se mezc l an 40 m1 d e la so lución de K",HPO ... 

3 H ",O c on 15 mi de KH¡zPO .. mas 165 mI de agu a 

bldest ilada . Se conserva a temp e ratu ra amb iente. 

Ortonitrofenil 

beta- D-Qalactopiranósido 

o N P G ): 

Se disuelve el ONPG en a mo rt iguado r de 

fosf atos 0.1 M a una co nc: entra c ib n d e 4 mg/m I. Se 

p rep a r a al mome n t o d e usa rse . 

Amorti g uador Z de pH 7 .0: 

Na 2 HPO .. 65 mM 

NAH",P O ... 40 mM 

l e l 10 mt I 

MgSO .. ml'1 

2 -merc a p toe ta nol 40 mt-l 

s. c onser v a • t e mpe r a tu ra amb i p nte . 

Carbonato de sodio : 

Na~CO~ 1 M 

Se C:O f'5erva a tE-mper a t u ra a mb) e n te _ 
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S e deJ aro n v a r i os H 'Io cl.Il o s d e 10'J m i dp. 

c ;¡ d a cu l t i v o a p roba r' d ura n te lb hrs a 3 ú " C y s e 

agit a ron v i gorosa~ente ha s ta q ue a lcanza ro n la s 

densi dad e s óp t i c a s d e sea d a s f ase i ni ci a l , fas e 

med, .! l ogar ítmica y f ase E'6 t a c i o nar i a > • Se 

ce n tri f u garon du ra n t e 10 mi n a 10, 00ÚxQ a 4 " C e n 

tub o s c:or e x de 150 m1. La pa s t illa c: elu la r de c a da 

c u l t i vo .. e r e s u s p e nd i o e n 20 mI de agua. E'5 t éril v 

s e pa s aro n a t ubo~ c: o re x d e 30 mI. Se c e nt r ifuga r on 

dura nt e 5 min a 22 , (11)1.'1' 9 a 4 "'C . S e desech ó e l 

sob r ena d a n t e y pasti J I . lO c.: e lu lares s e 

resusp e nd iE' f'on en 2 n, l d e s olllc i " n amort i gu a do r a d e 

f os fato1i 0.05 mM de pH 7 . 0 c ada una . Se a gregaron 

p e rla s d e vidri o dE' 0 . 4 a ( ' .5 "'m de d i áme t r o y la s 

c é l ul as s e rompieron p o r a91 t a c i ón v igorosa en el 

vor t e x. Esto s e l< t r a c t os c e lula r es c: rudos se 

t ra s p a s aro n a ot r os co re~: de 3 0 ;n I . cu i d ando de n o 

J l e ... a r s e p er l a s J e y se c: e n t r i f ugil ron 

du r an te >5 f!l i nutos • 2 2 , 00<):< 9 • E l 

s obre na d a n t e s e di s t r ibu y ó en tubos d~ ensayo en 

dif ere n t es vo l úmene s. a pro b ar : 0 . 0 1 mI, 0 . 02 mI , 

0 .03 mI, et c: . ..e puso u n b lanc: o c:on a qu a ) , s e 

l l e varon a un voluf!len c:onsta nt e d e 0.4 mI c o n e l 

amortl g L1 ado "- d e f os fatos 0 .05 mM, s e "' gre ~,¿' 0 . 4 mI 

d e <'I mortlCjLl1do r' Z, se aep t ar' on en el va rte _' , y se 

d '"-' J a ron rep o sa r Lemp era t llr a 
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ambie n te . En segUida l¡¡; s mue s t ras ~e agi t aro n d e 

nueyo en el vo r te :< y $2 Incubaron a 28~C du ra n te l O 

min o Se l es ag r egQ 0.2 mI de ONPB, s e mez c l ó en el 

vD r teK y s e i ncubó d e n uevo a 28°C ¡ se c o menzo a 

toma r e l t lempo en minutos h a sta que la s 

muest ras t omaron c o lor arna l' i 110 . La r-e ac c lón se 

de t uvo c on 0 .5 mi de Nil 2 CO", t. ': M. E l co l or 

d e s ar-ro lla d o se c ua nt l f i .::: ':' e n u n e s oec t ro f o t onletra 

a 420 nm y l a ac t ivid ad s e calcu ló c o n l a siqu ien t e 

Ac tiv i dad d e be t a-gil) ( 0.0 . 4 20 nm) { 1000 J 
(Vo l) (t en mi nutos ) 

Para e:<pres arla c o mo actiV idad espeC ifica 

A . E. ) . la cifra que s e obtuvo ge dividi ó ent re la 

c oncentrac i ón de p rotetna . 

l O . - DETERI'HNACION DE PROTEINA6 i 27 ). 

1 0 . 1 S ol uciones : 

S oluc;i':'n A: 

Na ",CO", 10 gr 

Na OH 2 9' 

Na K t a rt l"'a t o Q . J 91' 

Af orar' a SU'} mI 

5(' C C'!lSerV3 a ,1"'r, 
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S ol u c i. ó n B : 

CuSO. ' 5 H:zO 0 . 5 gr / lt . 

Se c o n s e r v a a 4 a C . 

So l u c i ó n e l 

5 0 p a rt e s d e l a s o luc i ón A ma5 p ar tes d e 

la soluc i ó n e , s e p r ep a ra a l mome n t o d e usars e . 

S oluci on D : 

Re ac ti vo d E:' Fo l i n , d i. lu i d o 1 : 1 co n agua 

b i d e'5tl, l a da ; s e p !' ep a r' a a i mo men t o de USil f'se. 

En el i nter¡o r de t ubos de e nsaya , 

h ig ien i z a d o s can ~c ldo cl o r hl dr i co I N d u r a n t e t oda 

l a n oche a 70"C , y po r d up l ica do , s e c o loc a n 0 . 2 mJ 

de sera a l b ú mi n a d e bovi no • c onc en t r a e i one s 

e I' e e i e ntes conee i d a s p a ra o b t e n e r una c:u r v iI pa t r ó n . 

y la s mu e s t r as protl l "-' :tla . S e a Cj1' e g ¿' 1 m i de s o lUC ión 

C . S e me zc l ó p or ag i t ac i ón vi g orosa y s e d ej ó 

r eposar d u ra n te 10 mi ni s e adic ion ó 0 . 1 m i de l 

r ea c tivo de F a lín pre v i a me n te dih\i d o 1 :1 co n agu a 

bi d e s ti h da es té r i l. se mezc 16 PO " 

\li ga r o • • y la s mue ~ t r •• s e d ~ja ron r eposa r d ur a n t ~ 

45 m l n . l tempe r' atu r il a mb i e n t e . F i na lme nte se ml d i ¿ 

I d a b 'io r b e n C l a d 66(1 n m e n u n e sp e c tro f o t c. me t r o 
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Beckm~ n DU-7 u sa ndo como b lanc o u na muestra s6 10 

c on agua . 

11. - INMUNIZACION DE CONEJOS CONTRA BETA-GAlACTOSIDASA . 

1 1 .1 So lucion es : 

Amortiguador Fos~ato-Salino 

de pH 7 _ 4 PBS ). 

Na .. HP O ... 

I<HPO ... 

12 H.,O 8 mM 

1 . 5 mM 

0 . 137 m~l NaCl 

I(el 3 mM 

Se est e rI l iza en el all t o clavE' a. 120 l b/in'"' 

de pres ton duran te mio y se conserva • 
tempera tUI"a 3mb lente . 

Se prepararon 0 . 5 mI 

dis u el ta en P BS a u na concent ración de 500 uQ/ml , 

ma s 0 . 5 m i d e adyuvante compl eto d e Freund d e t al 

maner-a que quedara 1 m i de so lució n la c ual s e 

i nyectó SUbC L\t á n eamente a c a d a coneJ O 1. 3 

13 L os conejo~ se r einmllniz a ron en dos 

ocaS Iones mas , a in terva los de 1 5 dl as con 100 

ug/ mJ de be ta-oa lactosl dasa , prepa r ajiL como o;.e 

ac ab a d~ dE!SCrl b l r a n te r lOr mE!n t .E! . 10 {Jta~ dE!spl (i~ !,-

de c ad a re lnmUn l;!a ción. l o; d os 



Figura 1 3 . - Inmu n iz a c: i ón de conejos contra beta-

ga I a c tosida sa . A Y B) conejos de raz a Nue va Ze landa de 1 . 5 a 2 

Io:g. de peso y d e 3 a 5 meses de ed 'l. d. e ) Se i nyec ta ron 

s ubcUlaneamp nt e 1 Ounbar , 1988 ! 
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12 . - OBTENCION DEL SUERO. 

P ara s ,ang r ar a los c:on~jO$, se les f,'otb l a 

p o ste' · 10 r de l. ... re J a con u n 

humedQ Cl do c o n :ul01 p .. ra Ol.atar la s venas. ~E! 

hizo u n'" inc i si 6n peqqen a en una de las vena s c on 

un"l na va ja d e b i s tu Ol . S e c:oJec:tar.:. n 2 0 m i de \ 1 

"a n c;¡ r e e n t ubos c o ]" ...,. d E 30 1:11 H~t ¿' rjJ ... s . s-

pres i ono un poc o s obr e la h erI da p a ra e v ita r qua 

SH;¡Ul e ra s ang r a l"'do y s e le ap l q::ó 1 opa z o n e pa ra 

ev i tar u na infecc:i 6 n ( F i g . 14 ) . 

La s a r.gre se puso a tne 1I.!l r' rJlU ante • h , 

37" C para q u e <:oagu lar a . Se 5epa~ o el coa gulo de 

pared de los t u bos y se centri fugó d urante ') ,n in a 

lO , OOOx g . Con una pipeta p .... teur !in sl'c:c: i o no el 

suero e l cual se gL~ard6 a -20"e . 

13. - INMUNOD I FUSION. 

13 . 1 Soluc iones: 

So luc i on " S t ock " de 

b& t a-ga l acto~ i dasa: 

beta - galact0 5i da s a 2 080 ug J ml 

Amo r t i 9uador f o s r ato-sal tno ( pr<s 

L a beta - gl la ctos~da€>", s e d i S UelvE' en el 

a mortlg Lla 'J,:" r fosfato-sa lnn 



F iQura 14. - Obtenc i ó n d e la .3ngr e del c o nejo. O y El S e les 

frot ó l a pa r t o p os t erlor de la o r ej a con l< i ltl l pa r a dil atar 

la s veni'l s . Fl Se hu:o una i nci sl Ón p ,;¡q u ¡¡,f'>a e n ~\na de la s v e nas 

con una na v a ja de bi s tu r l. G) Se co l ectaron 20 mI de la sa ng r e 

e n t ubos co re:: de 30 mI . HI Se pre'Sionó un poco sobre la 

h e r . da par a e vitar que s i g u ie ri'l s a ngra ndo y se le a pl i có 

t ODazone p ara elol it.r l ln a infecci ón \ Dllnb a r,1 988 ) . 
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Co l oran te T e A mas A ¿ u l de Cooma5s ~ e : 

:CA 

Azu l o e Coomma ~sle G 2% 

40 mi 

2 mI 

S e ~onser ~a a temp era tur' 3 ambI ente 

Se d i!50Iy ¡c, agaros a has ta 2% en 5 m i d e 

P BS . !: o!l ¡enta ndo] a a p u n t o de ebu l l i c i ór . . E 3 t i!. 

501 ... ,( l on se c o 1 ")c<> sab le I.-tn port o\Objet ... s ¡)¡I r a 

¡orma!' un qla l aL c:ua l se l e hi c iero n una 'ierl E' d~ 

pe r fOf'éll:1 o nes . La s muest r.J.s se dis t rl buye r on como 

sO' lnd lc a ~n 1 3 Fi t, . 15. 

Una ve::: 1:01 nc adas l a !;: mue'!Otras dentro d e 

los pocil los d el ~e l , 

con tenía . e ¡;:o 1 oc::o de l t r':l de un. c á.ma ra. Que 

c:on tEn"l a algodón h umed ec i do , n ilra e ~ 1 ta r que e l g e l 

se d e sh i d ra ta l a . y •• r onse rvó • CU<l ndo 

a pa rec i E' ron la s b andas rj~ O f' e Clpl tac io" en el ge l 

~s t", se l a v o 3 vece s 

con PBS má s ') . ( ''.' Y. c.e a::: ¡ j a de sodl ') a le l a r qo oe l 

d1i1. Pa ra t e ñ ir' e l j e l s e r et lrá e PBS ma s i a 

a zid a de s odi o y se ~olDca d entro de una camara c on 

la So l u c lan colorante d e reA az ul de coom~ ssi e de 

m~ ner a qu e lo CUOrl&r a. Se d e já ac tuar a l col o r an te 

duran t p 20 m l n; el 

i I nili 1 , .. e nte ~e rot u q ra -fl o n ~,mer'O . 



Figura lS . - E s q u ema de la inmunod ifus : o n . El ant i suero y s u s 

di l uciones se r i adas s e depo~ i tarQn e n la~ p oci l los de l a 

pe l" i f E'r i a. Al c en t ro s e c o loc o l a b e ta - gal actos l d asa . 



ME TODOS 

Ab Ab 

O,.. o ovz Q .. o Q 
O,.oQü ... oQ 

}'-Gol 
(2080 JIO!ml) 

t/I t/1 

1110 p-Gal 
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METODOS 

14. - ELISA ( Enzyme- Linked- Immun050rbent A.$~y l. 

( 3 2 ,84 l. 

14.1 Soluciones: 

Amo r tiguador Carbonato 0.05 M 

de pH 9.6: 

Ni.:oC03 

Ni.HCO" 

15 mM 

35 mM 

Se conserva a t emperatura ambiente. 

Amortiguador Fo.fato-5alino- Twe.n 

d. pH 6.5 ( PBST ): 

N a H2P 0 4 • H20 

N.2HPQ4 

Na CI 

Tt~een 2 0 

Agua destil a da 

4 ml1 

2 mM 

145 mM 

0 . 5 mi 

lt. 

Se conserva a tempera t ura ambien t e. 

Amortiguador f osfato-ci trato 

de pH 5.0, 0.175 M: 

ACldo c itrl ca a nh id ro 0.1 ~1 

Na""P0 4 anhidro 0.24 M 

A9ua destilada 

100 mi 

100 mI 

200 mI 

Se c onS E! r v a a t e mp.e ratl' ra a a mbi~nte . 



14 . : ElISA 

MErQDOS 

So luc ión colorante-sustrato~ 

Tamp ón fos fato citl"at o pH 5 . 0 

Or to- fenile ndiamina ( OPO 

Agua o ~ igenada ( 30% ) 

6' 

10 mi 

10 mg 

0 . 04 mI 

Se prep~ r a al momento de usarse . 

Amortiguador Fos~.to-~a l i no PBS ) ~ 

Na,,,,HPO. 12 H",O 8 mM 

KHPO... I.S mM 

Na ... 1 0.137 11 

"e l 3 mM 

Sp conserJ a a temperatura ambien te. 

ind i recto p ara. l a d ete rm inaci o n de la 

ca nt idad óp t i ma de p rotelnas a fi j ar en las pl ac a s p ara 

ELl S A ) . 

Se di so lv ió beta - ga l a c tosldasa 

c oncentracIón de 0.5 mg/ml en PBS . Se me:;l:CliU'On 

0 ,040 mI de beta-ga lac:ta'Sida s iI 0 . 5 mg/ ml con 1. 9 6 

mI de amortiguador de ca rbonatos de nH 9 . 6 y se 

p r9p ar¿, u na placa e'lip ec ial para ELI SA cama sigue: 

s e c:olOC:llro n 0 . 2 mI de bet a -gala c: tosid a sa ( 5 ug/m l 

en 10"> pur ll l os de l a f ila 3 y en las filas 4 a 

la 1 2 se c o locaron 0 . 1 ;nl del amortlgll ado r d e 

c ar bonato s de ~ rl 9 . 6 . I~ ~ ont l nuaclon s e tomo 0 . 1 



6S 
METODO S 

mI , c,=,n una mi c"opipe t a mult¡ t;; anaJ de 1 a f i 1 a 3 y 

SiE! me;:. c l aron con los 0 . 1 m I d e l a ~,or tigu a d o r de 

ca rbona t os de l a t i l a. 4 y as! sucesivamen te h as ta 

l a fIla 12 , para o btener diluc iones seriadas a un 

med io y un vol u men final de 0. 1 mI en cada poc il l o. 

La fil a 

en ca da 

s e U~O como control negat iv o c ol uc ~ndose 

pocillo 0 .1 mi de l amor t i guador de 

c arbona to~ d e pH 9 .6 . La fil a 2 s e USo c o mo contro l 

p Oslt i .... o c: o l oc á ndo!lE! en cada poc illo 0 . 1 mI dEl l 

suero antl -beta-giJ. l. la placa se ' incub o d l\ra.nte 3u 

ml n a temperatu ra ambie n t e y se sel l ó con papel 

au toa dherible p a 1"'a ev ita r l a ev a.rora c i ú n . S e de j o 

dura nte 18 hrs a y en s eg u ida: s e 

e qui l ibrar has t a l a temperatura ambi ente . El 

c ontenido de la pl aca se e l i mino por decantaci ón y 

todos l os poci.llos se la varon trss veces c on e l 

amort ig\.,a dor de l a v ad o PBST 

pla.ca en t re c ad a la v a do . S e a gregaron O . L mI del 

s uero a nt i - beta-ga. l actosi dasa d i luido en 

amort Iguado r d s l a va do de la sigld ente m3 ne r a : en 

A y El L: 8000 ; e y o 1 : 10000; E y F 1 : 14000; G y H 

1:16000 . Se lncubó la p l a ca d u r an te 30 mln a 

temperatura a mb i en te ; se l av ó tres veces con e l 

amort u;¡ Llador d e 1 a lia d o ( P BST ). y a c a da poc i 11 0 s e 

le agrego 0 . 1 mi de ¡¡n t¡ suero dE' ch . v o .. n t¡ -C-·'Ine J O 

c onjugado con perox¡ ciasa 
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poc 1 I lo, a u na d i 1 ~I C: i 6n 1 : 2')00 e n amor t i <)lla d o r d e 

13 v ado P BST ) . La p la c a se I :-lC l ' bó dura n te 30 min 

a t e mp er a t Uf' ii a mbiente. se layó c u at ro \,Iee e s co n 

amo r tiguador d e lavado PBS T ) , S 8 l E' agr e gó 0 . 1 

.n I de l a s oluc ió n coloran te sus t r ato Do r pocillo y 

s e incub ó d u r an t e t ~ m¡ n _ tempe ra t ura a mbi en t e. la 

r eacció n se d etuvo c o n 0 . 1 mI de H",S0 4 4N por 

poc ill o . F i nalme nt e l a ab s o r benci a d e lu:: por l a 

me z c l a de reaC C ión SE! c uantific ó a 4 90 n m. 

EL I SA d@ i nhi bi c i ó n ( p a l" a va l o r a r so lut: i o nes 

pr o ' o;> ¡ c c:s ) . 

En e s t e en~a y o se u ti l iz a ron dos al a c a s . La 

p l' lme r a , l l amada pl ac a d e p e g a do. s e sen s i b i l iz o 

d e pos i t a n d o o. mI poc p o c il l o de b e/;a -

g a l a ctosida s " :5 u g/ml ). En s e g u id a s e i n cubó 

d ura n te 3 0 ml n a t ampe ratu r a a mbi e n te , S8 se ll ó c o n 

pap e l aut oad ~,e r¡ble y s e l. n c u bÓ ¡j'.' f' ant8 18 hrs a 

l. 

t rans ferencia, .. 
>l n t i cuerpo e!iipectfico 

placa, 

uti !i zó 

llamada 

par a 

placa 

i ncuba l' 

de 

el 

c:on diluciones s eriad •• d e 

l a beta-gal c tosidasa a concen t r aClones conocidas, 

usad a como patró n de referenc ia y de l as so luc ion es 

p r o te i c .? s -'1 v alor a r : en e s te c a s o , d,'l' la pa st i lla 

r lb o<e.oma l y d e l a f racció '" c e lo lla r '0 10 0 . La p l ac a 
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mI d~ beta -g a J en l os poc lllc;s. de la 

35!. co lumna de 1"5 li neas A y B Y se r e ali ;:"ron 

diluciones, seriadas a un medio, con amortiguador 

de la v a d o PBST de las mue~tra~ de los poci llos 

3 al 12 d e l as linea A y B , p ara la curv a p atrón . 

Coma c ontr~l pos i tivo, en los pocillos de la 

columna 2 de l as lineas A y 8, 5~ coloca ro n 0 . 1 m1 

del amort i gu ado r de lavad o PBST ) más ant iSl\ero . 

Como contro l negati vo, e n 105 poci llo$ de la 

columna de las lineas A y B s e c olocaron 0 .1 mI 

del amortiguador de lavado PBST 5in antisue ro . 

En el res t o de 105 pOCill os s e col oca r on v . l mI de 

las muestras problema . Se a gregó 0 . L m1 por p OC illo 

del a nt l -suero contra beta - g a lacto51da sa a una 

dil uc i ón d e 1: 11)000 y t a mbién 0 .1 mI por pocillo 

del amorti g uado r de lavado , de tal mane ra Que todos 

los p n cil lOfi d e la plac a t u viero n un vo l u men final 

de !J .3 mi . F i nalmente la pl aca s e se l l ó como SE' 

describió en el p á rrafo ante!' lo r y se d e jó 

incuba ndo d u ra nt e lb h "' s a la t emper .. tura a mbiente. 

Final izada la incub ación , se t ransf i riE'ron ') . 2 mi 

de esta p laca a la placa de pegad o , prevlamentll' 

equ i librada a la temperatu ra ambiente y lavada tres 

veces con a mC" r t i g uador de l a v"do P BST ) . y se 

l n,=uh ., a la t empera t u r a -,mblente durante una r_o ra . 
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E l r esto del e n s ayo s~ real izo como se d e s c ri b i a 

e n el mé t odo de El I SA I nd Irecto 14 . 2 ) . 
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R E u L T A D C) 

CUANTIFI CAC I ON y CARACTERIZ ACION DE LOS PlASMIDOS 

Uno de l os r e q ui s itos p ara el pres~nte tra b a Jo f ue 

obtener una can t i dad s u f iciente de pl ás mldo s co n los que '09 

1. 2 ) . P ara el lo , 

la s cepas de ~. ,;o l i 1.1 se i nocularon en medio L8 

amp i C l 1 ina 2 . • y las cél u las o btenidas se procesaro n como 

se descr i bió M" t üd os ; s ecc i 6n 3 ) . La i ntegridad de l'Js 

p l a. ~;¡ll dos s e v",r ¡ 'tl 'o s ome ti é n do l o s .. e lec: t r OI"o,"e ,; ¡<;; en u n g ~l 

de agaro s a a l 1:1. sE!Qtoida de l a v i sua !i ~ .¡¡.c i ón del pa t ron o e 

b and a s e n un t r a n s ll umi nador c on la mpa ra d e l u::! UV Me tados: 

s ecc i 6 n 4 ) . En t odas l as r'repara ;:lones de l os plas rn l d o s 

ut il i :::ados , se o bservaron l as 3 b and as disti n ti v a s d e la s 

f o r ma '" sup e re n ro llada 1 c: irc: u l a ,- y c i r c ular 

mues t r as 012 pl Olsrnl dos c on p a t ro nes .. lec troforét l cus a b e'- ran tes 

s e desecharon . 

La c ant ida d tot a l de p ldsm i dO Que '58 obtuvo po r c a d a 

mllili t r o dE! cul ti vo fue a p r o:.cl ma d amen t e de 1. 3 Llg. Este 

rendim l snto está por dsbaJ o de l os l t m l t ss t e ór ic:os SI t u a do 

en tre 3 a :5 ug de ONA pO I" mi II 1 1 t ro 33 ) . No se 'Ju d o 

encont r ar la s c:: a u sa Que e xp l lc::a ra n e l 

r e ndimi e nto baJ O . 



70 

RESUL TADOS 

L os pJásm idos se ldentl fl ca l"on 00 1" el p at 'o n 

electrofarét ico de bandas c a racter ístico de cada uno de e l los, 

despué~ de h l d roJizarlos con diferentes enz ima s de r~stricción 

Flg . 16 , la bi a y Tabl¡¡ 1 1 M,~ todos ; S 8 c c.. io n :. ) . El 

desp la.:am 'I"n t o el e ct rof o r é t 1 ca de lo~ T r agme r,t.os de c ada 

plál'>mido di geriDO ,,8 mues tra e n 1,3 Tabl a 1 11 . E l - a maño d ,~ los 

..... bten¡ d os e~perimentalmente CDlnC lde c on l o s 

ta mañ os teó r icos a S PE!,'a dos . 

FENOTIPO DE LAS CELULAS PETITE 

la cep a W30 3 1 B 1 ., de ~ . __ i!r f"' J s i;¡ e s e tr a to c o n 

b r omuro d e etldia Métodos ; $E!cción <:> ) . p ar a o' t~ne l uncl 

mutante de f , ~ i. B nte r espirator ia y as l p oder comp a r '! ... 

exp ,-e S lón de l os genes de l as protelna s ác i d as ribosomales 

entre una leviO.du ra gra nd e c ompetent e resp i r a t or , a y una 

l".'ad u r a que Sól o di s pone de l . e ne,0 1a de 

·, l uc:ólis is pe tltE! } . No se c U3. n tifll: ó l a ~T i c ) !" )" d e l a 

mL. tage r esis porque cnn una sol a c l o na p et ite Q '.IE se obt. uv, pra 

s E!r la ~'J't l c iE! nte para los p rop o s¡ l;os de e .. t e tlabajo . 

En eL de la Fi g . " ,. mues t ra e , 

crec¡.nl¡;>nLO de la le ll adur a W:'. ':; lB pa r enta l" el cre CH. e nto 

d ~ lol l ev ",d , ra tr a ta-<a con bromu r o r1 e et iCll o ,?n ,f'l'dlr:> ,1'0 a<:oal ' 

Do: la ::; c o . o nlas Qlle r:r.".C 1 E'rO"'l. ' ... 11a p d rt e ~ ... sembró en 



FIGURA 16. - P at r on de miQ r ación d e los f r~gmentos d e DNA del 

f ll go lambda diger i do con l a en:: l ma Hi n d li I . La 

e l e ctrof ó res is se desa r l""'ollo e n buffe l""' T BE: 130 V 

en un ge l de agal""'osa tlPO II . 
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TABLA I 

Esquema del patrón de migración de los fragmentos de DNA del 
fago lambda digerido con la enzima Hind 111. 

L a P lec t: 1 e' fGre == .. s se 

~ ~ e r 1 a :~s v Mét od o s . 

------- ---- -----· 

Kb 

23 . 13 

9.42 

6 .56 

4.36 

,, -:•· ·-·\ 
..::.. • .._j¿_ 

2 . 03 

(l .5 6 

o . 13 

º '°'=;ar r o ll e c om o ·:5e ._: escr1b i 6 e n 



TABLA I I 

Plásmidos y enzimas de restricción con las que fueron 
digeridos. 

PLASMIDO ENZIMA 

YEp 44 EcoRI, Pst I , Hind I 11, Sa 1 

YEp 45-1 ECoRI, Hind I I I 

YEp 45-2 Ec oRI /P s t I , Hi nd I I I 

YEp 46 EcoRI/Pst 

YEp 47 Hp EcoRI / Pst 

YEp 47 P v EcoRI / Pst 

YEp 357 EcoRI, P vu I I 
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TABLA I I I 

Fragmentos de DNA obtenidos después de digerir a los 
plásmidos con las enzimas d e restricción. 

- ------- --- --- - - ---

Pl ásmid o 

YEp 4 4 

YEp 45-1 

YEp 45-2 

YE p 46 

YEp 4 7 Hp 

YEp 4 7 P v 

YE p 35 7 

Enzi ma 

EcoRI 
Ps t I 
H i nd I I I 
Sal I 

Ec oRI 
Hind I II 

Ec oR I / P s t 
H i nd I I I 

EcoRI / Ps t I 

EcoRI/P s t I 

Ec o RI/Pst I 

EcoRI 
I'' ' -'U I I 

a 
Frac:Jmento 

( f(b ) 

8 kb , 2 . 3 f<b 
J0. 3 f<b 
9 . 4 4 f<b, 0.86 f<b 
1 ( l .:::; f<b 

8 . 6 Kb 
11 . 29 f<b 

B. 5 f<b 
B. 5 f'. b 

8 . 6 f<b 

8 .73 f'. b 

8. 7 Kb 

7 . 6L l:b 
5.04 6 Kb , 2 .55 7 f<b , 
0 . 363 Kb 

- - - ------ ---- -

74 

• E l t a ma ñ o J e los f ra ei1.e n tos =''-"' c a l c u l o po r c o moa r· ac. 1c. n 

co n t r a e l pa tr 6n de La mb d a Hind I II r a b J. a I ) . 



Figura 17.- Crec:im len t o e n medi o VPD c: on.t l ene Qluc os<> c o m..;¡ 

f u ente de car b o no) de la s l evadu ras 9ra ndp.~ antes r e c ua d!'o 

numera.do r ec u a \. ro c:ont i oL'o '1 

trata da s C: OI~ b rom\ .ro de e t ldi o. 

l . - W3 03 l B 5 . - TYG " 
2 . - TYG 44 6 . - TYG 4 7 Hp 

3 . - TY G 45-1 7.- nG 4 7 P , 

4 . - TYG 15-2 ".- 1Y G 35/ 
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,ned ~ o YPG a gar 2 . 3 para se )eC C IlJr1a, a I~ ", lev,,-du l' a s que 

t ueran i nc a paces de crece r en él. En el r ec ua uro de l a Fíg . 

18 s e ml!est ~ a q U'i! , en e ste med io, la le v el o ura parontal W303 l B 

s i c rec i ó. en r:on traste co n la levadur a tratada con bromuro de 

et idio que no c reció . Est e resul tado rlemuestra q ue est -:¡ úl tima 

s e convi.r ti ó e n d efieiE'nte respiratoria , inc:apa ::: de util ¡:'a, 

Sl.s tratos no fermen tables , en este c aso e l g licero l, que e s 

una d. las caracterf s ti cas qLle de1i nen a l f enotipo petlt e 

10 ). 

Para probar que las levadura s pe t i te obtenidas 

cons e rvab a n l~s mismas au .at rof i a que la cepa p 3 rental W3(,3 

lB 1 . 2 ) . se prepararon cajas d e medio 50 3ga r 2.5 

sup lemen tado con los a minoác idos y b a soes nit ¡'ogena das como SQ 

desc ribe en la Tabl a I V . El resu l tado d e este exp e rimento fue 

que Solo hubo crecimi en to en el med I O s uplementa do con todos 

los requerimi entos nut ric::ionales de l a c e pa W3Ú3 lB, l o que 

demuestra qu e las cepas pel l te oerlva ron de ella . 

TRANSFORMACION DE LAS LEVADURAS GRANDES Y PE T ITE 

los genes euc .. ri6t icos f u si onados al gen de La c Z 

beta - qala c t os idasa de ~. col i se e :< p re;,¡ an en la Il?vadur a . 

E",t~ tI pO d I? f usionE's son útI l e s en el est"ó l o dI? la e :if' r e Slc. n 

d E' 10< ge n-1s , y a q ue 10"0 prod uc to .. p rt" t~' C Os de éstos . s~ 



F i gu r ¡a 1 8 .- Crecim i ento en me dia YP G ( c onti enE gl i c e rol como 

Hlen t e d i:' ca r bo na l d e l a s l ev aduras gr.a n dEs an t e s ( r ecua d r a 

J"ILl me rB d o y d esp l lé s r e c u a d r o contI gua a l a a e r ech a 

t r atad a s c on b r o mu r o d. et ldi o . 

1. - W303 l B 5 . - H G 4 6 

'2 . - TYG 4 4 6 . - TYG 4 7 Hp 

3 . - TYG 45 7 . - TYG 4 7 P " 

4 . - TYG 4 5 - 2 8 . - TYG 357 
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TABLA IV 

0 Verificaci6n de las auxotrofias de la levadura petite. 

------- ·-----·-----·--·------

Ade His Leu Trip l.Jr3. 

------·- ·----------·------···-

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + + 

+ + + 

+ + + + + 

no s e adicio n 6 al medio SD. 
+ s1 se ad i c io n 6 al me dio SD. 

Cr·ec i mi. e n t o 

Negativ o 

Negativo 

Nega ti vo 

Neg ati vo 

Nega t i v o 

f-")ositivo 
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p uede detectar fácilmente como actividad de beta-

galactosidasa. 

Con base en lo descrito en el párrafo anterior, se 

transformaron las levaduras grandes y las petite Métodos; 

secci6n 7 1 con cada uno de los plásmidos listados en la Tabla 

11, -. los cuales tienen insertada la secuencia del gen que 

codifica para las diferentes proteínas ribosomales ácidas 

Secci6n .de Material Biol6gico las levaduras as1 tratadas se 

sembraron en medio dropout s6lido sin uracilo ( 2.7.b. para 

selecciona r s6lo clonas transformadas, ya que el plásmido les 

pr oporciona el producto del gen URA 3. De cada una de la s 

transf o rmantes, se tom6 una part e y se sembr6 en medio M 63- x-

gal s6lido ( 2.8 para realizar una segunda selecc i6n, y a que 

en es te medio la s levaduras transformadas adquieren una 

coloraci6n azul Fig. 19 l. Como control de este experimento, 

la cepa parental se transform 6 co n el vector YEp 357, sin 

ningún inse rto; el resultado fué que crec i6 en ambos medios 

debido a que el vector le proporcion6 el producto del gen URA 

3, pero en el medio M 63- x-gal s6lido el color de la clona fue 

blanc o debido a que no tuv o actividad de beta-galactosidasa, 

porque la e xpresi6n del gen Lac Z requiere que se le anteponga 

un promotor eucarionte 97 , 98 ) . La s levaduras tra nsformadas 

obtenidas se enlistan en la Ta bl a V. 



Figura 19.- Crecimi e nto en medio M63-X-gal de la s levaduras 

transformadas. 

1.- TYG 357 8 . - TYP 44 

2 . - TYG 44 9. - TYP 45-- 1 

3 . TYG 45-1 1 o . - TYP 45-2 

4. - TYG 45-2 11. - TYP 46 

5.- TYG 46 12. - TYP 47 Hp 

7 . - TYG 47 Hp 13 . - TYP 4 7 Pv 

8 . - TYG 4 7 P·~ 

1 
1 1 
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TABL A V 

Levadu ras trans f ormadas con l o s d iferentes p lásmidos 

-----··- ------··---- ----------
a 

TYG 44 Fusi ó n YP2- a lfa 65 ªª La c z 

T YG 4 5 - 1: F u s i ó n YP2- b e ta 75 ª ª Lac z 

n ·G 45 - 2 : Fusi ó n YP 2 -beta 5 0 ª ª La c z 

TYC'i 4 6 Fusió n YP J. -be t a 36 ª ª Lac ! 

TY G 4 7 Hp: F u s i ó n YP 1-a l f a GO a3. La c z 

T'r'G 4 7 f-''. : F us i ó n YP 1-a lf a ,..., ·-:· ª ª L a c z 

T'{ G ::;5 7 : Vec t o r s in ins e rto e 

b 

TYP 44 Fus 1 ó n YP2-al f a 65 ª ª La c z 

TYP 4 5 - 1 F u ·s ión YP2-bet a 75 ªª Lac z 

TY P 45 - :? Fusión YP :::-b e t a \ 5 1) ªª Lac z 

r i P 4 6 F u s i ó n YP 1- b e t a 36 "l a Lac z 

i' P 4 / Hp: F u s i ó n YP 1- a lfa 80 ª ª La c z 

rf ' 47 P v : F usi ó n YP 1- al f a ( 69 ª ª Lac z 

1YP 3 57 : Ve c to r s 1 n i ns er'to e 

- - -- - ---

1- i' G = w ~:;u.:::. l B n ra n (j e 
b fYf-· = l1 :303 18 P <' t i t-e 

Co nt r-:i l 
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ReSULTADOS 

I'J~ las c l onas d e ¡ as l E'vadura s tra nsforma da s s e tomé> 

una oa rte y se semb 1"'6 en med i o YPO aga r 2 . 2 en el aue 

t odas c rec ieron. Posteriormente se pasaron a medio YPG a'dar 

2 . 3 en el que ninQuna creció. comprob á ndose que 

transf o rmaci ó n no alteró a la co.ndición petite ( Fios. 17 y 

18 ). 

A continuación las t ransformantes se est ri aron en medio 

m1n imo SO URA- pari. su c:on~ervación¡ en la Fig . 20 se 

ejemplifica la ma nera en que se conservaron las cepas TYG 44 Y 

TYP 44. en este medio. 

CANTIDAD DE RIBOSDHAS EN FUNCION DEL ESTADIO DE 

CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS 

De cada una de l as levadura s transformadas ( Tabla V 

la pa stilla riboiiomal y la frac c ión $1 00 se ob t uvo 

( cltasol con el fin de cLlantifi c ar la C.J. nt idad de p roteína 

híbrida que qu~da unida a l a pastilla ribo~oma l y la que qued a 

en la f",H:cion del c j tosol a. través del ensaya de Beta -

¡;,alactoslda s a y el método de EL I SA . Además se obtuvieron ",n 

fa~~ media loqarlt ll'l i c a yen leo f ase e s tacionaria cara observar 

"i e :ns t l an d lferenc liI en tre un estildio y el ot r o. 

Para sab e r cueondo se al c an::aban estas fa s es. 

rea l iza ro n la s CL>rva~ d e c r e Clml E'n t o de c ada LOna de 

se 

1 as 



Figura 20 . ~ Crecimi e n t o d e la trans f o rma nt e TYG 44 ( g rande) 

y TYP 44 pe t ite ) en medio SD URA- e n el cual s e c onservaron 

esta y la s dema s tra nsformantes. 
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RESULTADOS 

t rans f ormantes. Los Yil l ores o b tenidos d e t ieme o de duo 1 i cae:: i,;n 

v la s densidades 6pt l c as como medida de la s diferentes fase . 

se muestran en las Tabla~ VI y VII . En l as tabla s anteri ores 

se o bserva. que no ha y dif e rencia significa tiv a en el 

creci miento d e l as levaduras transfo r madas co n respE.'c:to a la 

levadura s in transformar, lo que s ign ifica Ql.e el p l.i.smi d o no 

af eo:: ta al t i empo de dupl icaci o n celula r . La Fí e;. _ 21 e s l a 

repres entac:i o n gráfica de la c urva de creci miento de l as 

levadura s g rande W303 l B y c atite en medi.o 50 . El t i e mp o de 

d uplicat:ión de la levadura patite fl,é de 4 hrs . una h or a y 

media má s con r espec t o al de la levadu ra g ra nde 2 :30 hrs 

). esto s e debe a qLle , como ya se expli c: o antes. la s c él u las 

petit e s 6 10 cuentan c o n la 9 1uc6 1i s is c omo tUQllte de ATP y por 

10 tanto c rec en más lenta men te . 

La cantidad de ribO'liiomas obteni dos de cad a una de la'lii 

le '/aduras t r ans f ormadas se muest ra en l a Tabla VIII. 

CUANTIFICACION DE LA BETA- GALACTOSIDASA 

EN LAS FRACC IONES RIB05DHAl y 5100 

BETA- GAL 

Se r eal i z6 e l ensayo de beta -g al ac tosidasa Método s ; 

secci6 n 9 en las fra cc iones r ibosoma1 y 5 10 0 de cada u n a de 

la s c ecas c:osechada tanto en l a fas e media IOQa r ftmi c a como <.' n 

la fa se es t ac iona r l a y t ;¡mb lén s e de t ermin6 l a can to Jad i:l e 
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TABLA VI 

Tiempo de duplicación de las transformantes grandes en medio 
minimo SD URA-. 

b 
Pendiente Fase Media O.O. Fase T.D. 

Hrs ) Logaritmicac Estacionariac 

a 
W303 18 2:30 0.2773 0.8 0.9 1.8 

TYG 44 2:30 0.2248 0.8 0.9 1. 7 

TYG 45-1 2:30 0.2392 0.8 0.9 1.6 

TYG 45-2 2:30 0.2686 0.8 0.9 1.65 

TYG 46 2:30 0.2314 0.8 - i) . 9 1.55 

TYG 4 7Hp 2:40 0.2373 0.9 - 1.0 1.6 

TYG 47Pv 2:30 0.2465 0.8 0.9 1.6 

TYG 357 2:40 0.2048 0.7 - 0.8 1.5 

Control 

b Ti e mpo d e duplicación. S e calculó con la formul a. N=Noemt 

en donde m= velocidad especifica de crecimiento (pendiente 1; 

N= tamaño de la población ; No= población inicial; t= ti empo 

Hrs >; e= logaritmo • Despejando Td= ln2, en donde Td= tiempo 
m 

de duplicación. 

Se midio por ne fe lometria a 660 nm. 
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TABLA VII 

Tiempo de duplicaci 6n d e l as transtormantes petite en medio 
. tn i.o SD URA-

b 
T . D. Pend i e nte F ase Med ia F ase , H es l logari tlni ca "" Est a c iona r iaC: 

• 
Pet \ te 4 : 00 C.2( '15 0 . 9 • 
TVP 

1 VP 

T VP 

TVP 

TVP 

T V? 

TVP 

-

44 4 : 12 v . 19 0 1 0 . 6 - Q . -¡ <. 3 

45 - 1 4 : 00 0 . 1510 0 . 7 1.35 

4"\-2 4 : 00 Q .1 4 1:>9 0 . 6 ') . 7 <.4 

.,. 3 : 50 0 . 1762 0 .5 O. :, <'l 

47 Hp -" : 00 (' . 1368 0 . 5 0 . 6 1 . 2 

4 7 Pv 4: 15 0 . 1 71 2 O.~ (¡.7 1 . • ~ 

3 57 -¡ : 00 0 .1 888 0.6 - ('. 7 l • l 

_. - - ------- . ---_.-

Con t ro l 
F l t iemf' ':'l d e d'.I!:,) I cac . Ón se c al c!!Jo comn se de ta l l" ~Il la 
''J. hl ~ Vi . 

'" ,1"o· ,eron p or ".;>Te I CJ",.-. lr 1a R 0"'0 nm . 



FIgu r a 2 \ 

• 
I.II rva d e c r- e t: lffiH!nto dE' 1", JE.'~' ad \, ra W3Ú3 1 8 

,J ", tl t e ( O ) el, m.· 11 0 m i nlm.:. 5 [\ Uf .;" , 
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RESULTADOS 
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TABLA VIII 

Cantidad de ribosomas de las levaduras transformadas 

Fa s e Media 
Loo a r' 1 tmica 

F a se 
Es ta c: l ona 1· 1 ~ 

LEVADURA• 

TYG 44 
TY G 45- 1 
TYG 4 5-2 
TYG 4 6 
TYG 4 7 Hp 
TYG 47 p V 

TY G 357 

o.o ...... o~m pmoles de 
ri b osoma b 

f4 . 4 8 / 4 l . . :i ....... 
7 2 . 3 0 1 20 ~' . o \_J 
45. 26 7:,4 4 .3 3 
4 2 . 67 711 16 
71 .66 1194.33 
61 . 33 1022. 16 
62 . 4 9 1041 . 50 

------ ·-·----------------·- ·-·-----------
rY G 44 
TV E. 45-1 
TYG ·i ·:, ·-
TYG 4 6 
TYG 4 7 Ho 
Ti G 4 7 p .. _, 

TYG 35 ~ 

30 . 49 
1 18 . 7 1 
68. :-o:: 
30. 5 l 
~. o ~ 2 4 
A. 3 8 

4 3. Ji 

508 . 1 6 
19/8. 50 
11 45 .50 
508.50 
8 3 7 .. ~~ :::) 

573 . 00 
7 18 . '.:·0 

- ------- -- -----·-- ------ --···-·----- - -----·· -·---

f--3.se Media 
Lnoa r~· trn ica 

1 'íP 
TYP 
T\ P 
TYP 
TYP 
I YP 
rYP 

4 4 
•l5 -1 
4::1--2 
46 
4 7 Hp 
47 Pv 
35 / 

/7 .16 
3 1 .BS 
3 2 .. 8 2 
4 3 . 16 
37 . s :3 
8 •) .99 
3 4. l é · 

1286 . 01) 
530.50 
547 . 01) 
/ 19 . 3 3 
6 30.50 

134 9.83 

- - ------- ----------·---------- ----·-· -----·----------
rv P 4 4 
-, yp 4::,-1 

F3.se lY P 4 ::1 --·:2 
Estaci o r;ar ia 1 i P 46 

TYP 47 Ho 
TYP 4 ;¡ p .,,, 

T iF 3~1 7 

32 . 66 
33 . 93 
1 "¡ . 2 8 

1 17. i3•'f 
ll U.66 
46 . 83 
49.66 4 

5 44 . :::; .\ 
5 6 5 . '.':•U 
288. 0 U 

1. 964. 8 3 
1844. ::"3 

780 . 5 0 
8 2 7 .66 

-----------·-------- - ----·---···--- -------

TY G= l~ vadu ras or 3 ndes. 
TY P ~ l ev adu ra s p et it e . 

b S e c3 1c ul a r on tomand o 0 n cuent a la s 
eau1•1a l. enc1as : l O .O . .,,, .,.~,= 4 (' '-'º dr r·RNA: el 1:: . . 11. 
8 •_•S 4 >.1<_, ,~ d al t C" nes : s>l r l-\N (1 r~'Pf ·' S'e fl ta el 6 U'l; 
1: •.:Jt " l . 

s io u1 entes 
c1e1 r ibDsoma 

d e l a m::i.s a 
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RESUL TADOS 

D rC\l~ l nil d~ l a" mues tras ¡1é~ c,dos : sec c lón 10 

p:ara ca lct.'¡ ~ r. cun il mb,:)s d atos . la aeli ld¡¡ d esp l:' c lfic:a . Los 

d ... tos ob le ddos s e mu e:; t r an en la Ta b i" I X. 

PRUEBA DE lNMUNODIFUS ION PARA DETECTAR ANT ICUERP OS DE 

CONE JO CONTRA LA BE TA- GALACT05IDAS A 

Pa r a pode r ¡ lel,/ (ir' a c ab o el e ns,," y o de El I S A prImero 

f 'j '" nece~~r 1 0 ob t ene r an t i cl.e r pos C<:i ntr .. bE'ta-Q31ac: t os ida ~¡¡: 

d e t~l "'''- n '-' 1'a que s e inmLln i:: a ron d as c one ,os con bet ~ 

c.a lactos.tl 'ls a Métodos : sec c: i 6n 11 ) Y 'li ,~ sa nqrapon d esDu E> '" de 

r: a da ¡nmUn¡:: '¡Cl c n. Con ~l s ue r o que se obtuvo se r eaJi::a,'on 

"" ,~ba s d e i nmL.noo ll LIS ¡ <> n . c:o l o c ,;;, n d ,-,;¡e e l sue r o Ab v 111 

b a nc a 0",'"C 1P I tac l on en e l oel. 

rE! 5 UU;Jos ta l nm"ne I, ac l a n i il n t lQeno en a mb ?;:: cone 1"5 : en el 

'.'n3 dll~lC:l<>n de 1 : 4 <1e 1 E:ue~o Ab " ·-; on l. be ';a -

0')\ 1·3 "1 <: 0 1"\ e10 N.,.' lJ f u~ p osit,v " h.as t .a (, B dal <S'.K:PO Ab ). 

F l·:'. 24 



Fi g ur a 2 2 .- Cur va tIpO pa r-'l 1 ",: I:.llan tlflCB r:: i on 'e p ro t", 1n .. . Sp 

L,tll¡;:o l lb úm¡na de suerü d e bO .... l l'a . La CLHVil t I p a só lo e.:. 

c:onflab l e , por ser prOP ( r Clona l. para me o¡r vatore s entre l O y 

1) ug d e pro t e l na . 
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TABLA IX 

Unidades de Actividad de Beta - ga l a ctos i dasa 

TYP 4 4 
TYP 45 - 1 
TYP 4 5 -2 
lYP 46 
TYP 47 Ho 
TYP 4 7 Pv 
TYP 357• 

TYP 4 4 
TYP 45- 1 
TYP 45-2 
TYP 46 
TYP 47 Ho 
TY P 4"/ F'\' 
IYP 35/• 

-----· 

TYP 44 
TYP 45- 1 
TYP 45-·2 
TYP 46 
TYP 4 / 1-ip 

TYP 47 Pv 
TYP 35 7 • 

• Control 

Fase Med i a Log. 

Fracción 
RibosOfllal 

8 1. 02 
191 . 66 

0 .47 9 2 
0 . 0095 

88 . 2 8 
135 .92 

0.00 

Fracc i ón 
5100 

16. 73 
99. 95 
4 3 . 07 

0 . 3 16 
7 . 79 

10.02 
0 . 00 

Fase Est acionar i a 
-----------------

Fracc i ón 
Ri bosomal 

202 . 36 
113 . 5 6 

7 . 02 
7 . 86 

167 . 66 
148 .00 

0 . 00 

Fracc i ón 
5100 

15 . 76 
30 . 24 
20 . 8 7 

1 1 ~-· 
3 . 31 
6 . 22 
0 . 00 

----------- -----
Concentración de proteinas < u g 

3 .5 2 . 8 5 . 0 4.6 
4 . 5 6 . 8 4.0 <t. 8 
4. 0 10 . 4 3 . 0 4 . 4 
2 . o 3 . 0 5.5 3 . 8 
3 . 5 4.6 3. 7 5 4.2 
4 . 0 4. 0 4.!:• 4 . 8 

Act i v i dad especifica de beta - galactos i dasab 

... .... -:: .. 148 .:_ ...,:, . 

42 . 59 
o. 1 198 
0 . 0047 

25 . 22 
3:5 .98 

0 . 00 

5 .. 9 7 40 . 4 7 
14. 69 28.39 

4 . 14 2 . 34 
o. 1056 1 4 ' ' .: 

1 .6S<f. 44. / (i 

2.505 32.88 

º ·ºº 0 . 00 

---------

2) . 42 
6 .30 
4 . 74 
1) . 29'l 
0 . 78b 
1 . 245 
0 . 00 

b Actividad especifica= Unid a d e s de actividad 
co ncentraci6n de proteínas 
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TABLA IX Ccontinua c i 6 n i 

--···-------- ------------- ·- --- ------ ---··-------------·---·-------

-----------

TYG 44 
TYG 45- 1 
TYG 45-2 
TYG 46 
TYG 47 Hp 
TYG 4 7 Pv 
TYG 357• 

TYG 4-4 
TYG 4 5-1 
TYG 45-2 
TYG 46 
TYG 4 7 Hp 
TYG 4 7 Pv 
TYG 3 5 7 • 

Unidades de Actividad de Beta- gal actosidasa 

Fase 

Fracción 
Ribosomal 

93 .42 
15 4.86 

1. 927 
0 .52 4 

56.47 
12 8.64 

0.00 

Media Log. 

Fracción 
5100 

Fase Estacionaria 

Fracción 
Ribosomal 

Fracción 
5100 

--------------- ---·---- -·---.. ·-
32 . 7 189.28 28.46 
4 9.5 100.62 40.65 
2 8.4 23 .68 67.02 

1.35 4.27 0.963 
6. 25 8 9.48 15.48 

26. 48 136.78 12 .49 

º ·ºº o.oo 0.00 

Concentración de proteínas ug 

2 . 0 2. 2 5 . 2 6.5 
4.3 5. 6 3 . 8 3 . 7 
4. 0 3 . 2 4. 0 4 . 6 
2 . o 2 . 0 4 . 5 4 . 0 
4.4 3 . 5 :=1 . 0 3 . 7 
4.6 4. 0 4 .8 4. 2 

Act ivi d a d especifica d e Be ta-qala c tosidasab 
- --- ---·- ---------------------- ------------ --------·-··-·--------
TYG 44 46.71 14 . 86 3 6 . 4 
TYG 45 -- 1 36 . 01 8 . 8 3 2 6 .47 
TYG 4 5 -- 2 0 . 4 8 1 8 .87 =1. 9 :?. 
TYG 4 6 0.262 0 .675 0 . 94 
TYG 4 7 Ho 12. 8 3 1 .78 i7 . 89 
TYG 4 7 Pv 27 . 96 6. 62 28 .49 
TYG 357• 0 . 00 0 . 0 0 0.00 

----- ···--· 

• Con trol. 
b Act ividad especifica= Uni dades de acti v idad 

concentración de prot e inas . 

4. 37 
10. 9 8 6 
14. 5 6 

0 . 2 407 
4. 18 
2.973 
0. 00 



Fi9ur~ 23 . - Detección de anticu~f'po'iO cont f'a be ta-

galac tosidasa pOI" inmunodifusión; Conejo 1. - Se inyecto mI 

de beta -galactos idasa 500 ug/ ml pOI" V 1 a sllbcu ta nea en 1 a 

f'e g lón dOf'sal Ver Fig. 13 a intervalos de 15 dt as. La s 

sangf' la s 1, 2 , 3 se h i cie r on 10 d l 't S despue s de c ada 

lnmllni~a c}ó n. El sue r o se depositó en l os pocl ll os ex ternos a 

dll~,c ión g e o métri c a en el sentida d e la s manec illas de un 

reloj , . La beta - galactosldasa se depositó en e l pocillo 

c entra 1 a u na c anc entra c: i 6 n d e 2080 uQ/ ml 

e-ces 208 uq/ml ( B ) ( Ver Fig. 15 ) . 

A y dIluida 10 



RESULTADOS 

1 

• 

, 

, 

, 



Figura 24. - O~tect:ión d. anticuerpo'li cont ra be ta -

ga l actosidasa por inmunodifución; ConeJo 11, el cual se trato 

i gual que el conejo 1 ( Ver Fig. 23 ) . 
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RESULrADOS 

ENS AYO DE ELI S A INDI RECTO 

Se r e al i:: '; un. o rueb a de ELlSA ind irec to pa ra 

",eter,,,, nar La C:.'II ,tt dad ó ptima de p"r o tel na QlJe se deb l a f l .la r a 

la s O J 3C dS . El sue r o antl - be ta - oal actosida si. de C\J n e .l0 se usó 

en los s iO Llientes diluciones 1 :8000 . 1; l CJOOO . 1 : 14000 y 

1: 1601)0 colocandose en la plac:a de EL ISA como se mues t r a en la 

Fio . 2~ 

l a absorben c: ¡ a de lu :: por la mez c l a de re a CC l o n se 

c:ua 1",'- , f l Co • ,]9(, n m en L' ;-' mi ni- r eade r J 1 l a b ia X v Fío • 

2 0 ). Desoué s de a n a l iza r los datos : la dl luc i ., n de el Siue ro 

a n t"¡ - tJ eta - oalact es i da s a eue se el 19 i ó fue la de 1 : 10000 d e bido 

a Que l a CL, r-va q Lle se ob t i e n e con e l l a e s conf ia ble p3 ra 

calCltlar val o r e s de beta - 9 al a ctos ld asa entr e ::' v 0 . 0 195 u a / mi 

v con de nsidades óo t l c a s a 490 n m a oar t i r de 0 . 3 hasta 1 . 9 . 

CUANT IFI CACION DE BETA -GALAGTOSI DAS A EN LAS 

F RACC I ONES RIBOSOMAL Y S1 00 MEDIANTE ELI S A DE 

INHIBI C I ON 

Se r ea l ¡ ;: ó é st a prL,eba para valorar l as mue stras de l a-.; 

f ra CC I o nes r¡bosomal y SIO':, d e c a d a u na d e l as levadLlras 

transfo r ma d3 'l labi a s V I 'Jl I 



Figura 2 5. - EL I S A l nd lrec to . - En la s l1r,eas A v S , e y D, E y 

F . G Y H se co l oe,; el a n ti - suero- Be ta --e¡a l at: tosl dasa a 

diluciones d . 1 : 8000 , 1:1 (>000 , 1 :140 0 0 y 1 , 

respecti v amente. El ant l <¡;vero de chiVO an tl cullejo conJ l-'Qado 

con p erox lda s a I QG-pe t' O~~ j dasa 

se USó como co n t rol n<l'q atlvo 

a d i luei 6 r, 1 : 200 0. La 111 ,11 

s6 10 ta mp "n d e l av ado) : l a 

fila 2 se us 6 como con trol POS l tlVO tamp on de lavado ... an t ¡ · 

s u e r o - Beta - qalac t osidasa Se colocaran 0 . :2 mJ de 8eta' 

galac t o sidasa a :5 uQ / ml en l a fi la. :; v d e la f l l a 4 a l a 12 

') . 1 mi de tampó n de carbonatos d e oH 9 . 6 a cont l nua C' i6r, se 

tomaron 0 .1 mI ele la fi l a 3 y se me:::c laro n con la fIla 4 y a -:; 1 

suceS l va merlte hasta la ti l a 12 . obtenl~ndose di h .'clones 

ser Iadas . 



A 

e 

e 

o 

E 

F 

G 

H 

96 

RESULTADOS 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 t2 ex:- jJ-Gal 

.1: 8000 

1: 10000 

t: 14000 

,, 1 :16000 

- ~ _..,,..___,,,.._ ~- ~-· 
5JJQ/ml 
(JI-Gol) 

4 Control positivo 

Control neoot1vo 
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TABLA X 

Curva pat r ón de ELISA indirecto•b 

AB CD EF GH"' 

1 .. 0 . 035 -0 . 034 - 0.020 --o . 0 11 

2- *·*·'*"* *·*** *·*** *·*** 

3 0 .000 0 . 3 290 0.258 0. 000 

4 0 .31 6 5 0 .62t.. 0.435 0 .000 

5 0.455 0.85 4 0.759 0.0005 

6 0.6450 1.061 0.946 0.0695 

7 0 . 7515 1 . 355 1.095 o. 1850 

8 0.970 1. 3 96 1 . 289 0 . 280 

9 1.165 1. 7 00 1 . 54'.:1 0 .3 14 

10 1. 331 1. 669 1. 595 0.43'/ 

11 1 . 324 1 . 829 1. 621 0 . 39 1 

12 1. 414 1. 9 53 1.744 0.488 

1 :8000 1: 10000 1:14000 1:16000.,. 

• Los detall es técnicos s e describen en la sección de Material 

y Métodos. 

b La dilución de la IgG-perox idasa fué de 1:2000 

"' AB, CD, EF y GH son el promedio de dos determinaciones . 

.. Control negativo . No se añadió el antigéno. 

Control positivo. Se añadió el antigéno . 

.,. Dilución del antisuero . 



Figur a 26 . - Representación grafica del ensa yo de ElISA 

Indirecto , d onde se muestra la curva de c;ada una de 1 .. 

diluciones del an t isue ro-beta-ga lac;tosi da s a : 

• 1 : 8000 

O 1:1 0000 

O 1 : 14000 

• 1 : 16000 
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RESULTADOS 

2 .0 

1.8 

1.6 

1 . 4 

E 
e 1 .2 
o 
en 1. 0 • 
o 0 .8 
o 

0 .6 

0.4 

0 .2 

5 2.5 1 .~ O.~ 0.1563 0 .0391 0.0098 ('-Gal) 
· o .3125 0 .0191 o.0195 po/ml 



FiQura 2 7.- ELISA de inhi b i c i ón . La placa de pegad o se 

preparó, colocand o 100 microlitros de Beta-galac tosi da sa a una 

:iug /m I p oe poci llo , la placa , se dejó concentraCIón de 

incuba ndo dura nte toda la noche a En la p l aca de 

trans fer encia la s lineas A y B se usaron para o bte ner una 

curva pa tró n , por l o que SE' h i cieron diluciones seri a das 1: 2 

de la Beta-galac t osidasa a partir de la ftla 3 hasta la 1:2 . 

Las fi l as 

negativo 

y 2 de la ltnea A y B se lisa ron como contro l 

tampó n d e lavado y control positi vo tampón ce 

l av ado + ant iauero Beta -galac tosidasa res pectivamente. En 

l os pOCillos del r es t o de la placa se distribuy eron l a s 

muestras problema. 
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RESULTADOS 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 ,, 12 

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

cr-_,B-Gal 
1--+--+-t+-F'CllL.:.~-+----+--+---+---+--+--+----lf---l 1 : 10000 

M uestros problema 

vol. fin al 300 \ por pocillo 
11 
Placa de transferencia 1 

I control 099otivo 
n cont rol positivo 

IoG- P.eroxidola 1: 2000 
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RESULTADOS 

looar ltmic:a como en fase estacionarlel. Pnf';¡' ésta pr .. 'eb. i;e 

u saron dos placas : la d e p!?gado y la de transferencia , las 

cuales se prepararo r, como se descrIbe en l a F lo. 27 ( Mét odt.ls: 

sección 14.3 ). 

La absorbenci a d~ l u z ~o r la me : c:la de re ;¡C: Clén s e 

mi dió a 490 nm en un mini - reaoe r II. En la Tabl ~ XI se 

muestran l os resu l t a dos de la c u ant if ica clOn . me cj¡a nte el 

método d o ELtSA. d e las proteínas hlbri d as un idas, a l rjbos oma 

y libros en el cltaso l de la s l evaduras o;. r andes transforma das 

v c reCI da s hasta la s fases media l o qar i t mu: a v est aCiona r ia . 

Al comt~ara r los valo r es p a ra la fr acción rib o son'l3l d e ]3 fa s e 

i1\~d i a loaari t mica c on tra Jos de l ~S t' e",tacJof,ari a 

obser·~;). Que en est~ última, c xc:epta f 'Y e 4 1 P ... . la ~ ant l dild de 

protE'llla híb ri d a aument o , la proporelOn en la Ql.a a umentarOIl 

dep e nd 1 ó ta n to de Que dar 1 va ra ro d e yP 1- 3 I f a o de YP l-be ta , as I 

c omo de la l OIlQitud del POll o ép tldc> de la protelna ':' ci d " 

c o rrespondiente, As! , la p roteina hlbr l da. Que más aume n to al 

p a s ar a la fase estaCIonaria f ue TV G 46 '(PI - beta con c 'ts i 

26 vece~, Este res u lta d o llama la atenCloll poroue 116 4 b es l a 

menos abundant~ en los r i bosomals de la f alsa med ia loc. a,· j tll •• t:- 3. 

y l !'l prote tna hlbrida Que meno s a Unl i;'.")'C o , con só l o e l ':':!' fue 

4 1 Hp " P I - al fa ) . Las d'".!,na s aume nta r on e n p ropolClones 

intl"" llOdlilS, ,¡ TYG 4 '/ Pv hH~ l a ún ic a qU E' disminuyo en un ¡',''l. , 
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TABLA X I 

Cuantif i c a ció n d e la s p roteí na s hí b ri das mediante ELISA d e 
i nhib ici ón 

FASE MED IA LOGARITM I CA 

- ·--··- ------··-------

LEVA DURA• 

_Q_ffi_Q_l e s de b eta-gala c tos id asa 
pmo l es de ribos o ma b 

F RACC ION RIBOSOMAL FRACC ION Sl OO C ITOSOL ) 
--- - --······----- - -·-------··········-·- --·-·····-------···· ·---· 

1 
TYG ;¡4 o . 14·25 
TYG 45- l 0.08 57 
IYG 45 - :~ 0 . 0396 
TY G 46 0 . 031 
-rvG 4 7 Hp 0 . 2 7 6 3 
·1 YG 357 o .. 000( 

2 
(.i . 1855 
o . 037 1 
o . 0496 
0 . 028 
o . 3 2:) 1 
0. 0 000 

PROMED I O 
o . 164·0 
0 .061 4 
o . 0 4 4é: 
0 . 0295 
o 2997 
o . 000 0 

1 2 PROMEDIO 
0 . 4 86 0 .345 0.4155 
0 . 334 0 . 37 14 0 . 3 5 27 
0. 1627 (i . 1297 0 . 14b2 
0 . 1384 u . 156 0 . 14 72 
0 . 2851 0 . 2569 0.27 10 
0 . 0000 0 . 0000 0.0000 

FASE ESTACIONARIA 

-----------------
TYG 44 
TY G 45- 1 
TY G 4c: .-·\ .... • -~:. 
TYG 4 6 
TYG 4 7 Hp 
TY G 4 7 Pv 
TYG 35 7 

FRAC C ION RI BSOMA L 

1 

1 .. 7 9 3 
o. 1608 
o . 1598 
0 - 6404 
0 . 3 85 4 
o . :'> 6 00 
0 . 0 000 

2 PROMEDIO 

1 . o ::>6 J • 4 148 
0 .1 ~136 0. 15 7'.'.'. 
o. i 6 94 ·:· . 1646 
0.88 52 0 . /628 
0 . 41 30 0 . 3 9 92 
o . 3602 o . 36(! 1 
0 . 0 0 00 0 . 0000 

• TYG = \~ 30:.o 1E: orande . 

FRACC I ON S l OO 1 C ITOSOL 

1 2 PROMEDIO 

4.8998 3 .589 4. 2if44 
o . 4 963 o . :'·695 o . ~:.'=::;::~ 9 

1 . 31 2 6 1 3824 1 . ::;4 75 
1 . 6 666 1 .8460 1 7563 
1 . 2 140 0 . 8095 1 . 0 1 18 
o . ~· ·+ 78 0 .58 14 o . 5646 
0.0000 O . 0(H) 0 o . 00(><) 

0 E ·::;tos d at os dt.?. ca l cu la. rnn tomando en cue nta qu e: i L1 . Ü . 260 = 
40 ug de rRNA; mg rl~i'lH 0= .L p mo l .::i ; el P . t1 . de l a Be ta -·· 
aalactosidasa= 11625() . L 1~5 val ores de l a fr &ccj6 n Sl<:)<:> s e 
calc u l aron en funci o n d G l a f racc i 6 n r jbosomal. 

1 y 2 Va lores d e e xp erime n tos independ i en t e~ -
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t::r l l . fraCC 1 ¿' n SI(:') S~ ob -;.er ",;' 1 Qua 1 men te q ue 

con-~ntr .'IClon de t o d as las oro te lna s h l brldas a u men t o . 

1 !le r f'ffilHl \ ' t amb ién ·,' .. p i ó en f u nc i ó n de oue 

d <:: r'lv i!. ( n do ;'PI - a lf a ó YP 1-be t a " la I OnQl t ud d e l P Ol loépti do 

rorrespond;ent e a la prot e 1na "", c icla. La prot e ina h í br id a q u e 

n Llevament e r VG 4 1:> ( YP1 - b et a , y l a que monos 

a umento f L'''' T'iG 4 7 Pv ¡ P i - a J fa ). La s d .... má s allme ntaro n en 

D rOCJn rC l ane~ inte r media s. 

Es l mp o r ~a~t e h ace r n ot a r Que e l ill.lmento o n " 
(J'nc e n Lr" l:' o n de ¡ dS o r o t e l na s h J b riCl a s en la f ra C:~ I ':' n 5 10 ,-, 

!l tué ¡, r "p fClo nal al aumento e n l o s ribo~omilS . 0 0 1" l o Que 

(, J t l ffiO no se d e bí'; l . lev de aCC i ón d e masas 

; lmpl E"m,:, n t e . 

No e ld ste r a zón eV id e nt e Da r.,. expll t a r el q u e 1, 

I"' I' o t e ln3 TYG 4 7 P v se haya c o mp or tado de d i f e r en te ma nera . lo 

'J1.'e II .. m .. la a ter'C l o n e s ol ~e tan t o e n l a f r a cc i"n r lbosCI,lIa l 

e n " '( - a cc Ión del ti t osol las Que a umen ta r on e n meno r 

proporC l"n s on l as Ql,e d e rivar o n de iP I - alfa . 

F" l a rab i .. XI I se m,-,e str-a n los I' esultados d e la 

Cll a n tl f lC 3. ':: l oll ol, e dl iln te el mé" o do ele EL 1SA . de la s Drotel f1~s 

~ la fra c c l "n r l bosoooal v I Lur o,¡o s en e l c i to,",ol 

de 1, l eva oj" r as crec Í11a s h ast ,\ l as f ~ seg ,ne d, a 

I ( ,e, • r 1 • lA' ca o m" ,- .. r )0, " ;\ol' es n a r a 13 

! ''\ C{,>t , r . ~")~ o ._, a l d e la t l se ".e d ll l oo ~r l l:;,,! 1 (..",r r;:! " :)5 d e 
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TAB L A X II 

Cuanti fi c a c ión de l as proteínas h i bridas me di ante ELI SA de 
inhib ic i ó n. 

FASE MED I A LOGAR I TMI CA 

Q,T,o l es de bet a-ga. lac tO!10 1 d asa 
p,nole~ d i:' ri boso,'!\a" 

FRr.CC ION R, JBOSQHAL 

TYP H 
1 'd' ~ ~; . I 
I'TI' 4 ~"2 

0 . 2 45 " 
ü . 15 :' 
0 . 01 0-:'; 

,y~. "1-. ¿.5 --'· 
1 /1-' 4 ik, 0 . 17"(1 
ry p '1 p, ".l' .... h 

1" :':>, '(Ir. 

2 
0 . :;OÚ 4 
0 . 1091 
1) . 0 0 89 
"' . ~~ 5' .... 
( ' . 1' 48 
O . 0~.56 
(J . OI ' .... 0 

PROMED I O 
0 . '2/:.5(\ 
ú . I ~n , 

0 . 0096 
(> . 16' _. 

0 .1 853 
O.(li"t 
0 . 01,0' ". 

FRACC ION StO') (' Il OSO L ) 

1 
0 . 1."19 7 
0 . U9 1 
0 . 2 680 
ú . ú51 7 
Ú , 14 9 ') 
<' , Í)b5 
v . i)OO( 

2 
0 . 0679 
,). 1 157 
0 . 2280 

PROMEDI O 
'-' . 0588 
').147-1 
') . 2'180 

0 . 1402 0 .095 '; 
0 . 10'::'6 0 . 12 6 3-
U . I)4 6.1 0 . 05t,¿ 
(o . o n(),) O. vvvO 

----- ~-~ 

FASE ESTAC I ONARIA 

'. L" If'." " F RAle { OH P I B050MA . 

-------
2 PROMEDIO 

~-----

TY!' 4 .. 
T , : 4 5 
ll f 45- , 

1 , t' "" ':. 
TYf- 4 7 dO 
T'TP 47 P'J 
TYP ::'51' 

0 . 0/6 O . (1859 1). ¡"El ! 1 
'-' . '('98 ,-\. (J . ,,~ 
1).1~f' - (, .;¿~::>, 

0 . 1)083 U.I"J9S 
'"' . ':'724 0 . <)6',8 
0 . 2 1'65 
ü . ')!)''''-'' 

l' , . 2:~35 

') .0000 

.) • • .'1 6 ';; 
(, . j 416 
(' . 0089 
0 . 0 7 01 
(' . ~5::;0 

0.1)000 
---------~ - - ----~ 

1/1' (·¡S( .... lB pe t i te . 

--~-~-

FR I)CL I ON SIl)O r. ITQSO I. 

2 PROMEDIO 

1) . 400 13 0 . 2968 0 . 3 4 88 
0 . 380."' 
1 . 0960 
0 . 2J 14 
0 . ~896 

0 . 6 2 5 0 
l. 6 1 ! r 
O . J S /:ú 
1) . 2 0 3(' 

0 . 2 4 7 / 0.196:', 
0 . 0 000 0 . 0000 

O . 5 02t, 
1 . 3 5 :'.9 
U. 196 / 
0 . 2 46 3 
0 . 022 2 
0 .0000 

.. L l,;S '." Jo,· es s·.' caJ :L, Ja rur'l c o mo s e desCl"lbi o e r, la l :l.bJ<l XI . 

1 .. :2 /allres ti;? u.: oE' t imcn tos ,ndeo pndiE>n tes. 
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RE SUL rADOS 

la f a.5e ps t aclanari a . resul ta ev i de nt e Que en €' ~ ta ultl ''''''. 

excep to TYP 45 -2 v TYP 46. la can t i dad de Dl' otel na s híbridas 

dism lnu vó . l a proporción en l a QU.€' disminuye ron d e pendió tan t o 

de que derivOl, r an de Y'"' I -alfa ó d e? VP1 - b¡;ota. as í c o mo dE! la 

Jonaitud del pOlipéptido de l a proteína ."ioc i da cor!' espond ient e . 

De ta l .T\anera . que la proteína h lb rida que má s d i sminuy ó eH 

la f~se estacionar la fue TYP 45-1 con un 98 Yo v la Ol'e menos 

disminuy,; fue TVP 47 con 

proporClones lntermedia ~, . 

43 " ,.. l os otras dismi nuy eron en 

En l ' fra cc i ón 5 100 se observ,; . 10 cont rar io : 1, 

ca ntidad de todas la s protelnas híbr idas aument ó . l a maqnit L'd 

de ! Inc: remen t o t a ,~bién v ario E!n f u nc ,,, n d ", oue der iv a ra!, d e 

YPl ó YP2 y rle la lo r,r.¡ ' tud j el poilpépt i do co r respondi elt t !~ a 

la prote1na .l\c i da. la p1"'o t el !,a hí br ida q ue m~s aum~nto f Ué 1 ~p 

44 YP2 v la Ol!e oneno ~ aumE!nto fu€' TVP 4 7 Hp con 95 'l. . l a '!i 

demás aume nt aron en p r oporciones intermedias . Puesto O'--le el 

p orCE!n t ale en el que aumE! r,t ar ón en c.!l c i tosol f ué fila. e l' al de 

la dism i nuci ón E!n la fr a cción !· lb o somal. ~ l aL,men 't o E!ro l a 

concentra ción d e las proteínas h 1b ridas e n la f ra c:c i 6 n 810U "O 

se pl'ede €' )( p li car so lamente debid o a la disoc:ia C l ón d e l as Ol,e 

va es ta ban l , n idas a los rib o!:',om a s . NeC: E!sarja.",~ nt e debie rell . 

si nt ",t i 2a rse d e novo El ¡"crementar el r e serVO l 10 en el 

citool asma . No ha y una r32ón ev idente para e:< pl ic:al' el ou,,-' I'!. 'E 

pro t elnas hjb r ida & rvp 4 5 -2 Y f YP <l6 S E! ha ' ... an c o moa r t Ol d o 
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RESUL TADOS 

(í's'- I n~o . l O Ún¡ rO fl'_'~ l ¡ ""m ¡¡ ) ,1 3;tenc,,,, n ¡;OS Qun "",bos ':a 50'=' se 

tra ta de l a c o n'lt " uc c lon que tI e ne la menar l onCl¡;- ... ld del 

PO l lOi':'~l tl do d e la p r otetna rl bosonlal ácida C:O f' ITSOondlt>" tt1. 
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D x s e u s x CJ N 

E n el pres e nte t rabajo se a b ordaron cuat ro preguntas 

fundament a les relacio n a das con la reg ul ac i 6n de la e xpresi 6n 

de las fos f opro te lna s r lbosomal e" á cidas d e los organ ismos 

euc:ariótic:os, a saber 1) ¿ Cuá n t as molécu l as de cada una d e 

l as c ua tro espec ie,. q u e t iene l a levadu r a. ~. ,;erel' i,¡ jae SE' 

unen a un mol de ribosoma? 2) ';'La ca n ti da d va ria e n la 

cél ula p et it e que Sedo di5pone d e la 91uc. 0 11 5i5 como f uen t e de 

AT p? 3 ) ¿Qué suced e con la p O;:3o c itopl a smati c a. de e sa s 

pro 1·E! {na s ;~n las c;:élulas pstile? ; y 4 ¿La ~oncenl ra c i6n d e 

e s as pro telnas on los compa r t im Ient os r ibos6mi co y 

citopl á s miC:o varia cuando l as célu las entra n a l. f ase 

e s tacionaria ' . Pero ante s de en trar e n ma t e ri a , se dIscutIrá n 

algu nos aspec tos metodologicos rple vant~s . 

Par--t la ob temcié n d e c élulas pe tite e l bromuro de 

e ti dlo se usó a la coo!.. en t rac i ó n d e 50 u g/ ml QUi' a 

con c entraciones más al ta s afet:t ... n c;, sólo al DNA mi too:-ondri .. 1 , 

sino tamb ié n al DNA nLtclear con l o que se afet:t:;. d r .. s tl c amen t e 

l a ",iabí ll d a d celular 

~ é l u l as del t: ultivo 

l OO ) ; a d emas s e deC:ld i é u s a r las 

lavado ya q u e se h .. obsel" Jad o que s\ 

la e:(p os lci ón al brumu r o d e et i dlO c ont inúa. l a s; c é lu las 

en tran a una fa s e donde 1~0l.~ del 60Y. del c Lllt."o recupera la 

i es 



107 

DISCUSION 

~eg ~l id a PO!' ot ra f ase l e nta h ac ia la lnducc: i ó n del fenot i po 

pet i te qq ). Aunque al parec er la vi abí 1 ¡da d celular no 

d isminu y e, S I? pr e firió usar el c ul t iVO lav a do para 

a s e gu ra rse que las petite que se eligieran siempre sostuv i eran 

en la condi Ción irre versib l e 99 ) . 

NO se comprob ó 'a eficiencia d e 'a rnutagénesi s 

pro mO Vida por el bromuro de etidia par' que con una sóla clona 

petlte que se obtuviera seria su f i e ¡ente. L o qU8 s I se 

comprobo Fl~. 18 . Tab la I V fu e que la muta g énes is só lo 

afect ara al DNA mit ocondri a l por lo que se "e l' ific ó qu e se 

c onservaran Sól o la s au"otroflilS de la c ep a paren ta l . Por 

o t ,'o lado es tos e: perimento~ no permit e n diferencia r entre el 

q UE' 1 a mltocondria est é ausente o p res ente pero anorma 1 

( 96 ). 

Un hecho importante e5 QlU? en est e trabajo se demostr o 

p or vez pr ime ra que las leva dura .. petlte s e pued e n t rans f o rma r 

Fí Q 19 , Tabla V sin Que .. e afec: te est a c: ond l C: l o n y Si n 

p (! rd e r l os marc:adores nutric:iona l es . Est e hal l azg o e s 

1moort a n te debido a Que la trans for'mac:ion , al igual Que la 

infecClon vi ral en los euc ar'i ontes superiores , e ~ dependiente 

de ene rg i a . El Que las c:élulas pet it e sean tra no; f ormables 

indlc:a o"'.? o bien los requerimiento .. energétic:os s on baJ OS, o 

bien o"e la I; ransform;.. c:> , n Imp .li c <,. Un re a rreql0 «-. c:romolec:u lar 
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a nive l de la membrana t al , que el f lujo de energía hac i a ese 

s itio s e ve f avorecido. 

S e obtLlvieron los tiempos de d L, p lic:ac:ión de cadil una de 

la s levaduras transformadas y las curvas de c reci m ien~o tant o 

de l a levadura s grandes c o mo d e la levadura s p et ite , con el 

fin de de t erminar e l momento sn q u e alca n:!aron l a f ase me dia 

logarítmica y la fase e staci onarla . l os da t os ob t enl d os F lg. 

21, Tabla VI muestran que la l e ... adura gra nd e W3 0.5 l B 

control en mediO m1nimo S D URA+ un tiempo d e 

dupli c ac l ón d e 2 hrs 30 rnin al I gual q u e la s transformantes d e 

la se rie TVG trans forman t e d e l ev a d u ra grande e n med i O SD 

URA- ) . a e:H:::epc:i6n de T YG 4 7 Hp Y TYG 357 q ue tienen u n 

t iempo de d uplicación de 2 hrs 40 min es dec: i r u na 

diferenc ia de 10 min más . que n o se consi de r o si g nificativa 

deb i d o a que a(ln con c s t a diferencia están de n t r o de l o s 

limi tes de va ri a c i o n exp e rimen tal. Para la levadura pet it e s i n 

tra n s fOI' mar, en mQdio m1ni mo 5 0 URA- , S I:! ob tu v o l 'f"o ti e mpo de 

duplic ación d e 4 nrs . Es t a dif e r e nc i a la e :'plica la condi c: ion 

petit e en s1 mi sm a y a qlle estas cé lula s . Só l o c ue nta n con la 

glucol1S is cama f u ente d e ATP, que se convier t e en l a 

limit an te del crecimH?nto 11 , 13 , 4 6 61 l . E l tiempo d e 

duol icaci o n de las t ra ns f orma ntes pe t¡ te de la ser ie TYP 

t r ansformante de levadL.ra p et lt e en m€'di o S O URA- fué de 4 

hrs ~. 10 mino a e :<cepc¡ On de T YP 4 7 p" e n donde ~e ca l e "l ó u n 



109 
DISCUSION 

tiempo d fJ ~ hrs 15 mln F lg . 21. Tabla V I l) ; s i n e mbargo , y 

a l igual Que \.- o n l a s c élul a s grandes , tampo c:o s e c o ns ide r o 

como dif e r enc i a signi f i c ati v a debido a que está dentro d e l as 

l 1mi t e s d o:' tiem:~ o p romedio calc:ulado par a 
" 

fase me d ia 

loga r1tmica . E l Que l o s tiempos d e duplic ac i ón de la c e pa 

Silves t r e y e l d e las transf o rma ntes, y a s ea grand e o pet i teo 

s ean S im i lar e s , s ignifica qu e la e !, pres ió n d e los pl.;\ s mi dos no 

sustanc i a l ment e " modifi ca 

célula s . S i 1 , e xp res i ¿, n 

t r a.nsc r lOClO n y trad UCCIón 

me tabolismo ge nera 1 de 

pla s m1d ica r e pl i ca c ion, 

reOLl i rl P r¡¡ .:.anti d ades de e ne r g la 

r e l il t i va.me r, t '" ",l;="~adas . se hubie l"a f".d l e .j ada e n e l ti empo de 

d upl ic a C i ón c ~lu l a- y a qu~ é ste es u n p a r Amet r o qu~ res ponde d 

11+;~raclones sl q nlfic ¡¡t l ... a s en a l E1stado de o:ddo-redu cc i ón v 

e n e r q é t l CO ,...,UP/ ATP ) c e l u la r es . 

De cad a l\na de la s le ... a duras trans f orma das . ade mll S de 

la f racc i ón r l bosama l , s e abtL, ... o l a fra CCI ó n 5 100 _ Como pr i mer 

mét odo pa l-a cuantifi c ar l a Il r oteina h lbr id a Q' tE! q u e d a r a u nida 

a la pa s til l a ribo somal , y li b re en la fra cc i ón 51 00 , se 

utilizó el ensa yo de la a c tiyidao de la b eta - qa l actos idasa . a 

la v ez que s e d ete rminó la c antida d d a p rotel na tota l en ca d a 

mu e stra , p ar a c a n ambas, calcLllar la act iv id a d especi f Ica 

( Ta bl a I X l _ 

Es t os da t o s SIrv i e r on c o mo re ferenC I a c ua l i ta t i v a de l a 

c onc ,",n tf'acI6n re J at l · .... de l as prote í nas r lbosoll' ,- l. ,,= ~c lda s 
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qU lmérlcas u nId a s c.o<,oal en tement"" a la beta-gala c: tos ldasa 

que s e e:<presaro n en la 5erie de las trans fo rmante s . Cabe la 

pos ibilidad de que l a ac ti vidad e s pecifica pudie ra r e flejar la 

concentració n real de prote1 na híbrida en los fracciones 

f'lbosomal y 5100 y a que la cant idad de proteí na ribosomal po r 

unidad de a bfiOrberu: ia a 2óQ nm e s c;:onstantE" y en la fra cción 

5100 la c onc:ellt rae i on de 1 a p r o t e! na ce 1 ul a r tota 1 ex!;ede. 

con mucha , a la c oncentracion d e l a bet a-galac:tos idasa; de no 

ser as1. el tiempo de l. d upl ic aci ó n c e lular se habría 

a ltera do, por la s raz.ones e;<puestils en e l pá r raf o an terI or . 

De c ualquier modo , e l método es i nd lrec:t o y po r l Q t a n t o , s e 

e l i gio el ensayo de ELlSA c omo métoo o de c ua n tific a ci';n 

direc ta de 13 pro te! na Id bri da. 

Para pod e r llevar a c a bo e l ensa y o de ElI SA fué 

naces a r I o obtene,' a. r t iCLOI?rpOS c o nt ra la beta-galactosidasa. 

Con este propoSI t o se I nmLln , ;: a ron dos coneJos para su 

ob tenc i ' , n . Ambos cone jOS p resenta ron r esp u esta inmu ne, p ero el 

conejo etiquetado con el número d os ( Figs. 23 y 2 4 di'; una. 

meJor respuest a . Aunq u e no se supo con certe;:a a que se deb í'; 

la diferencia para que uno d e ell os pres ent a T' il una. mej or 

r espuesta tnmune , cilbe señalar. entre ot ros , 

fa c tores : 

los siquicntes 
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DISCUSION 

1) E l biot er i o l e c o mpra l o;; c one JOS a ll n pl'oveedo r . No 

se s a b e SI éste l o s mantenia con la dieta apropiada, e l 

espacI o SUf i CIen t e y en condici one s de hig ie n e . 

2) En el b i ot e rio no s e d i a g nostic an ni se erl' ad ican 

enfermedades in f ecci osas o parasitarias. 

3) Se calcula la edad de los conejos sol o en función 

del peso al momento de a dquirirlos. 

4) No se les da e l sufic:i E.>nte ti empo para acos t umbrars e 

a su n 1.1e VO hábita t . 

:;¡ ) La di eta d e 10:0 animalE.' s va ri a . debid o a q u e la 

C: O ~,!-)OSIC l ¿ n d e l alime nto I ndustrial no es id é nt ic:o d e lo te a 

lot e . 

los result ados o b ten idos media n te el método J e EL ISA, 

mos traron q u e la c onc:ent ra c io n d e prot e ínas hibridas ... midas a l 

r ibosoma no S i gU IÓ un pat r ón defin í.do T 'l.bl a s XI Y XI! ni 

e n la s le v adu r as gra n des ni e n l as petl te . cuand o la s c él ula s 

0 35 .. 1'0 1', d E! la fa s e "'e O la loqa rltml c a a la fase e staci o nal' la. 

Est o s resultados se p LH:~den res umi r como :;;iQue : 

1 ) Aumento en la cOf'u:entra c i6n a l pasar a la fasE' 

e s taclC'Jllaria l abia X I Y X I I ) . Es te hech a SE' pLlede E'llpli c a r 

SI durante la 1 358 e:( ponencial la s prot e lna s qu e s e une n con 

ma yo r f<l C ll, d ad so n la s or o te 1nas nativas y no l a ,; td br ¡ d as, 

0 , s i la s p r ~ tE'lna ~ h lb ri da s Que ! f'f, r i!.ron I.' n ¡rse dllrant e 1 '1 



11 2 
DISCUS I ON 

na t iv a s , do mo do que " p a sa r , " ' ,,-se esta c lona r l a 

p e rmanec e n u n i das may o r tiemp o en el ri bos o ma. de ahi oue se 

cuan t. i f i q uE' una mayor c3 nti da d en l a f a se est a cionar l a . Ot r a 

e xp l ic:a c: ión se ria q u e la s prot E' l n aS híb r i d a s . a d] f erenc: i a d e l 

rest o , s igan s int e t l -d nd ose pa r u n l ap s o de t i e mpo, a p e s a r d e 

qu e los cult i v o s c el ul a res se ha ya n es t ac: i o n <l d o . E s ta posib l e 

explicac i ó n se basa ~n d a tos o b tenido s reciente men t e e n e l 

l a b o J' at o l" io 1 0 1 , 10 :;- ) . 

2) la concent r aci ó n dism \ n\-,yo en los ri bDsOI~as a l p asar 

a la f a s e e s t a c ionarl a . Est o se e ::p li c: ar 1a s i las p r'o t e l na s 

q .. H? qued1'.l'o n un i d as e n ma yo r n(lme r o fuer o n l a s na ti v as y 

además de e s to su ef ic i e nci a d e Lon ion s e a t ambién mayor q ue la 

de , .. h i b r'idas ; p o e es t o , eua ndo pasaron • fa sE' 

es t a c i.onaria, si g Uieron u nid a s al ri bos o .:.a i moidi endo q u e s e 

unieran más p r ote í na s h í b ri das d u r an te e s ta f a sl2' • Ot r a 

exp lic: a c: i¿n s eri a que e x i st iera u n me c an ismo ac tivo, p ropio de 

la f a se e sta c i ona r ia, q u e r e duj e r a l a ca n~ id a d de pro t e! n .. 

híbrid a c o mo l o sug ie r e n a l gun~s d a t o s de l . 1 itera tu r a 

( 65 ) . 

P or otro lado , pa r a e :< p li c: ar l a s v al' ¡ :¡. ci one s que se 

obt u v i eron , se debe t oma r e n Cl\e nta l ongitud del 

polipép t i do q u e c orres p ond e a l a p r ote ll1a áC id a f u é di ferent e 

pa ra cada p rot e ína h í b r i da . y . prül>~b\em~mte . és t o afecl e l a 

eli cl enc l a d· u n lo n .-. l a p a r t l, 'J'"' '1 ,(..'s •• ,o" ) Q a l númer <JE' 
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DISCUSION 

c opi ~ ~ de cad a POllp é ptldo q ue se pueden u n l T' . Por e j emplo en 

el cas o de TYG 46 Tabla Xl s e obtuyo un aumen t o de cas i 

26 .... sess al pasa r a la fa se estaci o naria. Es te r esultado es 

ine s p er a do d e o ido a q UE! es la pro teína YP I -beta la que se 

encuentra E'n menor ca nti dad en los ribosoma s 57, 83 ); sin 

emb argo , e s el plásmid o que contlE.'ne insertada la secuencia 

de l gEm qUE' codifi ca para la protelna acid a con el menor 

n,;mera de aminoác idos , 36 lo q ue pudo haber fac i 1 i tado su 

unió n a l r lb o ':ooma . Aunque TYG 46 es la proteí n a iJ. c ida híbr i da 

que ma s aLImentó, cabe hacer la aclaración que no f ue ésta la 

que se encontró en may o r cantIda d e n la fraCCión ribosomal. 

S ino TYG 44. 

Po r otro lado, los resu ltados de la Tab la ~ I muestran 

que en la f nl.cci o n 5 100 , l a c oncentr ~ci6 n de p r oteína s 

hí br ida s aument ó al pasar la s l a Yaduras g randes a la fas e 

E-stacionaria el incremento en cada c aso na tué proporc ional a l 

aume n t o qL' P. se observo en la tracción ribosomal. Entre otra s 

pOoolbilld a des est e resultado puede sign ifi c ar q u e la uníon de 

las p r-o tefnas hlb l' l d as al ribosoma (10 es el res Lll tado del 

despla::amient o simple debid o a la ley de acción de masa s . 

Est o,> resul tadas más bién son congru entes con el Que la unión 

de las pr Cl te1nas ribosomalli' s ácidas al rib c :>oma d epende de 

flnH. anlsmo" e s pet ¡ficos d e fo~fol' lla c lón ( 65, 69, 90 ) . 
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D I SCUS ION 

En la s 1 ev a duras pet i te, e 1 aumento de 1 res~rvor 1 o 

c:i topl a sm~tl co al pasar a l a fase e stacionaria Ta b la XII 

n o se pued e explicar de la misma ma ne ra Que en el caso de las 

l evaduras gra nd ~ s, ya que en e llas, la canti dad d <t r ibo s o mas 

dismi nuyó e n t odos l os c asos . l o que lnd i t.:i!. que necesa riamen te 

deb i eron h abe ,'se sintet i zado" de novo Esta C'l<plicaClón e s 

c:ompat ible c:o n los da tos de la l iter il tllra 65 y do'l l u g a,' <l 

una hipótesis muy in t eresa n te y f a ctib le de p oner a pru~.'ba 

el< perinlen ta l , él saber, que l a c:oncentraci DI") c ltoplasm~ tl c a d e 

p rotet nao¡¡ rib050males á c ida s modul e o di rect a o 

i n d irectamente l a efi ciencia d<>¡ proc e so de la f, ra C:lI!cc: j ón . 
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e o N e L u '" o N E '" 

En el prese nte t ra oaJo s e demostró por p r i me ra .... e:: qL'E! 

las leYildLlr a s pe~lte se p u e den t ransformar s in que se a f e ct e 

es t a c:ondic iá n y s i n q ue se p iel'dan l os marcadores 

nutr iC lonales . 

A través del métod o de ELISA . se mos tf' o l. 

concen t ra Cl "n d e p ro t e l n a. hlb r i da unida al f'l bosoma de la s 

leva dL, r as o etl te y q r andes varUl c uand o la s c é lul as entra n a 

l a fa se e s tacionaria. encontrándose q u e: 

,-
A) la ~a nc: ~ n tra c:ió n de pro t e ína s híb ri d as aume nt b 

po r que ; 

A_l ) L ~ ~ pro te lnas que s e u ne n con ma yo r f a ci l idad son 

las p f'G te lnas Ila t ivas y no l a s h1b r ida s . 

A. 2l las proteí na s hl br ida s qve log raro n Lln ¡ rSe du ra rlte 

la f ase e:,,,onenci al t i enen mayor efi c ienC I a d e unI ón qUE! las 

nati..,a s , d e modo que .1 • l . tase e stac iona l' lB 

permanec en un ida s mayor tiempo ""n el ribo'Soma , d e ah l que s e 

hay a c u a nt ifi cad o una mayor c ant idad en l a fas e estac i onaria . 

A . 3 ) '. <lS oro t elnas hl blldas . a d lfe r e r'Cla del res t o . 

sI g uen '> I nt.e! I ::¿o r ,tlose o':Jr u n lapso :1,", tIempo. 1'1 pes.,. r de que 

l o ;:, cu lt, ) ' .,. ': e l l'¡ " "!i h a ,,11 ll eQ<ldo a la .' ~ .,.? ¡;'S '"C IDf13 ' , a. 
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CONCLUSIONE S 

Bl La conc:en trac:i ón de p rutejna s h i bl' ida s dlsminL!yó en 

l os ribo50mas al pasar a la fase es tac:i o n3ria p OI'que : 

B . 1 ) las pro t eínas que qued a ron unidas e n ma yor n úmero 

y con mejor e f ici enc ia de uni ón so n las protelna- s natlva s ; l o 

que impidió que se unieran más prote 1nas h 1br ida s durante esta 

fa s e . 

8 . 2) A causa de un mecanismo activo p r op i o de la f ase 

estacionaria , que redu jó la cantidad de pro tejna híbrida . 

Para la fracc ión 51 00 , l a conc entrac ión de pro te ínas 

híbrida s d e 1" leva duras grand e s p a sa r • l. f ase 

estac ionaria a u me ntó , pero n o se" p ropo r e lona 1 .1 

i m: remento observad o en 1 a f rac c: 1 ón r ibo50ma 1 i nd ica que 1 a 

uní ón d e las p roteí n as r ibosomales áci d as a l T' rbosoma es 

depe n d iente de mecanismo espec ifi cos de la fo s forilación. 

En e l c aso de la frac cl<\n 5100 , d e l a!> l e 'ladu ra s p e t ite 

l a c a ntldad de prote1 nas h í b ridas ta mbi é n a umentó a l p asar a 

l a fa s e e st aci o naria , p ero como la ca n t ida d de ,' ibosoma s 

d ism inuyó en todos l o s c aso s es t o indic a que nec:esari amElnte 

debieron de sinte tiz a rse de ., novo 
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G L o s A R x o 

Adyuvante: C U",1'l 1l12ra d e muchos mate r iaLes 

IntrOduc i d os c on un a nti o eno pa r a elevar l a reospuesta inmune . 

E'ió t o ,nc l L'ye b a cteria s muer tas , p r od uc: tos b acter i anos 

end o t o;; lnas ) o emul s i o nes ( a d yu vante de Freund ) . 

Anti c uerpo: Una p r oteína QLIE.' es pro"'u c ida como resu lt<t do de la 

Inducc i ón de un an t í g e n o y el cual t iene la h a bil i dad de 

combinarSE! con e l a nt lgeno que e s timul e.> SLI p r oduc ci ó n . 

Ant i ge no: una s u b s t.'l nc 1 a l a e l' a 1 p'J ede 1 ndllc 1 r un a respues ta 

inmu ne detectab le c u and o se I n tro d uce en u n vertebrado. 

Au)( .; trofa: Célu. la lnca p a ;: de SI ntet i za r una o m¿, s 

mo léculas nutri en te ... . 

Br o mu ro d e e ti di o : Ag e n te Q L'E' s e interca l a e n l a c adena d E! 

DNA , el cua l permIt e la rápida de t ecci 6n de la molécu l a d e 

d a b le c ad ena de ¿' c id o.~ nuc léi c: os e n geles de ac¡arosa . El 

compl ejo a c: idos nu c lé i c os / b romu r o d e etidHJ e m i t ~ 

fluo r e scenci a cL\ ando a s expues to a l a tu :: u l t ra vi. ole ta . 

C l oml' Grup o de cel Lol ¡;. s , 1 01'" cL' 3 les son la proQe ni e d e u n a 

50: 01 c e l u la . 
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GLOS ARIO 

Coe ficiente de Sedimentación: Medld il d'2 l. , 
(lue una molécula sediment a en un campa centrifugo de t ermi na do: 

Se e x presa en uni da d es Svedb erg s ) . 

Delecion: Muta c i ón en l. estruc: t ,-\r a c !"' o mos ó ,-nic:a por 

pérdida d e nuc;leótidos. 

Di.nisis: Procesa O\..H?- permite sepa ra r sustant:: i as d i suE'lta 5 a 

traves de membrana s s"!mi pE' rmeab les . en func i ón de su r a di O 

tdd rato . 

Elec trof oresis : Téc nica mediante l. clIal l os 

orgáni c a s ca rg ad ",," lonlcamu nt e se pL1eden 

f u n Clan d e su v elOC Idad relativa de mi g r ac I6n en 

el éc trico . 

molécu l as 

s e pa ra! e n 

"n ca mp o 

Euc:ar i.;t a : Cé lul a cuyo material genétiCO se c on f ina e n l\ n 

n(,e l eo rodeado Dor una membrana. 

Fa c tores de alarQami en to: Prote1nas espeCifi cas nec esar ia s 

pa ra la un i ón de los aminoac il tRNAs al rHl o soma ~n la fas e 

de ala rqam l~nto de l. cadena de l. 

s ln teslS protél e a . 
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GLOSAR IO 

F luorescencia : E ml S l on de l u z de u n color . mu?ntras una 

s ubstanc Ia es Irradiad a co n una lu::: de Lln color diferent e . 

Fosforil"ción: ReaCC1 ón QUlm l C a med i ante l . cua 1 se unE' 

c:ov a lE'n temente f o sfato a un c ompuest o . 

Gel: Un<71 de la s forma s en que puede p r esentarse un coloide. 

En el ge1 predomi n a l . tase s ólida sobre la li quida . 

Liofili:!ación : O<J5eca .: ió n de I.Hl materi a l por s ub limacion del 

01 5 0 1 ~", .. t e e n cond I e iones d e ,nu y b a Id tE"mpcra tura 

e l ev a do v ac 1 0 . 

Petite: leva du ra c o n d efic i!:!-!tC'l r espirat o r i a ; ~e di vide más 

d esp a C I o que la s t:élul a s grandes ( competent es r espiratorlils) 

y crecen e n c o l on ias pequeñas . 

pH : El pH se define c omo el loga r itmo negativo d e 

y 

l. 

c::oncent ra e i on de iones h i. d rógeno . Es e 1 número q ue cua nt i f i ca 

la aCldez o alcalin ida d de una sol uc ión acuosa . E:I interval o 

de la escala de p H es desde c ero has t a 14 . 

Plásmido : Replic ón . Elemento genéti co e:(tracro moSómi c:: o que 

pued e rep l i c« r se 1 nd epend J enteme nt e d", I c: !' Omll- wma hos ped ero v 
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GLOSARIO 

coe ':lst.ir con él. So r. los p rI n c i p a l e s p or ta do r e s de ge nes 

que c onfieren resist e nci a a l o~ antibióti cos . 

Pro t e 1na: Polí mero complej o f ormado de monomeros q u e s o n 

aml noiicido <; unidos p o e en l aces pep t 1dic:o s - CO - NH- ) . 

Contiene carbono, hidró g eno, nit r ógeno genera 1 men te azuf r e, 

y ocasion al mente fósforo . Por debajo d e u n 

6 000 s e denomi n a poI i p épti d o . 

peso mo lecular de 

Punt o isoel éc trico : Aquel va lo r de pH al <: u a J l!r,a no lécu l a no 

pos oe c a r Cla eléctric:a ne t a 'l' po e l o ta nto , es 

es t e 

I n c apa z 

d e desrl az a l' se en un camp o el é ctri co . A pH 1, 

solub ill dad de a l gunas prote 1na$ es m1nima 

RNasa ( Rib onuc leasa ) : E nz i ma cap a z de hld rol )zal" l os e nl a ce s 

fO$ 10diester del RNA. 

RNa s a A 

RNa 50 3 T1 

RNasa T2 

rompe en tre p ares de nuc leó tidos 

de p i rimidinas ( uri di n a y c l tosi na 

rompe 11 ni vel del nuc leó ti r10 d e gll1l nina 

r o mpe a n i vel d e l nu c leó tido de aden i na 



1 21 

GL OSAR IO 

RNA: Pol lme lO compves t o de nuc:le o t l d D~ puri na s y 

pl ri mldlnas de ri bo~a, u n id a s cov a lentement e p o r enlaces d e l 

t ip o f os fodles te r . 

.-RNA; RNA de c adena senci lla que , unid o al ribosoma, funciona 

c omo templado pa r a la s í n tes i s d e p ro teí nas. A c ada proteína 

le cQl' r esp onde u n mRNA esp~c i f leQ . 

rRMAI RNA 

hJ. st a e l 

qU<i' 

6 5 % 

cons tituye pa r te de l o s r jbas o ma s \ repre senta 

de la masa to t al d e los ri bosoma s . En 5:. . 'i..!!l..i.. 

s e e n CLlent r a n tr e s cl ase s c o n c oeficient e s de s€'d lmentacion 

d e 2 3 5 , 16S, y :55 . E n E?UI;: a l ' lotes e x isten cuatro tipos d e rRNA , 

~5 5 . 85, l BS v 285 . 

t RNA: Un d e RNA cito pl a s maticD de l cual hay por lo 

mEOna s sesent a v ari edades , mAS de uno pa!"a cada a mil \oácido . 

Es te RNA se une co v .. lentemente a s u am ino~c id o especi fi co y 

lo lleva a l ri bosoma dur a n te la síntes i s d e pro t eí n as 

Sustratol Mo l é c u la 

c atalít i ca . 

sobre la 

Trans cripci bn: 5 1nt e so l S d e 

t emol'l.do ?" DI IA . 

cua 1 la enzima eje r ce s u acclbn 

mo l éc u l a s ce RNM u sando ... a mo 
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R E A e x v o 

Las sus tanc:ias E'mpleadas. y la s c:ompañ ia s pro vE'Qd o ras S E' 

lIstan a contlnua C: lón . 

1 . - Sa.ker 

Cloruro férric o 

Clo ru ro de magnes io 

Cloru ,' o d e sodio 

Mol ibda t o de sodio 

Su lfa to de c:obre 

Su lf ato ferro so hep tahidratado 

Sulfato manganos ~ 

Sul1 ato d e ZI nc: 

Yoduro d e potas t o 

2.- CALBIOCHEM 

Ac.:l do f óJ ICO 

Bi o tina 

Clorhidrato de pirido:( ina 

C lorhidrato de tiam i na 

Inosito l 

N l acina 

Pantotenato de calcio 

R i v n: lavina 

3. - COLUMB IA LAS. 

Topazo n E' 

4. - LABOR ATORIOS OI FCO 

Agar 

8acto peptona 

8ac:to t r lptona 

E x trac to d e leva dura 

5. - LABORATORY REAGENTS 

8romuro de e tl d i o 

Pol ieti l~ n ~ lyco l 

6.- MERCK 

Hc: i d o ac:é t ¡, o ql a c: ial 

Aci do b o ri c o 

Ac:id o succ:lni c o 

Acet a to d e p ota sio 

Ac id o c lt r i co anh i dro 

CI,:¡ ruro .1<> c a l c:io 



MERCK ( ContinuaCIón 

Bet a-me rc aptoetano l 

B i carbonato de sod i o 

Ca rbOnat o de sodio anhidro 

C loru ro de potas i o 

C loro f o rmo 

REACTIVOS 

Di -potasi o hid róg e no fosf a ~o

t r es h id r .llto 

n l-hid r~Deno fo~ fato d e potas io 

EDIA (.V: l do eti l endl amlnotetr a c él ll:o) 

Etanol 

Fenal 

Gli cerol 

O-g l uc o~a 

H !dr ó xido de s odi o 

l sop rop a nol 

l-'e ró )(ldO Ce h i d rógeno 

Sac a r os /! 

Sodio hid r ógeno fosf ato hidr~to 

Su lf.llto de amonlO 

Sulfato de cobre 

5u lf.to d e ma~nes lo 

5u l f.to de p o'"a 510 monobAs ico 

1 23 

7 . -S IGMA CHEMI CAL 

Ac e ta t o de amon i o 

Adenina cl orhidrato 

. Ag arosa tipo lJ 

Amp icilina 

Ad yu vante completo de 

Freund 

Al búmina de bovino 

Acetato d e l iti O 

A~u l de bromofenol 

A~u l de C~oma ss ie 

Di met i 1 f ormam ida 

5i lensianol 

Be ta-gal a c t osidasa 

L-hi s l id ina 

L-leuc I r.a 

L- tripto fa nO 

Li ..:osima 

ONP5 

OP O 

RN.u¡ a A 

ReactIV O d e Fo lin 

505 (la ~~ r il su lfa to de 

sodiO 



REAC T IVOS 

S I GMA (Continuación) 

Triz ma -HC l 

T",ea n 20 

X- ga 1 (:;-b r~mo-4 -c: loro-3-i ndol
bet. - D-galac t opiranos ido 

Urac:i l o 

1 2 4 
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B o R A F I A 

.-A l~ op.- ,l::,~. C . : <11 ,'1S, ..... { nt.1 ,·::,: . ';n .. l a Mi -

c: u l ogi;: . Oll.:? r,¡a . Eta r c: e lor, .. . , ::72-.280. 

'2 . " AmO :"lS , R. : Van Agthoven, A . Pl ll y ms . W. ; Mo ller , w. ; 

Hi go . f Iton , T . a n d Osawa , 5 .19 77 . A c:omparison 01 

th~ a mI no- termlnal ~equence 01 t he L7/1 12 type proteins 
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