
Universidad Nacional Autónoma de México 

EscuELA NActoNAL DE EsTuo•os PROFESIONALES 

1 Z TAC A LA 

CARACTERIZACION ELECTROFORETICA DE LA 

FOSFOPROTEINA RIBOSOMAL PI DE 

Saccharomyces cerevisiae 

TESIS PROFESIONAL 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE 

8 O L O G O 

PRESENTA 

HUMBERTO JESUS SERRANO TRONCO 

LOS REYES IZTACALA 1986 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



Ante t•i•, per t•i• y a pesar de tode, as 

llI PADRE, 
ARTUBO ZAVALA ROMERO, 

quien ae ha enseffade 
que el amer y el respete ae ceaquistan d!a a d!a. 

llI llADRE, 
LUCIA TRONCO DE ZAVALA, 

quien me ha eaaeftue 
l• que ee •l valer a trav4s de au enfrentamiente diarie ••• 
la viia. 

111 ABUELA, 
JOAQUINA TADEO GO.MEZ, 

quien me ha ensefiade 
le que es el amer a les hijes. 

Sí a ELLOS, que nunca han dejad• de apeyarme y d~ 
preecuparee per que me aaeme al ceneaimiente. 



A LOS OOJIPJBEBOS, APOYO Y .OtlVO DE llUCHAS OOSASs 

MIS HEBllANOS, LUCIA Y ABRAHAMJ 

llARTHA, .MI ESPOSA; 

•IS AMIGOS ERNBSTINA Y BLAS. 



AGRADEZCOs 

A TODOS JlIS MAESTROS, POR SUS ENSERANZAS; 

A MIS FAMILIARES, POR SU APOYO CONSTANTE; 

A SAJIUEL IINKER, POR INICIARllE EN EL ~ 
VILLOSO llUNDO BXPERillENTAL; 

A AQUELLOS QUE PARA MI HAN SIGNIFICADO UN 
REFUGIO SEGURO Y UN GRAN TESORO s USTE-... 
DES, JlIS AJIIGOS. 

PERO ESPECIALllENTE, A AQUELLOS QUE HACEN 
POSIBLE LA EDUCACION EN NUESTRO PAIS. 



El presente tre.ba;I• se deaarrell' en el Departament• 

l.e Gea6tica y Bieleg!a Kelecular del Centre de Inve.! 

tigaci'n y Eetuii•s Avaazaies del I.P.N., en. el lab,! 

ratorie y bajo la 4ireeci'n iel Dr. Samuel Zinker R. 



" Si ne entedeia la funci,n, 
estudiad la estructura "· F. Crick. 



INDICE. 

Abreviaturas Utilizadas •••••••••••••••••••••••••••••••••• IV 

Indice de Figuras y Tablas ••••••••••••••••••••••••••••••• V 

RESUMEN •••••••••••••••••••••••••••••••••• • •••••••• • ••••• • VII 

INTRODUCCION •••••••••••••••••••••••••••••••• •.......... • • l 

I. Características Generales del Ribosoma Eucari,tico. 

I.l. Características Físicas. 

I.2. Características Químicas. 

I.2.1. ARN Ribosomal. 

I.2 .2. Proteínas RibosQmales. 

I.2.2.1. Fesfoproteínas RibosomaJ.es . 

II. Proteínas R.ibesemalee de Saccharomycee cerevisiae. 

II.l. Pro teínas Riboeomales. 

II.2. Fesfesprote!nas. 

III. La Foefoprote!na Ribosomal Pl de Saccharom.yces cerevisiae. 

lII.l. Característi cas de Pl. 

Ill.2. Avaace en el Estudio de Pl. 

111.3. Objetivos de Trabajo y Perspectivas. 

11ATERI ALES • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 31 

l. Material Biol6gico. 

1.1. c&lulas. 

2. Medios de Cultivo. 

2.1 . YPAD. 

2.2. Yll-1. 

2. 3. se. 
2.4. SCM. 

3. Soluciones para el fraccionamiento celular. 

3.1. Amortiguador para lisis celular. 

3.2. Amortigu.ador para lavar ribosomas. 

3.3. Amortiguador para lavar y resuspender la fracci'n 
ribosomal. 

I 



4. S•luciones para Electroforesis en Geles de P•li
acrilamida. 

4.1. Gel Unidimensienal al l~ de acrilamida-SDS. 

4.2. Gel Bidimensienal pH 3.2 X SDS. 

4.3. Gel Bidimensi•nal. pH 5.0 x SDS. 

4.4. Gel para Isoelectreenfoque. 

METOOOS • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 37 

l. Esterilizaci6n de Medies de CUltivo. 

2. Cendicienes de CUltivo. 

3. Preparaci'n de Esfereplastes. 

4. Fraccionamient• Celular. 

4.1. Obtenci'n de la Fracci'n Ribosomal. 

5. Extracci'n de la Prete!na Ribesemal. Total cen 
Acido Acétice/Mg++. 

6. Electreferesis Unidimensienal. 

7. Electroferesis Bidimensienal pH 3.2 x SDS. 

8. Electroforesis Bidimensienal pH 5.0 x SDS. 

9. Isoel ectroen:foque. 

10. Tinci6n de Geles. 

RESULTADOS .................. ...... ... .. .................. 
l. Patr6n Electroforético de la Prote!na Ribosomal Tetal. 

1.1. Electroforesis Unidimeneienal. 

1.2. Electreferesis Bidimensienal pH 3.2 x SDS. 

1.2.l. Lecalizaci6n Electroforética de Pl. 

1.3. Migraci6n de Pl luege de tratar el Paquete 
Ri bosomal con RNasa. 

2. Establecimiento de un Sistema Electroforétic• 
Tridimens ional. 

3. Caracterizaci6n Electroforética de Pl en el 
Sistema Bidimensional pH 5.0 x SDS. 

3.1. Patr6n Electroforétic• de la Prote!na Ribosomal 
Total. 

3.2. Lecalizaci'n Electroforética de Pl mediante el 
Sistema de Electreforesis Tridimensienal. 

II 

49 



4. Determinaciln del Punte Iseeléctric• de Pl. 

4.1. Punte Is•eléctric• de Pl. 

4.2. Punt e Iseeléctric• de Pl'. 

5. Eat~blecimient• de un Métode de Electreeluci'n 
i.e Prote:!nas. 

6. Identificaci'n del Caracter de Preteasa de Pl. 

6.1. Incubaci6n de Pl a 4ºC luego de Electreeluir. 

6.2. Tratamiento cen Fosfatasa Alcalina. 

DIS CU'SION • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 77 

l. Caracterizaci6n Electrefer6tic~ de Pl. 

1.1. El ectroferesis Unidimeneienal. 

1.2. Electroferesis Bidimens ienal. 

2. Caracterizaci'n Electrefer6tica de Pl en el 
Sistema Bidimensienal. pH 5.0 x SDS mediante 
Electrefereeis Trii.imensienal. 

3. Detel'lllinaci'n del Punte Iseeléctrico i.e Pl. 
¿Multifoeforilaci,n? 

. 4. Méted• de Electreel~ci,n. 

5. Pl ¿Primer Fosfopr.te!na c•n ~cien Establecida? 

CONCLUSION • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 90 

BIBLIOGRA.l!IA •••••••• •.... • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 93 

III 



A 

AB.N 

ATP 

BRlJ 

e 
•e 
D.O. 

DOC 

EF 

IF 

RF 

G 

GTP 

mA 

mARN 

M 

N 

pI 

ppGpp 

ppGppp 

rARN 

RNasa 

rpm 

s 
SDS 

tARN 

TEMED 

u 
U.K. 

V 

ABREVIATURAS UTILIZADAS 

Adenina 

Acido Ribonucleico 

Adenos!n Trifosfato 

Polioxietilencetileter 

Citosina 

Grados Centígrados 

Densidad Optica 

Acido Desoxicolico 

Factor de Alargamiento 

Factor de Iniciaci6n 

Factor de Liberaei6n 

Guanina 

Guanos!n Tri fosfato 

miliAmpere 

ARN mensajero 

Molar 

Normal 

punto Isoel6ctrico 

Guanos!n Tetra.fosfato 

Guanoe!n Penta.í'osfato 

ABN ribosomal 

R1 bonucleasa 

revelucienee por minuto 

Unidades Svedberg de sedimentaci6n 

Sodio Dodecil Sulfato de 

ARN de transferencia 

N, N, N', N'-tetrametiletilendiamina 

Uracilo 

Unidades Klett 

Voltios 

IV 



INDICE DE FIGURAS Y TABLAS 

P'igura. N•. 

l. Bi•s!ntesis de Prete!nas en Procariontes. 

2. Bios:Cntesis de Proteínas en Eucariontes. 

3. Subunidades Ribosoma.les. 

4. Ribos•mas Adherid•s a Membranas. 

5. Modelo Tridimensional de la Subunidad. llayor. 

6. Modelo Tridiaensi•nal de la Subwrldad Menor. 

7. ll•d.elo Tridimensi•nal del Ri bosoma. 

página 

3 

4 

6 

6 

10 

11 

12 

8. P•liriboe•mas. 13 
++ 9. Efect• d.el Mg s•bre la Estructu.ra Rib•s•mal. 14 

10. Síntesis del rARN en Saccharomycee cerev-isiae. 17 

11. Electr•f•resie Bidimeruü•nal de Prate!na Rib9somal. 19 

12. Pr•te!nas Rib•s•males Básicas de ~ cerevisiae. 23 

13. Proteínas Ribosoma.les Acid.as de §..:. cerevisiae. 23 

14. Patr 'n Electrofor,tico tH 5.0 x SDS. 24 

15. Patr'n Electrof•r4tico pH 3.2 x SDS. 30 

16. Patr'n Electrofor,tic• Unidimensional (SDS). 50 

17. Patr 'n Electroforático pH 3.2 x SDS. 52 

18. Caracterizaci'n de Pl en el sistema pH 3.2 x SDS. 54 

19. Patr6n Electroforático de Pl por Zinker y warner. 55 

20. Tratamiento con RNasas. 56 

21. Electr•foresis Tridimensional. 

22. Electroforesis Tridimensional. 

23. Patr'n Electrofor4tico pH 5. 0 X 

24. Patr'n Eleotroforético pH 8.6 X 

25. Electroforesis Tridimensional. 

SDS. 

pH 4.5. 

58 

59 

ól 

62 

64 

26. Caracterizaci'n de Pl/Pl' en el Sistema pH 5.0 x SDS. 65 

V 



27. lseelectroenfoque cie Pl. 

28. leoelectroenfoque de Marcadores. 

29. Punto lsoel6ctrico de Pl. 

30. lsoelectroenfoque cie Pl. 

31. lseelectroenfoque de Pl' • 

32. Punto lsoel6ctrico de Pl'. 

33. Electroeluci6n. 

34. Electroeluci'n de Pl. 

35. Actividad Proteolítica de Pl. 

36. Tratamiento con Fosfatasa Alcalina. 

37. Material para El.ectroeluci,n. 

38. M6todo de Electroeluci&n. 

39. Funoi'n de Pl. 

TABLA No. 

l. Propiedades Fisicoqu!micas de Ribosomas. 

2. Propiedades Físicas de las Subunidadee. 

3. Características de las Fosfoprote!nas de 
Saccharomyces cerevisiae. 

VI 

67 

68 

68 

69 

70 
70 

72 

73 
74 
76 
86 

86 

92 

p~na 

7 

8 

26 



RESUMEN 

De las diferencias establecidas entre los ribosomas eucari!. 

tes y procariotes, se destaca la presencia ea les primeros, de 

prote:!aas fosforiladas "in vivo", cuya presencia se report' 

por vez primera en 1970. Aunque a la fecha no se ha encontrado 

una fUllci6n específica a dicha fosforilaci6n, existen razones

para creer que juega un papel importante en la actividad ribo

somal. 

En 1976 Zinker y Warner reportaron la presencia de cince 

fosfoprete:!nas ribosomales en Saccharoinyces cerevisiae, a las

que demGmin&r•A de Pl a P5. En el presente trabajo se describe 

por vez primera la caraoterizaci6n electroforética de Pl. en el 

sistema de geles de poliacrilamida bidimensi•nal pH 5.0 x SDS... 

mediante electroforesis tridimensional. Asi mismo, se emple6 -

dicho si stema tridimensional en la det erminaci6n del punto i-

soeléctrico de Pl. 

Se describe un método de electroeluci6n mediante el cual se 

evidenci6 una actividad proteol!tica asociada a Pl, dependien

te del grado de fosforilaci6n de esta fosfoprote!na. 

En base a los resultados conseguidos, se propone una hipó-

tesis sobre la funci6n de la fosforilaci&n de Pl en el riboso

ma, ceme mecanismo regulador de su actividad dentro del pr.ce

so de bios!ntesis protéica. 
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INTRODOCCION 

La existencia de un.a serie de proceaoe con caracter UDi

versal utre loe organismos vivos es un hecho sin diecuei,n. 

Uno de ellos lo constituye la traduoci&n de mol6oulas de -

mARN en mol,culae de proteína, es decir, la síatesis de pr.! 

te!nas. Este proceso ha sido objeto de estudio s durante mu

chos afios. Durante la síntesis de proteínas intervienem un

gran adinero de elementos (más de 150 componeates en bactet"

rias), de entre les cuales el riboeoma fue de los prime-

ros en ser identificados (1-3). Sin embargo, debido en par

te al descubrimiento de los llABN, tARN y sus funcioAes, el

inter's por el riboeoma se vi6 disminu!do . Du.raate mucho ~· 

tiempo solo fue considerado como una estructura pasiva CUJa 

funci6n se reducía a la de ser soporte de los otros elemen

tos activos participantes en la biosíntesie de prote!nas. ! 
fortunademente y gracias, entre otros, al estudio del meca

nismo de acci6n de la estreptomicina, se sugiri6 que el ri

boeoma juega un papel muy activo dentro del procese de bio

·s!ntesis prote!ca y que su función es bastante complicada -

(4-7). Efectda tanto la lectura del mensaje nucleot!dice -

del mARN, as! como la transformaci6n de esa informaci6n en

la secuencia de aminoácidos de una proteína; es decir, cat~ 

liza la síntesi s de proteínas. De hecho el ribosoma es el ~ 

lemento más complejo de la maquinaria que traduce la infor

maci6n gen6tica, lo cual provoca que el estudio de sus fun

ciones se torne más dif!cil. 

El que la s!ntesis de prote!nas se dá en todos les orga...

nismos vivos no implica que el proceso o los elementos que-

1 



intervienen sean idénticos. Respecto al ribosoma se presen

tan tres grupos de acuerdo a su origens 1) ribosomas de or

ganismos procarioates, 2) ribosomas de organismos eucario~ 

tes y 3) ribosomas de mitocondriaa y cloroplaetos. Cada~ 

grupo presenta características particulares, así como otras 

que comparten en comdn. De los tres grupos enumerados el ~ 

primero es el que se ha estudiado más extensamente (5,8-10). 

Independientemente de la clasificaci6n, los ribosomas de t.2, 

dee les organismos están cona ti tuídos de ARN y proteínas en 

proporciones aproximadamente iguales. A pesar de que la or

gani zación interna del ribosoma no ha sido totalmente acla

rada, se cree que en cada partícula la mol6cula de ácido n~ 

oleico constituye el esqueleto alrededor del cual mediWlte-

1.pteracciones de nattu:aleza coeperativa se asocian las pro

teínas. 

Pese a que actual.mente e.ie"t;e un panorama amplio de la -

]lldl'ticipaci6n del riboaoma en la bioa!nteeis prot4ica (fi~ 

ras 1 y 2) (~,11-13), ~ funci6n dista mucho de s er aclara

~~· Para exminar una f\m.ci6n biol6gi ca es importante saber

ª qu6 elementos estructural.es esta ligada. Cenocer la loca

lizaci6n, la estructura y funci6n de cada una de laa mol4-

cul.as que constituyen el ribosoma, es virtualmente el ideal 

dentro del estudio de este organelo. 

I. Caracter:!eticaa generales del ribosoma eucariotico. 

I.l. Características Físicas. 

El ribosoma es un organelo celular submicroscópi co que en 

estado deshidratado aparece como una partícula de forma es

feroidal con un diámetro de 15 a 20 nm. Hidratado contie--

ne aproximadamente ua 70'1> de agua y un diámetro sensiblemen 

te 1nayor (23 nm). Esta constitu!do por dos su.bunidades, u.na 

2 
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pequeña y otra mayor (figura 3). El coeficiente de sedimen

taci6n del mon6mero y de las subunidades varía de una espe

cie a otra dentro de un rango muy cercanoi 803 para el mon~ 

mero, 603 para la eubunidad mayor y 40S para la aubunidad -

pequeña. La densidad de la eubunidad menor ea de l.515 g/ml 

su coeficiente de extinci6n es de 94.5 y el de difuei6n 2.0 

x l0-7 (Tabla 2). La subunidad mayor tiene una densidad de-

1. 6 g/ml, su coeficiente de extinci6n ea de 99. 5 y el de d! 

fusi6n 1.21 x 10-7 (Tabla 2). Los ribosomas no forman de 

ningún modo un grupo uniforme, la masa de los ribosomas 803 

oscila desde 3.9 (enplantas) a 4.55 x 106 daltones (en mazn! 

feros). El cambio de la masa ribosomal se debe a un incre-

mento de t am&.ño en la subunidad mayor, incremento tanto en

la masa de ARN como en la de proteína. La subunidad 40S por 

su parte, no ha tenido ningán cambio apreciable de tamaño -

durante la evoluci6n de los organismos eucari6ticos. 

Los ribosomas se pueden encontrar libres en la matr!z ci

toplamática, o adheridos a las membranas del retículo endo

plásmico (figura 4) mediante la subunidad mayor (3,14). Am

bos intercambian parcialmente debi do a la existencia de un

ci clo de los ribosomas y de sus subunidades, relacionado 

con su funci6n en la síntesis prot éica. La proporci6n de ri 

bosomas unidos a membrana varía dentro de límites muy am--

plios. 

Estudios detallados de microscopía electr6nica (15-18 ) -

muestran a la subunidad 60S redondeada o bien, como un per

fil triangular con dos lados convexos y uno más aplanado en 

medio, a manera de depresi6n angosta o muesca (figura 5). -

La subunidad 40S a su vez, se presenta como una elipsoide -

larga con perfiles curvos y con l a s siguienteB dimensiones: 

23 x 14 x 11.5 nm. Tiene además una línea o tabique de 8 nm 

5 



Pi.gura 3. Ribes•ma eompleto dende se señala la eubu 
aidad pequefia (p) y la graade (g). Se eb
aerva además la hendidura que las separa. 

Figura 4. Rib&semaa adheridos a l as membranas del T,! 
t! culo end•plásmico . Las flechas indican -
algun•s ribosomas ea l es que la uni6n a la 
membrana mediante la eubunidad 60S es más
evidente. 

6 
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TABLA l. Colllparaci6• elitre al ¡;u:;as propiedades fisico,,u:!.111icas de los riboe_2 
mas de l;;s cherichia .s..2ll y mamíferos. 

Constar.te de sedimer1 
taci6n aproximada . -

Peso 11olecular':' 

Constante de sedimen 
taci6n del rARN. -

Peso Molecular del 
rA.ftN~ 

Tip o de metilaci6n 
del rARN. 

Cantidad de rJ..RN . 

Disociaci6n en subu
nidades . 

o. 
En daltones. 

E. coli 
.i.ion6mero SubuJtidades 

70S 

2.6 xio6 

60% 

50S 30S 

1.8 xl06 0.7 X 106 

23S 
(5S) 

16S 

1 . 2 x106 0.55 xio6 

la mayor!a de loe 
grupos metiladoe 
están en las bases 

63% 62% 

10-4 m.M Mg++ 

Mam:!f eroe 
Mor.6raero Subwúdadee 

sos 

4.3 X 106 

50% 

60S 40-45S 

2.7 X 106 

28S i, 
(5.BS) 

(5S) 

18S 

1.64 x106 0.67 x106 

la mayor!a de loe 
grupos metilados estén 
en poeici6n 2'-0 de la 
riboea 

Tamp6n ein ~g++. EDTA 10 mM o 
KCl 114 

b Especie exoluei Ta de los eucariotes. 
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TABLA 2. Propiedades Físicas de Subunidades Ribosolll8les Eucariotas. 

Propiedades Físicas 

Peso Molec11lar+ 

Coeficiente de Sedimentaci6n= 

Coeficiente de Extinci6n9 

.. 
Densidad 

"' Coeficiente de Dif usi6n 

+ En daltonea. = s;o,w· 

"" . 
D20,w (x 107 em2/seg) 

S11bunidad 405 

1.4 X 106 

1% 9 E260 

36.9 

94.5 

1.515 

2.0 

S11bunidad 605 

2o9 X 106 

56.3 

99.5 

1.60 

1 .• 21 

.. 
g/cm-3 



(16,19) que la divide en dos por ciones desiguales: la cabe

za (un tercio) y el cuerpo (dos tercios) (figura 6). En el

ri bosoma completo, la subunidad pequeña se une por su lado

c6ncavo con el lado más aplanado de la subunidad grande, -

con el que coincide el tabique de l a subunidad pequeña de -

manera que forman una especie de Wnel entre ambas (figu-

ra 7). En la figura 8 se esquematizan poliribosomas indiCB;U 

dose l a ubicaci6n probable del mARN (que aparentemente se ~ 

loja entre ambas subunidades) y la oadena polipeptídica na

ciente que esta contenida en una especie de canal localiza

do en la subunidad mayor. 

I.2. Características Químicas. 

El ribosoma es una partí cula ribonucleoprotéica en la que 

el rARN y las proteínas se encuentran presentes en propor-

ciones aproximadamente iguales. Con poco o ningún material.

lipí dico, las cargas posi t ivas de las prot eínas no son suf! 

cient es para compensar l as cargas negativas de l a cadena e~ 

ter fosf6rica del rARN, po r lo que les ribosomas son intens_!! 

mente negat i vos y fij an cati ones . Se cree que cada subuni-

dad r ibosomal contiene un filamento mu.y plegado de rARN so

bre el cual ee adhieren las dis t intas proteínas ribosomales. 

Se presupone además, que el rARN está en la superficie y -

las proteínas ribosomales en el interior en contacto con -

partes no helicoidales del rARN. Par a mantener su cohesi6n

estructural, l os ribosomas requieren ba j as concentra ci ones

de Mg++ (O. OOlM) . Cuando esta concent raci 6n se dupli ca, se

combinan dos r i boeomas pa r a formar un "dímero" con el doble 

de peso molecular. Por otra parte, si l a concentraci 6n de -

Mg++ disminuye, el r iboeoma se disoci a en subunidades (fi~ 
++ . ra 9 ). La uni6n con el Mg aparent ement e se r ealiza mediB;U 

te el fos fat o del rARN. 
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PROTUBERA NCIA 
CENTRAL 
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Figura 5. Medele tridimensiene.1. de la subunidad ma
yer del ribosoma. 
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Vista Lateral 

CA - [ BEZA 

, HEN DIDU RA 
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Vista Frontal 

Figura 6. Modele triiimensi•nal de l a aubunidad 40S 
del r i bosom.a. 
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Vistli Lateral 

RIBOSOMA 

Vista PreutaJ. 

Figura 7. M•del• tridimensi•nal del ribesoma. N•téee 
la espeeie de tiinel que se f•rma entre am
bas subunidades. 
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Figura 8. Pesible re¡aci'n de lee ribosemas cen el 
iaARN en les p•liri b•semas . Cada ribosoma 
esta f•rmado por una subunidad grande -
Y etra pequefta. El mARN oerre entre lae
eubunidadee o•n tedee les ri~semae ea -
la miema pesici,n, les cual es se encuen
tran elli ferma perpendicular al 11.ARN. La.
cadena pelipept!dica sale de la eubunidad 
mayor. 
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Subu.nidades Riboaoma 
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60S 805 
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Figura 9. l:a!l~encia del ll(g++ sobre la estructura 
del riboaoma. Se 1nd1caa las constantes 
de sedimentaci6n (S) de las partículas. 
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1.2.1. ARN Ribosomal. 

Como se mencion6 anteriormente, el ribosoma es una partí- . 

cula ribonucleoprotáica en cuya constituci6n participan cu~ 

tro mol~culas de rARN denominadas 285, 185, 5.8s y 5S. Del

rARN total, aproximadam:eAte un 6°" es helicoidal y contiene 

bases apareadas (22). La composici6n de bases del ARN de d! 

ferentes especies es variable y no sigue la regla de bases

características del modelo de Watson y Crick para el ADN. -

Las bases más abundantes son guanina y citosina. Tanto el -

rARN 28S como el 18S contiene un número característico de -

grupos metilo, en su mayor parte como 2'-0-metil-ribosa (23 

24). La subunidad menor del ribosoma contiene una molácµla-
6 de rARN 18S con un peso molecular de 0.7 x 10 daltenes y -

alrededor de treinta proteínas cuya masa total es de casi -

0.7 x 106 (16.,20,21). Se esperaría que tuviera iguales por

centajes de rARN y proteína, sin embargo determinaci~nes -

químicas demuestran que el contenido de rARN es del 45% y -

el resto proteína. El rARN 18S es el Wúco 'cido nucleice -

que se encuent ra formando parte de esta eubunidad per lo ~ 

que quizá su funci6n principal sea estru.ctural. 

La subunidad mayor del ribosoma esta COil.$tituída por tres 

moláculas de rARN cuyos coeficientes de sedimentaci6n son -
. 4 4 

55, 5.8s y 28S con un peso molecular de 3.9 x 10 , 5.1 ~ 10 

y 1.79 x io6 daltones respectivaaente y por unas 45 a 50 -

proteínas. La masa total de rARN en la partícula es cercana 

a l.79 x io6 daltones. Representa el 59.4~ de la partícula, 

mientras que la masa correspondiente al total de proteína -
6 es de 2.9 x 10 daltones. 

En el organismo de estudio del presen~e trabajo, la leve.

dura Saccharomyces cerevisiae, en la eubunidad ribosomal --
6 

605 se encuentra un rARN 25S con un pes o de 1.3 x 10 dalt~ 
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aee (25) en lugar del 28S presente en los organismos supe-

rieres. Muy probablemente realiza fWlciones hom6logas y con 

características semejentes. Por otra parte, el rARN 5.8S se 

encueatra Wll.ido de forma ao covalente al rARN 25S mediante

Wl número considerable de puentes de hidr,geno. Forma Ul1a -

estructura de doble cadena y permanece Wliio al rARN 25S 

ada deepu~s de haber sido liberada la proteína riboeomal 

(26,27). Se separa rapidamente de la subunidad 60S íntegra

per la acci6n de la urea (2.14) e el calor. Ne presenta meti

laci6n, posee UJLa masa de 6 x 104 y 150 nucle6tidoe (28) ~ 
ya secuencia ha sido reportada por Rubin (29). El rARN 5S -

de .§.:. cerevisiae, forma parte de la subunidad mayor y se le 

eepara cuande lae preteínaa ril>Geomales eo:a liberadas. Su -

teaafí• es de 120 11.Ucle,tides (28,30,31) y al igual que el -

rARN 5.8S, no esta metilado. Su uni6n a la subU.nidad es d'

bil ya que muy poooe de sus 120 nucl e6tidoe pueden estar -

(si es que le está.) formando U11a est ruct ura duplohelicoi-

dal con el rARN 25S. Si n embargo parece más probable ~--~ 

y esto ss de suma importancia en est e trabajo que l a 

uni'n del rARN 5S a la aubunidad est' mediada por una o más 

proteínas r ibosemaJ.es (28) . cabe señalar que en los exper i 

mentes de reconstrucci 6n, el rARN 56 se requiere para un ea 
samble cerrecte de la eubunidad 60S (23, 32). Finalmente en

la figura 10 se esquematiza la biesíntesis del ARN riboso-

mal en.§.:. cerevisiae, proceso que es revisado con más deta

lle por Udem (25). 

1.2.2. Proteína Bibosemales. 

Cada subinidad ribosomal esta constituída por 30 o más m_! 

cr~mel6culaa unidas mediaate enlaces no covalentee . Pese 

a esta característica de l os cGmponent ea del ribosoma, el -
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Síatesia de rARN e• .§,t. cereTiaiae. El rARN 5.BS se genera durante 
el paso fiaal de !ragmeatac13n de la mol6cula precursora 27S. Por 
otra parte, el rARN 5S se si»tetiza de forma indepeadiente (25) -
ya nue no está relacionado con el organizador nucleolar (23). 



estudio de las proteínas, en el caso de los ribosomas euca

riotes,se ha relegado debido a su pequeño tamaño, su basic! 

dad (algunas proteínas presentan puntos isoeléctricos por -

arriba de 11), y a su insolubili dad en soluciones emortigu~ 

deras ordinarias. Su gran número (70 a 80) dificulta el ai~ 

lamiento y conduce a¡ principal problema: la purificaci6n y 

caracteri zaci6n fisicoquímica. En contraste, el estudio de

las proteínas ribosemales de organismos procariotas (espe-

cialmente .!:. ~) se ha desarrollado considerablemente en

l•s dJ.times años. 

Pese a lo anterior, se han lQgrado desarrollar métodos de 

análisis (33,34) que han facilitado y ampliado su estudio.

Debido a que las proteínas ribosomales no presentan ninguna 

actividad al ser separadas del riboaoma, su purificaci6n se 

debe basar en otros criterios. Por la resoluci6n que ofrece, 

la electroforesis bidimensional ha sido utilizada ampliame.!! 

te como base de muchas investigaciones (35). AsimismQ, las

coordenadas as! obtenidas proporcionan la be.se para la nomeB 

clatura de tales proteínas. Por convenci6n se nume r a.a de iz 

quierda a derecha en filas sucesivas, anteponiendoles la l~ 

tra S (del inglás small) para indicar que pertenecen a la -

subunidad menor y L (del inglás large ) si pertenecen a la -

subunidad mayor. En la figura 11 se ilustra la aplicación -

de este sistema a unas muestras de proteína ribosomal prov~ 

niente de varias fuentes. No obtante l a valiosa informaci6n 

que proporciona este sistema de estudio, la designaci6n de

ciertas prote!aas no esta del todo clara. Algunas proteínas 

aparentemente diferentes r .esultan ser la misma o bien, lo -

que al parecer es una sola proteína, result~ ser la agrega

ci6n de dos o más. Si a lo anterior ee afiade el que algunas 

proteínas son removidas en ocasiones al l avar los riboso--

maa, se comprenderá el desacuerdo en cuanto al número total 
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de las mismas y la incentidumbre para considerar a una pro

teína como ribosomal. Warner (36) propuso tres clases de -

proteínas ribosomales: 1) Aquellas que son ensambladas con 

el rARN en el ndcleo y se mantienen unidas a la molécula de 

rARN hasta su paso al citoplasma. 2) Proteínas que recam-

bian "in vivo" entre el ribosoma y la proteína soluble del

ci tosol, y que se caracterizan por su aparición en los rib~ 

somas aún cuando la síntesis de éstos no se lleva a cabe. -

"In vitro" permanecen como parte del ribosoma aún bajo con

diciones rigurosas de lavado con soluciones de elevada fue~ 

za i6n1ca o baja concentraci6n de magnesio o ambas. A eate

tipo de proteínas se lea denomina también de recambio. 3)
Todaa a,quellas proteínas que son removidas del ribosoma por 

..,. 
lavado riguroso (0.5K KCl). Estas son por lo general protef 

aas adsorbidas de manera adventicia. 

1.2.2.1. Fosfoproteínas Ribosomales. 

Ent~e el grupo de proteínas ribosomales, merecen especial 

atención las proteínas fosforiladas dado el establecimiento 

de dos hechos mu.y importantes relacionados con el metaboli~ 

mo del fósforo. El primero de elles se refiere a la inexis

tencia en los organismos eucariotes de un factor astringen

te en la síntesis de guanosín tetra y penta fosfato (37-39) 
De hecho las células eucariotas no producen ppGpp ni ppGppp 

de allí que deben tener algdn otro medio aún no definid• P.! 

ra regular la síntesis de sus componentes ribosomales. El -

segundo hecho que debe resaltarse, es el concerniente a la

posible fosforilación de las proteínas ribosomales eucario

tas, fosforilación que no se efectda en las proteínas ribo

somales de organismosprocariotas. 

El hecho de que algunas proteínas r i bosomales están fosf~ 
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riladas fue reportado inicialmente por Kabat (40) y Loeb -

(41). Deepu4s siguieron demostraciones sobre la foeforila-

ci6n de proteínas ribosomales por proteincinasas tanto en-

d6genas como ex6genas; adem~, que la fosforilaci6n de ribQ 

somas por proteincinasas "in vitro" no afecta ninguna de -

las reacciones parciales ensayadas de la síntesis de prote! 

nas (42) y que su desfosforilación no altera su capacidad -

de traducir mol4culas de mARN (43). Por lo que es posible -

que la fosforilaci6n altere una funci6n ribosomal que no e~ 

té relacionada con la síntesis de proteínas o afecte alguna 

funci6n que no se haya podido ensayar "in vi tro" (tal como

la fidelidad de la traducci6n). A pesar de que se esperaba, 

con gran expectaci6n hallar rapidamente una funci6n a tal -

fosforilaci6n, muy probablemente en la regulaci6n de la ac

tividad ribos~mal (objetivo aiñi ne logrado), existen buenas 

razones para pensar que la fosforilaci&n de las proteínas -

riboeomales es muy importantes l) El hecho de que la fosf2, 

rilaci6n de tales proteínas esta limitada normallllente a un

nmnero reducido de entre las set@ta u ochenta proteínas -

que constituyen al riboeoma y 2) Que dicha fosforilaci6n -

se ha conservado en t•do el reino eucariota, desde los más

primi ti v11>s como Artemia salina (44) y 3_accharomyces cerevi

~ (47-49), plantas (45), hasta mamíferos tales como con_! 

jo (40), rata (41) y humano (46). Una revisi&n sobre la fo~ 

forilaci6n de proteínas ribosomales eucariotas y su contrel 

se encuentra en los trabajos de Kabat (1974), Woel (1979) y 

Leader (1980 ) . 

II. Proteínas Ribosomales de Saccharemyces cerevieiae. 

II.l. Proteínas Ribosomales. 

Se han identi f icado medial'l.te el ectrofor es is bidimensional 
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ut geles de poliacrilamida sesenta y siete proteínas ribes~ 

males en la levadura .§.:. cerevisiae. Treinta y siete perten~ 

cea a la subunidad mayor y treinta a la subunidad menor. C.2, 

mo en el caso de bacterias y células de mamífero, casi to-

das las proteínas son muy básicas y migran hacia el cátodo

ª un pH de 8.6. En la figura 12 se ~bserva el sistema de n~ 

meraci6n de las proteínas básicas separadas por electrofor~ 

sis bidimensional (pH 8.6 x pH 4.5). De entre las sesenta y 

siete proteínas ribosomales, cuatro de la subunidad mayor y 

seis de la subunidad menor peseen a pH 8.6, carga negativa, 

es decir son ácidas; tales proteínas ee aprecian también m~ 

diante el mismo sistema de electroforesis y su separaci6n -

se muestra en la figura 13. 
Una carac;iterizaci6n electroforética bidimensional muy 11-

til e importante es la conseguida a pH 5.0 x SDS, que re--

euelve la mayoría de las proteínas riboeomalee. En la figu

ra 14 se aprecia dicho patrén electroforético, este esquema 

ea muy importante para lo s prop6sitos del presente t rabajo

y se volverá a 61 más adelante en otra secci6n. Warner y -

Gorenstein repertaren que para la mayoría de d~ehas proteí

nas, existe una oorrelaci6n 1:1 entre eucarietee tau eepar~ 

dos como lo son el hombre y l a levadura {55). Sebre la sín

tesis de proteína ribosomal, su control y su ensamblaje al

riboeoma pueden revisarse las citas 51 a 54. 

lI.2. Fosfopreteínas, 

De entre las sesenta y siete proteínas ribosomales de §.:.

cerevisiae, Zinker y Warner, reportaron en 1976 que cinco -

de ellas son fosfeproteínas y que dicha foaforilaci6n ocu-

rre "in vivo". El fosfato asociado a las proteínas es insea 

sible a altas cencentraciones de RNasa A y T2. Al ser some

tidas a hidrolisis ácida s e obtienen r esiduos de fosfoseri-
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na y fosfotreonina. En la Tabla 3 se enlistan algunas cara_2 

terísticas de las proteínas en cuesti6n, denominadas de Pl

a P5. 

Existen evidencias que sugieren que la proteína P2 es la

equi valente, en levaduras, a la fosfoproteína S6 de hígado

de rata estudiada por Wool (1979). Por otra pe.rte la prote.f. 

na P3 es idéntica en sus caracter!sticas electroforéticas a 

S27, una de las cinco proteínas !cidas de la subunidad 40S. 

Se ha sugerido que ambas preteínas se localizan en la inte~ 

fase de las subunidades 40S y 60S, y que probablemente se -

encuentren involucradas en el enlace del mAHN o la uni6n -

del tARN-péptido nacie•te al complejo de síntesis o bien 11!! 

bos casos. La proteína P4 se observa cemo una maacha muy d~ 

bil en el sistema electroforético pH 8.6 x pH 4.5, sin em-

bargo su apreciaci6n es clara en un sistema pH 8.6 x SDS. -

Respecto a P5 debe señalarse que es una prot•:úla de recam-

bio identifi cada inicialmente cen las proteínas 135 y 136,

que actualmente se designa come 144 y 145 (57). Su fosfori

laci6n sigue siendo de mucho interés ya que se piensa que -

tales proteínas sean hom6logas a l as proteínas 17/112 de ~ 

!.!_ ~ implicadas en toies los pasos de hidrolisis de GTP

·durante la síntesis de proteínas. 

Ninguna de las fosfoproteínas mencionadas (Pl a P5) se e.!?: 

cuentra involucrada ea la síntesis de ribosemas , es decir,

su fasforilaci6n ocurre de manera independi ente a . la sínte

sis de ribos omas . Por el contrario, si se inhibe la sínte-

sis de pr<tteínas ce:n cicloheximida o mediante un mutante -

termosensible para la síntesis de proteínas, a excepción de 

P2, l a fosforilaci6n de las prGteínas se ve inhibida consi

derablemente, lo cual lleva a pensar que realizan alguna -

funci6n en la síntesis protéica. Pese a que se ha reportado 
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TABLA 3. Caraoterísticas de las cinco fosfoproteínas ribosomales de 
Saocharom,yces oerevisiae, reportadas por Zinker y Warner. 

Deliiignaci6n .Peso Localizaci6n Car~a a Comentarios 
Molecular pH .6 

Pl 40 000 60S Neu.tra? De Recambio 

P2 31 000 4os= Basica Dos Especies: 
S57S6 

P3 22 000 403"" Acida S27 

P4 15 500 poli somas Acid.a Una proteína 
menor 

P5 13 700 60$ P41Q' Acida Dos o da ea-
pecieas L34/L35 
De Recambio 

=· Las proteínas P2 y P3 ae en.cuentralll exelu.aivaaeate en la su.bu.nidad 406 
a elevada fu.erza i6nioa. A bajas oonoentraoionea de Magnesio, P2 1 P3-
se diatrib11,yen entre las su.bWlidades 60S y 406. 



la Ul'li6n de fosfoprote!nas a moléculas de mARN en células -

de mamífero (58,59), en levadura nún es incierto el ~ue al

guna de las proteínas Pl a P5 intera ccione con el mARN. 

III. La Fosfoproteína Ribosomal Pl de Saccharomyces cerevieiae 

III.l. Características de fl. 

La fosfoproteína Pl junto con P5 se localizan en la subu

nidad 60S y ambas eoa proteínas de recambio. Como se señala 

en la Tabla 3, Pl es une de los componentes de alto peso m~ 

lecular del riboeoma. Mieatras que el resto de las foefopr~ 

teínas tienen un comportamiento electroforético definido -

a pH 8.6, Pl aparentemente no se desplaza a este pH, ni a -

pH 5.0 ó pH 3.2 . En el sistema pH 8.6 migra ligeramente ha

cia el ánodo como una línea gruesa ( figura 14). La migra--

ción electroforética de Pl se logra sólo con la presencia -

de SDS en el gel. Estas propiedades han llevado a pensar -

que Pl sea una proteína hipermodificada. 

Si se corre una muestra de proteína ribosemal total en -

gel de poliacrilamida en presencia de SDS, Pl aparece ocu- 

pando el tercer si tio en direcci6n al ánodo, en forma de 

dos bandas adyacentes. La SU.lila de es as dos bandas mostró 

~ue hay casi 1.5 mol de prot eí na/mol de ribol!4»mas ( 60 ). En

otras palabras, de acuerdo con ese dato Pl se encontraría -

en la mitad de los ribosomas. No esta claro si ello repre-

senta una mezcla de ribosomas aislados en difere~tes etapas 

del ciclo peptídico, o si se debe a una real heterogeneidad 

en la población ribosomal. 

Debe señalarse que pese a ser una proteína de recambio -

(le cual sugiere una función importante), Pl se considera -

sin duda como proteína ribosomal de acuerdo a los criterios 

operacionales definidos por Warner (36). Se encuentra pre-

sente en cantidades estequiométricas en riboeomas que han -
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sido purificados rigurosainente con soluciones de gran fuer

za i6nica (KCl 0.5M) tal como lo describen Wool y colabora

dores (61). Se ha establecido que Pl no participa en la re

gulaci6n del ensamblaje del ribosoma dentro del núcleo. 

III.2. Avance en el Estudio de Pl. 

El estudio de Pl se vi6 restringido por la carencia de 

tecnología adecuada y por la atenci6n que se prest6 a P5 d~ 

da su probable homelog!a funcional con L7/Ll2 de !:, .2!!i· -
Mas en 1981, en el laboratorio de Zil1ker, se reinici& su e~ 

tudio ( 62 ) debido a la optimizaci6n de un sistema electro-

for~tico bidimensional pH 3.2 x SDS. Mediante este sistema

se pudo observar claramente la presencia de Pl en dos esta

dos diferentes (figura 15): uno fosforilado (Pl') y otro -

desfosforilado (Pl), lo cual aUlllent6 el inter~s por dicha -

proteína. Igual~ente importantes son las evidencias de que

Pl se Wle a una mol~cula pequeña de ARN muy probablemente -

al rARN 5S (62,63) . Como se describi' anteriormente el rARN 

5S se une al ribosoma en estadios inte rmedios durante su ea 

samblaje en el núcleo y es indispensable para el funciena-

miento del ,ribosoma. 

III.3. Objetivos de Trabajo y Perspectivas . 

Como se ha meacionado, pese a los esfuerzos realizados en 

el estudio de Pl, siguen sin ser aclarados algunos puntos,

que son los que dan pie a la realizaci6n de este trabajo. -

Estos son : 

l. Establecimiento de un sistema de electrofore-

sie que permita caracterizar a Pl. 

2. Determinaci6n del punto isoel~ctrico de Pl. 

3. Diseño de un método de purificaci6n para Pl. 

Los objetivos señalad0s son ciertamente ambieiosos, mas -

de conseguirse, dar!an como consecuencia herramientas para-
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un trabajo más &.mplio y acelerado. Tomando como ejemplo el

tercer ebjetivo, puede sefialarse que si bien es cierto que

une de los preblemas en el estudio de las proteínas riboso

malee eucariotas es la dificultad de su aislamiento y puri

ficaci~n, de obteneree 1in método acertado para Pl, dicho m~ 

todo podría plicarse al aislamiento de otras proteínas. Kas 

ai1n, la conjunci6n del primer y tercer objetivos abrirían -

el cair.ino a un estudio sobre la relaci6n entre proteínas ri 

bosomales de diversas especies. Asimismo darían herramien-

tas para conseguir anticuerpos oontra estas proteínas e in

tentar estudios referntes a s u posible funci6n. A pesar de

que estas aseveraciones tienen un elemento especulat i vo, r~ 

sulta interasante contemplar las perspectivas que se abrir! 

an ante un resultado positivo de este trabajo. 
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Figu.ra 15. Patria electrefer,tieo ae preteíaa rib9-
•••al tetal del sistema bidimeJlSienal ~ 
pH 3.2 x SDS. 
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MATERIALES 

l. Material. Biol6gico. 

l.l. C~lulas. Eil el presente trabajo se emple6 la cepa de ~ 

Saccharom.yces cerevisiae A364A ATCC 22244, 

haploide (a, gal, ade l,2, ura l, hie 7, lis 2, 

tir lH74). 

2. Medios de CUltive. 

Componente 

Extracto de Levadura 

Peptona 

Agar 

Dextrosa 

Sulfato de Adenina 

Yll!-1 (Medio Parª Leyadura) 

Componente 

Extracto de Levadura 

Peptona 

Acido Succ:Cni co 

YNB (Base Nitrogenada de 
Levadura sin aminoácidos) 

Glucosa 

NaOH 

31 

Concentraci6n (g/l) 

10 

20 

20 

20 

0.03 

Concentraci6n (g./l) 

5 

10 

10 

6.7 

10 

ó 



SC (Sint6tico Completo) 

Componente 

Acido Succ!nico 

NaOH 

Glucosa 

Adenina 

Uracil• 

Lisina 

Hietidina 

Tiroeina 

YNB (Base Nitrogenada de 
Levadura sin aminoácidos) 

Concentraci6n (g/l) 

10 

6 

20 

0.02 

0.02 

0.0625 

0.05 

0.05 

6.7 

SCM (Sint6tico Completo Mat;n.esio ) . Id6ntioo al medio SC 
más 98.6 g de Sulfato de Magnesio (0.4 • MgS0

4
). 

J . Seluci6n para el Fraccionamiento Celular. 

3.1. Soluci6n amortiguadora LHB para la lisis celular. 

NaCl 0.1 ll 

!rlgC12 0.03 Id 

Trie de pH 7.4 0.01 )( 

3.2. Soluci6n amortiguadora utilizada para lavar los riboso-
mas (colch6n de sacarosa). 

Soluci6n 3.1. 

Saca.rosa 

Sulfato de Amonio 

32 

15% 
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3. 3. Seluci6n a.mortigut¡.dora 10-5 para lavar y resuspender la
fracci6n riboeomal. 

0.1 

0.01 

.M 

M 

NaCl 

HEPES 

MgC1
2 0.00001 14 

4. Soluciones para la electroforesis en geles de poliacrilami
da. 

4.1. Geles Unidimensionales al 12% de poliacrilamida-SDS. 

4.1 .1. Acrilamida recristalizada 30% 

Bie-acrilamida recristali zada o.8% en H2o bidestilada. 

4.1.2. Tris de pH 8 . 8 

4.1.3. SDS al 10% en H
2

0 bideatilada. 

4.1.4. Trie de pH 6.8 

1 

0.49 

4.1.5. Persulfato de amonio 10% en H20 bidestilada. 

4.1.6. Amortiguador para dis•lver las muestras de 

Soluci6n 4.1. 2. 

proteína. 

Soluci6n 4.1.4. 

2-(3 mercaptoetanol 

Glicerol 

Rojo de fenol al 10% 

H
2
0 

4.1.7. Amortigua dor de corrida. 

Glicina 

Tris 

Soluci6n 4.1. 2. 

H
2
0 hasta 1000 mJ. 
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1 ml 

1 ml 

0.1 ml 

1 ml 

0.1 ml 

6.8 ml 

14.4 g 

3.0 g 

10.0 ml 



4.2. Geles bidimensionales de poliacrilamida pH 3.2 x SDS. 

4.2.l. Acrilamida recristalizada al 60% 
Bis-acrilamida recrietalizada 0.4% en H20 bideetilada. 

4.2.2. Ai'.i'.ido achico glacial 43.2 ml 

TEMED 4.0 g 

H
2
0 hasta 100 ml 

4.2.3. Persul fat o de Amoni o al 0.2% en Urea 10 111. 

4.2.4. Amartiguador para disolver las muestras de proteína. 

Urea 6 M 

Acido ac~tico 0.5 M 

Sacarosa 20 ,, 
2-@mercaptoetanol l % 
Re jo de Pi ranina 0.1% 

4.2.5. Amertiguador de corrida para la l a . dimensi6n 

Acido ac~tico 0.9 N 

4.2.6. Seluci6n para equilibrar el gel de la la. dimensi6u -
p&ra la electroforesis en la 2a. dimensi6n. 

Tris 

SDS 

pH 6.8 con HCl. 

0 . 5 

l % 

4.2.7. Gel de poliacrilamida para la 2a. dimensi6n. 

Exactamente igual al descrito en el inciso 4.1. 

4.3. Geles bidimensionales de poliacrilamida pH 5.0 x SDS. 

4.3 .l. Soluci6n para preparar el gel de la la, dimensi6n. 

Acrila.mida recristalizada 

Bis- acrilamida recristalizada 

Urea 
Bis-Tr is 

4 fo 
0.1% 

8.0 
0.057 

Ajustar a pH s.o con Acido ac4tico glacial. 
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4.3.2. Soluci6n para disolver las muestras de proteína. 

Urea 8.0 M 

2- (3 mercaptoetanol 10 % 
Glicerol 10 % 
Acido acético 0.1% 

Fuchsina Básica G.01% 

4.3.3. Amortiguadores para la electroforesis en la la. dimen
si&n. 

4.3.3.l. Electrodo Superior (+) 

Bis-Tris 10 mM de pH 5.0 ajustado con Acido ac~tico 

4.3.3.2, Electrodo inferior (-) 

Acetato de PQtasio 0.179 de pH 5.0 ajustado con Acido
ac~tico glacial. 

4,3,4, Soluci6n para equilibrar el gel de la la. dimensi6n -
para la electroforesis en la 2a. dimensi,n. 

Urea 4,0 

Tris o. 5 

SDS l 1' 
pH 6,8 con HCl. 

4,3,5, Gel de poliacrilamida para la 2a. dimensi6n. 

Id~atico al descrito en el inciso 4.1. 

4,4, Gel de poliacrilamida para isoelectroenfoque. 

4,4,1, Acrilamida recristalizada 

Bis-acrilamida recristalizada 

en H2o bidestilada 

4.4.2. Anfolinas . 

19.5% 

0.531' 

4,4.3. Persulfato de Amonio al 1.5~ en H
2
0 bidestilada. 
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4.4.4. Soluci6n para disolver las muestras de proteína. 

Anfolinas 

Urea 

Sacarosa 

4.4.5. Amortiguadores de corrida. 

4.4.5.1. Electrodo superier (+) 

Acido :Foef6rico 

4.4.5.2. Electrodo inferior (-) 

Etilendiamina Zf. en Urea 6 M. 
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METO DOS 

l. Esterilizaci6n de los Medios de Cultiv0. 

A excepci6n de la glucosa al 50% y el YNB que se esteri-

lizaron por filtraci6n, con papel filtro Millipore tipo HA

con poro de 0.45 r de diámetro, el resto de las soluciones

de los medios, se esterilizaron por calor hmnedo a l20ºC a

proximadamente; es decir, a 15 lb/in2 dur ante 20 minutos. 

2. Condiciones de Cult ivo. 

La cepa se mantuvo en medio YPAD a 4º C, r esembrandose ca

da cuatro meses. Una asada de la cepa crecida en medio YPAD 

se resuspendi' en 50-80 ml de medio YM-1 y se incub6 duran

te 72 horas a 23ºC en agitador rotatorio New Brunswick mo-

delo G 76, hasta que el cultive aJ.canz6 la fase estaciona-

ria tardía (stock). El stock se mantuvo a 4° C y se renov6 -

cada cuatro semanas. 

A menos que se indique lo contrario, para todos los expe

rimentos se emplearon 2 litros de medio se inoculando con -

el stock de A364A en una diluci6n de 1:100. Los cultivos ~ 

fueron incubados a 23ºC con agitaci6n rotatoria, hasta una.

concentraci6n de 1-2 x 107 c¿lulas/ml (40 a 80 U. K. filtre 

rojo, en un color!metro Klett-Swnmerson). 

3. Preparaci6n de Esferoplaetos. 

A fin de lograr un rendimiento máximo en la obtenci6n de

prote!na riboeomal total, en ocasiones se procedi6 a la pr~ . 
paraci6n de eef eroplastos. 

Al llegar el cultivo a la f ase l ogarítmica (40 a 80 U.K.) 
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las células se cosecharon por centrifugaci6n a 5 000 rpm. 

(Sorvall modelo RC2-B) durante 5 minutos en un rotor GS-3 

de Sorvall Instrwnents y se lavaron por dos ocasiones con -

aproximadamente 50 ml de agua bidestilada esdril fría (ya.

que las salee inhiben a la glusulasa). La pastilla de cé--

lulae se resuspendi6 en Sorbitol l M estéril (10 ml de Sor

bi tol/1000 ml de cultivo) y se añadi6 glusulasa al 1% con -

respecto al velúmen de Sorbitol. Bajo este tratamiento, las 

células se mantuvieron en agitaci6n suave durante 30-40 mi

nutos; pasado dicho tiempo se transfirieron suavemente a -

medio SCM (ll evando al volúmen original del culti vo) y se -

permiti6 su recuperaci6n metab6lica durante dos horas. Una.

vez recuperados los esferoplastos, se les añadió ciclohexi

mida (100 ug/ml) y se e~friaron bruscamente virt iendolos en 

Sorbitol l K congelado. Se empaquetaron mediante centrifu-

gaci6n a 10 000 rpm por 3 minutos, deshechando el sobrena-

dante y finalmente se resuspendieron en LHB (l/10 del volú

men original del cultivo) para dar paso al fraccionamien--

to celular. 

4. Fraccionamiento Celular. 

4.1. Obtenci6n de la Fracci6n Riboeomal. 

Una vez alcanzada la concentración de células deseada, el 

cultivo se cosech' por centrifugaci6n utilizando una cen--

trífuga Sorvall refrigerada modelo RC2-B, a 5 000 rpm du--

rante 8 minutos y entre 4-10° C en un rotor GS-3. La pasti-

lla celular se lavó en dos ocasiones con 50 ml de agua bi-

deetilada estéril fría. Ya lavado, el paquete celular se 

resuependió en aproximadamente 10 ml de la soluci6n 3.1. y

se transfir ió a una botella de agitación B. Braun corres--

pondiente a un agitador de la misma marca tipo 7853030; a-

ñandiéndoee además 15 g de perlas de vidrio con un diámetro 
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de 0.45 - 0.5 mm. Se procedió a la lisis celular mediante -

pulsos de 15 segundos de agitación, seguidos de pulsos de -

reposos de igual tiempo; la ruptura se verificó al micros-

copio Óptico. Con la seguridari de haber lisado l a mayoría -

de las c~lulas ( 95%), se procedió a colectar l a suspensión 

por succión y a l avar las perlas de vidrio cuantas veces -

fue necesario, a fin de optimizar el rendimiento; juntando

al final la. s0lución de lava.do y la de lisado, hasta a.jus-

tar 180 ml y se mantuvo en hielo. 

A continuación se añadió DOC hasta. una. concent ración de -

0.5% y s e agitó magnetice.mente por 5 minutos , l uego de los

cuales s e agregó BRIJ ha.eta. 0.5% manteniendo la agitación.

Al cabo de 5 minutos se procedió a. centrifugar la. solu ción 

durante 10 minutos a. 10 000 rpm en el r otor SS-34 de Sor~

vall Instrumenta. El sobrenadante se colocó sobre 4 ml de -

s ol ución 3.2. en tubos del rotor 60 Ti de Beckman y s e cen

trifugó durante 3 horas a 55 000 rpm a 4-6ºC en una ultra-

centrifuga. Beckman modelo L8-55. Complet ada. la centrifuga-

ción el sobrenadante se descartó por succión y la pastilla.

obtenida (fra cción ribosomal) se lavó 2 veces con 2.5 ml de 

la solución 3.3. mediante ro tación cuidadosa del tubo, dee

hechando la solución de lavado. 

5. Extracción de la. Proteína Ribosoma.l Total con Acido Acético 

~· 
La fracción ribosomal obtenida como se indica anteriormS!! 

te, se resus pendió en 2.5 ml de la solución 3.3., mediante

a.gitación magnética y a.uxili andose de una pipeta Pas teur s~ 

llada en su extremo más angosto, ya que la pastilla obteni

da tiene una consistencia gelatinosa bastante firme. Disuel 

to el paquete ribosoma.l se añadieron 2.5 volúmenes de Aci do 

a.c,tico y O.l volúmen de MgCl 2 lM simul t aneamente, mante-- -

39 



niendo la agitación en hielo. Luego de 30 minutos la solu~ 

ci6n se centrifug6 a 10 000 rpm durante 15 minutos y el so

brenadante conteniendo la proteína se dializ6 colocándolo -

dentro de un tubo de diálisis, contra Acido acético 0.5 N -

durante 32 horas a 4ºC con cambios de solución cada 8 horas 

Por Último, se liofilizó y s é conservó en refrigeración. 

6. Electroforesis Unidimensional en Geles de Foliacrila.mida. 

6.1. Preparaci6n de Geles al 12% de acrilamida en presencia -
de SDS. 

Los geles al 12% de acrilamida-SDS se prepararon de 9,5 -

cm x 12 . 80 cm , en placas de vidr io de 16. 50 cm x 14.0o cm y 

s epar adores de 2-3 mm de espesor , en una cámara de electro

foresi s en placa. 

Se prepar6 un gel separ ador mezclando en un matraz Erlen

meyer de 150 ml, inmerso en hielo: 

Seluci6n Volmnen 

4.1.1. 

4.1. 2. 

4.1.3. 

12 ml 

11.25 ml 

0.3 ml 

H
2

0 6.25 ml 

esta solución se desgasific6 manteniendola al vacío durante 

60-90 segundos y agitando vigorosamente. A continuación se

ai'iadieron 25 p.l de TEMED y 120 ml de la ~oluci6n 4.1.5. re

cién preparada. Inmediatamente despiu~s la solución se vació 

entre la.e placas de vidrio cuidando de que no quedaran bur

bujas de aire atrapadas entre las placas. Con el fin de que 

el borde superior del gel quedara parejo, se estratific6 -

cuidadosamente SDS al 1% y se permiti6 que la solución poli 

merizara a temperatura ambiente. Ya que hubo polimerizado 

el gel, la soluci6n de SDS se retir6 por absorci6n. 
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Cen el ebjeto de que la.e muestras de proteína penetraran

cempactadae y al mismo tiempo en el gel separador, sobre e~ 

te se prepar6 un gel concentrador de la siguiente forma: en 

un matraz Erlewneyer de 50 ml inmerso en hielo se mezclaron 

Soluci6n Volúmen 

4.1.l. l. 33 ml 

4.1.3. 0.3 ml 

4.i.4. 1.25 ml 

H20 7.2 ml 

se desgasifi•6 la solución someti6ndola al vacío durante 

30-60 segundos con agitación vigorosa. En seguida se agreé@ 

ron 0 . 1 ml de la solución 4.1.5. reci6n preparada y 5 pl de 

TEMED. AJ. momento se vació la solución entre lae placas de

vidrio sobre el gel separador cuidando que no quedaran bur

bujas de aire atrapadas entre las placas. La polimerización 

se ll evo a cabo a temperatura ambiente. 

6.2. Preparación de las muestras para loe geles al 12% de a-
crilamida.-SDS. 

6.2.l. Proteína li•filizada. 

De la proteína ebtenida como se indica en el incise 5 de

esta sección, se tomaron 60-100 ~g y se disolvieron en 

15-20 pl de solución 4.1.6 •• La muestra se coloc& en los po 
-cilloe del gel mediante una micropipeta, toda vez que el r~ 

servorio superior había sido llenado con el amortiguador de 

corrida correspondiente. 

6. 2. 2. Proteína obtenida de gelee al 12% de acrilamida-SDS. 

El trozo de gel al lZ' de acrilamida-SDS conteniendo la -

proteína se colocó en aproximadamente 50 ml de etanol 50%,

ácido ac6tico 7% y se agitó magnetice.mente durante una hora 

con un cambio de eoluci6n a los 30 minutos. A continuaci6n-
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e·e pae6 a un matraz Erle11111eyer coa 50 ml de la eeluci6n -

4.J.6. y se agitó durante 30 minutos miaimameate. Luege de

eete tratamiento el trozo de gel ee colocó cemo muestra ea

los pocillos auxilia.adose de unas pequeñas pinzas. Previa-

mente se llenó el reeervorio superior cen am•rtiguador de -

corrida y se cuidó que ao quedaran burbujas bajo el gel uti 

lizado como muestra. 

6.3. Cendicioaee de corrida, 

Taato el reservorio superior como el inferior se llenaron 

a.a la solución 4.1.7. evitando que quedasen burbujas bajo

la parte inferior del gel. La electroforesis se realizé ha

cia el ánodo a lli Voltios desde un principio y s e detuvo -

una vez que el marcador (citocromo C) se encontraba al an

del extremo inferior del gel, lo cual ocurre alrededor de 3 
a 3.5 horas. La electroforesis ee llevo a cabo a temperatu

ra ambiente aun cuando pueden obtenerse mejores resultados

ei ae realiza a lOºC. 

1. Eleetrof•reeie bidimensieaal 6ll geles de poliacrilamida ~-
pH 3,2 x SDS. ' 

7.1. Preparaci6n del gel de peliacrilamida pH 3. 2 de la prim~ 
ra dimensi6n. 

La primera dimensión ee realizó en un gel de poliacrila-

mida de 5 mm de diámeiln x 80 mm de largo, en un tubo de v_! 

drio de 5 mm x 120 llllll. Para su preparación se utiliz4 un In,! 

traz Erlenmeyer de 50 ml inmerso ea hiele al que se añadie

nn las siguientes soluciones en el orden y cantidades que

a continuaci6n se indican: 

Soluci~m 

4.2.4. 

4.2.2. 
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4.2.1. 

~o 

1 

l 

m.l 

m.l 

-Manteniendo el matraz en hielo, se procedi6 a desgasifi-

car la seluci6n mediante eu exposici6n al vac!e por 60-90 -

segundes mínimo y ccm agi tacicSn. La solucicSn se colo c6 en -

los tubos (aproximadamente 2 ml de soluci6n por tubo) cui-

dando que no quedaran burbujas de aire en el fondo. A conti 

nuacicSn se coloc6 una capa de la soluci6n 4.2.5. evitando -

se mezcl aran y se permiti6 la polimerizacicSn a temperatura

ambiente. 

7 .1.l . Preparaci6n de las muestras. 

7.1 . 1 . l. Prote!na liofilizada. 

Se pesaron generalmente 700 ~g de prote!na que se disol-

vieron en 150-200 pl de solucicSa 4 .• 1.4. y se colocaron ao

bre el gel, mediant e una micropipeta. 

7.1.2. Condiciones de corrida para la primera dimensi6n. 

En ambos reservorioe de la cámara de electroforesis se va 

ci6 soluci6n 4.2.5. y loe geles se precorrieron durante !a

noche a 50 V, utilizando como marcador 15 pl de la eoluci6n 

4.2.5 •• Se colocaron las muestras y se llevo a cabo la ele~ 

troforesis hacia el c!todo a un voltaje constante de 110 V

durante 3 horas o hasta que el r ojo de pironina de la solu

ci6n 4.2.4. alcanz6 el fondo del gel. 

7.1.3. Equilibrio del gel cilíndrico para la eegwida dimensi6n 

El gel de la primera dimensi6n se extrajo del tubo medi~ 

te la inyecci6n de agua entre el gel y la pared del tubo a

travée de una jerillga con aguja larga (74 mm). Con el obje

to de elevar el pH del gel y variar la carga de l as proteí

nas por asociaci6n con SDS, se col oc6 e1 gel en 80 m1 de la 
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soluci6n 4.2.6. y se agit6 durante 30 minutos. 

7.2. Preparaci6n del gel para la segunda dimensi6n. 

Como segunda dimensi6n se utiliz6 un gel en placa al 12%
de poliacrilamida-SDS id6ntico al descrito en el inciso ó -

de esta secci6n. 

7.2.1. Condiciones de c•rrida de la segunda dimensi6n. 

Las condiciones son exactamente iguales a las de una ele~ 

troforesis unidimensional en geles al 12" de poliacrilami-

da-SDS, descritas en el inciso 6.3. 

8. Electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida -~ 
pH 5.0 x SDS. 

8.1. Preparaci6n del gel de poliacrilamida pH 5.0 para la pri 
mera dimenei6n. -

La primera dimensi6ll se llev6 a cabo .en un gel de 5 mm de 

ditimetre x 100 mm de largo en un tubo de vidri• de 5 mm x -

120 mm. La preparac16n de este gel fue muy sencilla ya que

coneisti' wtioanu¡ate ea vaciar en un matraz Erle1U1eyer de -

50 ml en hielo, un velúmen de la soluci6n 4.3.l. correspon

dieate a la cantidad de gel deseada y posteriormente se afi~ 

dieron 6 pi de persulfato de amonio al 10% (fresco) y 2 }11-

de TEMED por mililitro de soluci6n 4.3.1 •• A continuaci6n ~ 

esta soluc16n se deegasific6 mediante su exposic16n al va.-

c!o con agitaci6n vigorosa durante por lo menos l a 1.5 mi

nutos, completado lo ant erior la soluci6n se vaci6 en los -

tubos hasta alcanzar la altura deseada y se recubri6 con u

na capa de agua evitando en lo posible que se me~clara con.

la soluci6n de gel. Efectuada la polimerizaci6n se sustitu

y6 el agua por soluci6n 4.3.3.l. 

8.1.l. Preparac16n de las muestras. 
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8.1.1.1. Proteína liofilizada. 

Aproximadamente 700 pg de proteína liofilizada se disel~ 

vieron en 150 a 200 pi de solución 4.3.2., las mues tras as! 

preparadas se colecaron sobre el gel cen una micropipeta. 

8.1.1.2. Proteína ebtenida de geles al 12% de acrilamida-SDS. 

Un trozo de gel al 12'% de acrilamida-~DS conteni endo una

prete!na, se mantuvo con agitación durante por lo menos 30-

minutos en 50 ml de etanol 50%, ácido ac~tico 7% , y poste-

riormente en 10 m1 de s olución 4.3.2. con agitaci ón durante 

30 minutos. La mu estr a así preparada s e coloc6 s obre el gel 

de la primera di mensión con auxilio de unas pinzas . 

8.1.2. Condiciones de corri da para la primera dimensi6n. 

En el reservorio superior de la cámara (•) se c•loc6 la -

solución 4. 3 .3.1., mientras que en el inferi or(-) se cole

c6 soluci6n 4.3.3.2 •• La electroforesis ae hi zo a temperat~ 

ra ambiente y se realiz6 hacia el c6todo a 90 V hasta que -

el colorante del amortiguador de mustra alcanz6 el extreme>

inferior del gel (7 a 9 horas) . 

8.1.3. Equilibrio del gel cilíndrice par a la s egunda di mensi6n 

La extracción del gel se hizo introduciendo agua por me~ 

dio de una jeringa cen aguja larga (74 mm) entre el gel y -

la pared del t ubo. A fin de elevar el pH del gel c•mo de i~ 

troducir en ál SDS y coa ello modificar la carga de las Pz:?, 

te!nas, se col o c6 en 80 m1 de la solución 4.).4. y se mant~ 

vo en agitaci 6n magnática durante 30 minutos. 

8.2. Preparación del gel de la segunda dimensión. 

La segunda dimensión consistió en un gel al J.2% de polia.

crilamida-SDS en placa, cuya preparación s e describe en el-
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inciso 6. 

8.2.l. Condiciones de electroforesis para la segunda dimensi6n 

Se siguieron las mismas condicienee establecidas en el i~ 

ciso 6.3. para electroforesis unidimensional en. geles al 

12" de poliacrilamida.-SDS. 

9. Isoelectroenfogue en gel de poliacrilamida. 

El sistema de isoelectroeafoque se compueo de una capa de 

gel de poliacrilamida (70 mm de longuitud)y una capa de so

luei6n (12 mm de alto) sobrepuesta a la capa de gel. Ambas

capas centenían 2~ de anfolinas, Orea 8M y Sacarosa al 5% . 

9.1. Preparaci6n del gel de poliacrilamida. 

Fue un gel cil:Cndrico de 5 mm x 70 mm. Para preparar dos

mililitros de soluci6n de gel (casi 1 .6 ml per tubo), en un 

tubo c6nico graduado ee disolvieren 0.96 g de Urea ea H20 -

hasta alcanzar un velúmen de 1. 3 lll y se afiadieron 0.5 ml -

de soluci6n 4.4.l. y 0.1 ml de eoluci6n 4.4.2 • • A continua

oi&n se deegasific6 la solución mediante su expoeici6n al -

vacíe y con agitaci6n vigorosa. Posteriormente ee añadieron 

O.l ml de la soluci6n de persulfato de amenio al 10% (fres

co) y 1.5 f1 de TEMED, que se mezcla.ron mediante rotaci6n.

lllUllediatamente la seluci&n de gel se va ci6 a los tubos (ya

que la polimerizacián se efect~a muy rápiao) hasta alcanzar 

70 mm de altura a partir del fondo y se recubri6 con agua,

la cual luego de 1 a 2 horas fue reemplazada por soluci6n -

9.2. Preparaci6n de las muestras. 

Se utilizaren como muest ras las maLlchas correspondientes

ª la proteína Pl en sus dos fo rmas, obtenidas en sistema e

lectroforético bidimensiona:J, pH 3.2 x SDS. Antes de ser so

metidos a electroenfoque, loe fragmentos de gel se coloca--
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r&a en un matraz Erlenmeyer con 50 ml de ácido acético al -

7~, etanol al 30% y se mantuvieron con agitaci6n magnética

durante 1 hora con cambie de soluci6n a los 30 minutos. A -

conjinuaci6n se transfirieron a 15 ml de acetona a -20ºC y

se agitaron hasta quedar deshidratados {aproximadamente 15-

minutos). Se descart6 la acetona y a los fragmentos de gel

se les pae6 una ligera corriente de aire con el fin de eli 

minar la acetona completamente. Per Último los fragmentos -

de gel fueron rehidratados en 2.5 ml de soluci 6n 4.4.4, y! 
gitados a temperatura ambiente durant e 15 a 20 minutos o -

hasta il.lcanzar l a densidad de la selución. Las muestra.a aa! 

trat adas fueron colecadas so bre el gel par a isoelectroenfo

que y se recubrieron con solución 4.4,4. hasta alca.azar una 

altura de 82 mm a partir del fondo del gel. 

9,3. Condiciones de corrida. 

En el reservorio superior (+), sobre la solución 4.4,4, -
que recubría las muestras se coloc' cuidadosamente ácido -

fosf6rico al l.?~. ER el reservorio iaferior, se coloc6 una 

solución de etilendia.mina al 12"~ en Urea 6K. El iaoelectro

enfoque se realizó en un cuarto frío cen una corriente con.!! 

tante de l mA/gel hasta alcanzar W'il voltaje de 150 V y a -

partir de ese momento a veltaje censtante de 150 V p•r 15 -

horas más. 

10, Tinción de los geles de poliacrilamida. 

Todos los geles se tiñeron mediante 40 a 45 minutos de a

gi taci6n en Azul Brillante de Coemasie G-250 al 2% en ácido 

acético al 7~, metanol al 50%. A excepción de los geles de

isoelectroenfoque, loe cuales antes de ser teñidos se colo

caron en Azul Brillante de Coomaeie G-250 al 2" en ácido -

tricloroacético al 12.5~ por una hora y luego en H20 bidee-
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tilada durante 2 a 3 horas con cambios a los 40-45 minutos; 

el resto de los geles ee tiñ6 inmediata.mente despu~s de co~ 

pletada la electroforesis. La fijaci6n de los geles de iso

electroenfoque en ácido tricloroac~tico antes de ser teñi-

dos,reduce bastante la intensidad del color de fondo provo

cade por las anfolinas. Les geles fueron desteñidos agitan

dolos durante toda la noche en ácido ac~tico al 7%, metano! 

al 30~. Nuevamente los geles de isoelectroenfoque fueron la 

excepci6n en cuanto al tiempo necesario para ser deteñidos

Y en cuanto a la visualizaci6n de las bandas de proteína, -

ya que mientras en los demás geles ambos procesos implica-

ban un máximo de 18 y 6 horas respectivamente, en ~stos las 

baadas tardaban en ser visualizadas hasta tres d!as. 
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RESULTAOOS 

l. PatrcSn Kl.ectroforhico de la Proteína Ribosomal Total. 

1.1. Electroforesis Unidimensional. 

La electroforesis unidimensional en geles es wi método -

simple y rápido para la caracterizaci6n de proteínas, que -

permite la separaci6n de ést as no solo de acuerdo a su car

ga sino también de acuerdo al tamafio y forma de l as molá--

culas. Sin embargo, este método se muestra i~suficiente --

cuandG la mezcla a ser examinada consiste de numerosas pr<»

te!nas de carga y tamaño similares. Pese a este inconvenie~ 

te, la electroforesis unidimensional en gel es una herra--

mienta muy i1til al caracterizar una proteína o prote:!nas -

componentes de un organelo, como en el caeo del ribosoma. -

De hecho, la primera evidencia de que existían varias pro-

te!nas en el ribosoma fue proporcionada por un fracciona--

miento electroforático en gel. En la figura 16 se muestra -

el patrón electroforético unidimensional de la prete:!na ri

bosor:ial total obtenido en un gel de poli acrilamida al 12% -

en presencia de SDS. Debe señalarse que no obstante la bue

na resolución que se obtiene en este tipo de gel, no es po

sible obtener sino un niiinero reducido de bandas de proteína 

qebido a que la mayor parte de las prete!nas ribosomales -

s on de caracter b~sico y con pesos moleculares muy estre--

chos que oscilan entre 15 000 y 35 000 daltones, lo que pro 

voca superposici6n de algunas y la migración muy :!ntima de

otras, con lo cual una clara distinci6n se hace imposible.

En el caso de la prote:!na motivo de este trabajo (Pl), no -

existen estos problemas ya que se identifica muy claramente 
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Figura 16. Patr'n eleot refer ,tie• uniaimensienal de
la prete!na ribosemal. t• t al (80 a 100 g) 
ebteniie ea un gel de pel iacrilamita al. -
121' en preaeneia i e SDS. Se iadica la b8;! 
da oerreapenaiente a Pl/Pl • • 

50 



come la tercer banda hacia abajo a partir .del extremo s upe

rior del gel. Not ese el doblete ~ue aparece en la región co 

rrespondiente a la proteína Pl, el cual puede sioiificar u

na leve di ferencia en peso y/o carga entre Pl y Pl'; sin em 

bargo no siempre aparece al realizar la electro fores is. 

1.2. Electrof0resis Bidimensional pH 3.2 x SDS. 

Dad a la poca resolución de la electroforesis unidimensio

nal parR caracterizar complejos protéicos ribosomales, se -

desarroll6 l a electroforesi s bidime~sional en geles de poli 

acrilamida (6 4), la cual es también un método rápido y muy

reproducible ya que las manchas de proteína ocupan posicio

nes específicas en la placa y sus valores de Rf pueden CUfl!! 

tificarse del punto de partida a ambas direcciones de migr~ 

ci6n, lo que permite una determinaci6n inequívoca de su po

sición. 

Gracias a l a electroforesis bidimensional se ha podido c~ 

racterizar entre 70 a 80 el número de prGte!nas ribosomales 

en eucariotas y la subunidad a l a que pertenecen (65). Dada 

la solubilidad de las proteínas ribosomales en urea, es co~ 

prensi ble la uti l idad que repr esenta una electroforesis bi

dimensional cuya primera dimensi6n se realice en un gel de

poliacrilamida que contenga urea y que además sea ácido da

da la basicidad de las proteínas ribosomales. En base a es

tas consideraciones se empleó el sistema bidimensional des~ 

rrollado por Panyim y Chalkley (06) modificado por Campos -

(62), quien ha caracteri zado en este sistema electroforé--

tico a la fosfoproteína ribosomal Pl/Pl'. La figura 17 mue~ 

tra el patrón electroforético bidimensional de la prote!na

ribosomal total obtenido con el sistema pH 3.2 x SDS. 

1.2.l. Localización El.ectroforhica de Pl/Pl'. 

La introducción de SDS propues ta por Campos ( o2) en la s~ 
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rr==pH 3.2, 

sos 

8 

Figura 17. Patrln eleotr•f•r~tic• de pr•te!na rib•
eemal. tetal {600 a 700 ug) ebtenii• cen
el sistema bidimensienal pH 3.2 x SDS. 
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gunda dimensi6n del sistema de Panyim y Chalkley, di6 como

reaultado una mejor separaci6n de las prote!nas más pesadas 

entre éstas, Pl/Pl'. En la figura 18 pueden observarse las

manches de prote!na correspondientes a Pl/Pl'. Notese que -

la forma fosforilada se queda al origen en la primera dimen 

si6n y en la segunda pueden verse claramente las dos formas 

además de un barrido que las interconecta. Comparese la re

soluci6n as! obtenida con el sistema original mediante el -

cual Zinker y Warner describieron la presencia de Pl (figu

ra 19). 

Contar con un sistema electrof orético que permite la res~ 

luci6n de Pl/Pl', que es el material de este trabajo, es i~ 

dispensable para el conocimiento detallado de los componen

tes individuales de este complejo. 

l.J. Migraci6n de Pl/Pl' luego de tratar el paquete ribosomal 
con RNasas. 

Se ha postulado que Pl/Pl' se encuentra unida a un frag-

mento de ARN ribosomal, lo que explicaría su retenci6n al ~ 

rigen de la primera dimensi6n. Dado que existen proteína ri 

bosomales que se encuentran en una situaci6n similar, es d~ 

cir, unidas a un fragmento de ARN y al tratarlas con RNasas 

·se altera su migración en el gel ( 67); se decidió tratar el 

paquete ribosomal con la RNasas Tl y A durante una hora a -

37ºC antes y después de la extracci6n de la prote!na ribos~ 

mal total, a fin de saber si en Pl/Pl' ocurr!a algo similar. 

En la figura 20 se observan los geles correspondientes. El.

resultado en ambos casos fue similar, esto es, no hubo va.-

riación en la migraci6n de la prote!na Pl/Pl'. 

2. Establecimiento de un Sistema Electrofor6tico Tridimensional 

A pesar de que recientemente se han desarrol l ado métodos

para la separación de las proteínas r ibosomales, tal es como 
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rr=pH 3.2. 
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Pl 
Pl'--

, 
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Figura 18. Caraoterizaci'n de Pl/~l' en el eiatema 
de electr•f oresis bidimensi•nal. de ~ 
Panyim y Chalkley (66) m•dificad• p•r -
caap•s (62). 
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Figura 19. Patr6n electrofer6tic• de pr•te:!na rib•
semal t•tal ebtenii• per Zinker y Warner 
cen el sistema de Panyim y Chalkley (66). 
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Figura 20. Patr4n electrefer6tic• bidimensienal de 
prete!na ribeaemal tetal (600 a 700 ~g) 
ebtenid.• al tratar oen la BNasa ~l y A
l hera a 37ºC, antes y d.epuh d.e extra
er la prete!na cen áci d• ac~tice. Ne -
hubo diferenci a n•t able en ningdn caso. 

56 



columnas (68), su uso resulta difícil para la identifica--

ci6n de cantidades muy pequeñas de proteína, por lo que si

gue siendo más i1til (al menos para este prop6sito) la elec

troforesis bidimensional en gelee de poliacrilamida. A pe-

sar de su gran capacidad de resoluci6n, no se ha estableci

do del todo, si cada mancha en el gel bidimensional repre-

senta una s ola especie de proteína; por lo que se ha desa.-

rrollado la llamada electroforesis tridimensional (69) que

consiste en aislar las manchas de proteína obtenidas en una 

electroforesis bidimensional y someterlao una vez más a e-

lectroforesis. 

El sistema parte de la electroforesis bidimensional pH 3,2 

x SDS y varía en lo referente al gel utilizado para la ter

cera dimensión. En oca~iones como tercera dimensión se em-

pl eÓ un gel al 12% de poliacrila.mida-SDS y en otras, el gel 

correspondiente a la primera dimensi6n del sistema pH 5.0 x 

SDS. En el primer caso, el procedimiento luego de recortar

la mancha correspondiente a la proteína deseada, fue el de

colocarla en 50 m1 aproximadamente de la solución 4.2.6. y

mantenerla en agitación durante 30 minutos a temperatura am 

biente. A continuación se colocó como muestra en una placa

·de gel de acrila.mida-SDS y se corrió como un gel unidimen-

sional tal como se describió en la sección de M~todos. El -

segundo caso se describe en el inciso 3.2. de esta sección. 

La figura 21 muestra el resultado obtenido al someter a -

Pl/Pl' y el barrido, a una tercer& dimensión en presencia -

de SDS. El método resultó útil al tratar de saber por comp~ 

ración del peso molecular relativo, si la proteína con la -

que se trabaj aba correspondía a Pl/Pl'. En la figura 22 se

puede ver que la electroforesis tridimensional se puede a-

plicar con igual efectividad a las dos pro teínas más pesa--

das. 
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Pigv.ra 21. Sieteaa de eleotl'9f•reaia triclimensi•nal 
pHJ.2 x SDS. A) Pr•te!na ribee•mal t•tal 
B) Pl', C) Barriie, ~) Pl. 
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Figura 22. Sistema de electreferesis tr1'1mensi•Wll 
pli 3.2 x SDS. A) eit•creae C, B) Pl, -~ 
C) L2, D) Ll, E) Patr6n unidimensienal -
de preteína rib•e•mal total. 
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3. Caracterización Electroforética de Pl/Pl' en el Sistema Bi
dimensional pH 5.0 x SDS. 

3.1. Patr6n Electroforhico de la Proteína Ribosomal Total. 

Dentro del estudio electroforético de las proteínas ribo

somales, se encuentran dos sistemas bidimensionales que han 

sido empledos con mayor amplitud y que se consideran indis

pensables en l a aceptación de una proteína como ribosomal.

Tales sistemas son los de Kaltschmitt y Wittma.nn (pH 8.6 x

pH 4,8) (70 ) y el de Mets y Bogorad (pH 5.0 x SDS) (71). El 

primero tiene la propiedad de discriminar entre proteínas ~ 

cidas y básicas, mientras que el segundo s6lo permite la mi 

gración de aquellas proteínas cuyo punto isoeléctrico es m~ 

yor de pH 5.0 (recuerdese que la mayorí a de las proteínas -

ribosomales son básicas). Las figuras 23 y 24 muestran el -

patr'n electrofor6tico de la proteína ribosomal total obte

nido con estos sistemas respectivamente. 

3.2. Localizaci6n Electroforética de Pl/Pl' en el Sistema --
pH 5.0 x SDS mediante Electrofores is Tridimensional. 

En el inciso 2 se eetableci6 un sistema electrofor6tico -

tridimensional en el cual como tercera dimensi6n se utiliza 

una placa de poliacrilamida- SDS, y en ocasiones el gel co-

rrespondiente a la primera dimensión del sistema pH 5.0 x -

SDS. Se describi6 el procedimiento utilizado en el primer -

caso, ahora en este punto se describe la secuencia empleada 

para el segundo caso, Como se menciona en su oportunidad, -

el sistema electroforético tridime ns i onal parte del sistema 

pH 3.2 x SDS. Una vez separada la proteína en cuestión, se

coloc6 en 50 !lll de una solución de etanol 50% s ácido ac6-

tico 7% y se mantuvo en ag~tación durante un mínimo de 30 -

minutos. Completado ese tiempo, la r ebanada de gel se tran~ 

firiÓ a 20 ml de solución 4.3.2. y s e a gitó hasta que el - 

gel se embebi ó de l a s olución (15 minutos aproximadamente). 

60 



1 
Figura 23. Patr'n electrefer~tic• de la prote!na ri

bosemal. tetal resul.tante en el sistema de 
Mets y Begerad ('ll). Notese la regi'n va-. ' 
o!a entre L2 y el resto de las prote!nas. 
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Figura 24. 

e·~--- pH 8.6 

._, 
S26 - ,,. • -- S7~-

S28 

L37 
-~ SJO 5 29 --

Patr~n electrofor~tic• bi dimensional obte 
nide cen el sistema ie Wittmann (70) en: 
el cual. pueden distigui ree las prote!naa
'eidas en el lado izquierd• (ánode) y lae 
prete!nas básicas (la mayor!a), al. lade -
dereche ( cáteie). Notes e la mancha en la
zena correspondiente al. erigen de l a pri
mera di mensi,n. 
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A continuación se colocó el gel sobre la primera dimensión

(pH 5.0) y se recubrió con solución 4.3.2. y/o proteína ri

bosomal total que sirva como fondo. La figura 25 muestra la 

validéz del método para las proteínas 11 y 12, mientras que 

en la figura 26 se observan las localizaciones de Pl y Pl', 

obtenidas mediante este sistema. 

4. Determinación del punto Isoeléctrico de Pl/Pl'. 

El isoelectroenfoque en geles de poliacrilamida es el mé

todo selecto para determinar puntos isoeléctricos (pI's) de 

polipéptidos o proteínas. Un perfil exacto del gradi ente de 

pH a través del gel es indispens able para obtener cuanti f i

caciones pre.cisas de los puntos isoel éctricos. Algunos mé-

todos utilizados para determinar el perfil del gradiente de 

pH, se basan en recortar el gel en rebanadas delgadas , elu

ir con agua y cuantificar el pH potenciometricamente. En el 

presente trabajo se emplearon marcadores de pl's bien cara~ 

terizados, que se distribuyen como bandas nítidas permitien 

do con ello mediciones simples pero confiables, del perfil

del gradiente de pH a lo largo de los geles. Una ventaja -

más de dichos marcadores es que pueden utilizarse como ind! 

cadores de la calidad del enfoque e inclusive seguir el de

sarrollo de éste. 

4.l. Punti> Isoeléctrico de Pl. 

Se determi nó empleando una vez más la electroforesis tri

dimensional, aunque en este caso la tercera dimensión se --

1rj.6 representada por un gel de disco para isoelectroenfoque 

como se describe en Métodos, a partir de la proteína aisla.

da del sistema pH 3.2 x SDS. Solo debe mencionarse que se -

emplearon hasta cuatro fragmentos de gel sobrepuestos, sin

que ello le res tara resoluci6n al sis tema. 

En la figura 27 ee mues t r a el gel donde se obs erva Pl lu~ 
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Pigura 25. Illectnfereeis trid.i.mensienal.. Sisteaa pH 
3.2 x SDS seguii• por eleo~nforesis pH -
5.0 x SDS. A) Ll resalta entre un fende -
d.e pnte!na ribeeemal. tetal.. B) L2 resal
•• 1 se aprecia en cencentraci4n semejan
te a Ll. 
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rr==-p-H-5-.0---------------~ 
sos Lt. 
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Pi1P1 

.. 
· ... ... 

Figura 26 . caracterizaci'n de Pl/Pl' en el sistema 
pH 5.0 x SDS, mediante el sistema trid! 
mensienal. 
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go de haberse realizado el isoelectroenfoque, en un rango -

de pH de 3.5 a 10. En la figura 28 puede observarse el pa.-

tr6n electroforético de los marcadores con pI's conocidos y 

su designación. En la figura 29, se tiene por interpolaci6n 

el pI de la proteína Pl obtenido a partir de la distribu--

ci6n isoeléctrica de los marcadores con pI's conocidos. 

Se realiz6 el isoelectroenfoque en un rango más estrecho

de pH (2.5 a 6.5), a fin de establecer con mayor presici6n

el pI de Pl; el resultado se muestra en la figura 29. N6--

tese que el número de bandas adjuntas a la banda principal

es mayor en este caso, que cuando el isoelectroenfoque se -

realiz6 en el margen de pH de 3.5 a 10. El pl calculado fue 

de pH 4.71. 

4.2. Punto Isoeléctrico de Pl'. 

El punto isoeléctrico de Pl' ·se determin6 de igual forma

que el correspondiente para Pl. En la f i gura 31 puede apre

ciarse que Pl' a diferencia de Pl, aparece como una sola -

banda bien definida dentro del rango de pH de 3.5 a 10. Ob

s,rvese además que tanta su posici6n en el gel como el va.-

lor de su pI son distintos a los correspondientes para Pl. 

5. Establecimiento de un Método de Electroeluci6n de Proteínas 

El conocimiento detallado de los cor.nponentes ribosomales, 

hace necesario el aislamiento iadividual de los mismos, lo

cual no es fácil. En el presente trabajo se des cribe un mé

todo de electroeluci6n a partir de geles al l~~ de poliacri 

lamida-SDS cuyas características principales son: rapidez,

sencillez y sobre todo un alto rendimiento de recuperaci6n. 

Este m'todo se basa en la carga negativa que adquiere la-- · 

pr<tte!na luego de permanecer en contacto con SDS y con ello 

su migraci6n hacia el ánodo, al ser sometida a una corrien

te eléctrica de 110 V durante 4 horas. Las tres proteínas -
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(-) 

Figura 27. Electroforesis tridimensienal en la cual 
la tercera iimensi'n correspenie aJ. is•
electreenfoque de Pl en un rang• de pH -
3.5 a pH lO. Netese la presencia de ban
das d'biles 4ebajo de la banda principal. 
que cerrespende a Pl. 
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(+) 

____ aaileglucesidaaa pl= 3.5 

---~-laeteglebuliaa A pI= 5.2 

-~id.rasf c~rpfaica B de 
- ~B::~f~r,~3~é.i.Hca de caba.-
----1entF1 lecti•a media pl= 8.45 

-tripaiúge•• pI= 9.3 

(-) 

Figura 28. Patr6n electrofor6tico de los marcadores 
cen pI~s cenocides. 

1.0 

9 

8 

7 

6 

5 •-Pl • 
4 

3 
l._ 2 3 4 5 6 7 8 

(-) aigraci'n ( c:m) (+) 

ligura 29. Determinaci'n del pI ae Pl por interpol~ 
cib. plm 4. 71 
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{+) 

- pepaiÚg••• pI= 2.8 
aaileglucesiiasa pI= 3.5 -

____ r•j• de metil• pI= 3.75 

glucese. exid.asa pI= 4.15 -

Pl-
- iahibiier ie tripsina 

d.e a•J& pI= 4.55 

-lacteglebl.ü.ine. pI= 5.2 -----

- anhi d. rasa carb'ni ca B 
ie bevin• pI= 5.85 

e.nhidrasa ce.rb,nica B de -
huma.no pI= 6.55 

(-) 

Figure. .}(). Pl sometida. e. isoelectreenfeque en un ran 
ge m€s estrecho de pH. Se señalan lee mar 
caderes y sus pI's respectivos. Obs~rvese 
el incremento en el n6mero de bandas se-
cunde.rías. 
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A (+) B (+) 

-Pl 
Pl'- -Pl' 

(-) l-) 

Figura 31. A) Lecalizaci'n ieeelectrefer6tica de Pl'. 
B) C.aparaeiln te la leoa1izaoiln ie Pl'-

•n. la 4e Pl. 

10 

• 
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6 

5 •-Pl' 

4 
• 

3 
l 2 3 4 5 6 7 

(-) aigrao1'n (•) (+) 

Figura 32. Determiaaci'n gr'fica iel pwt.t• i••el6o--
tric• ie Pl ' . pI~ 5.2 
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más pesadas obtenidas mediante electroforesis bidimensional 

pH 3.2 x SDS, que incluyen a Pl/Pl', se sometieron a este -

procedimiento y el resultado se muestra en la figura 33. 

6. Identificaci6n del Caracter de Proteasa de Pl. 

6.l. Incubaci6n de Pl a 4ºC luego de su Electroeluci,n. 

Durante el desarrollo del método de electroeluci6n referi 

do anteriormente, se encontr6 que la proteína Pl presenta ~ 

na actividad enzimática de tipo proteasa. Luego de haber si 

do sometida a electroeluci6n, la soluci6n con la prote!na -

Pl, se mantuvo alrededor de 14 horas en refrigeraci6n para

su posterior análisis electroforético en gel unidimensio--

nal. Al realizarse este iU.timo, se encontr6 una banda prin

cipal correspondiente a Pl y por deba jo de ésta una serie -

de bandas bien definidas que sugieren degradaci6n. Este he

cho se observa claramente en la figura 35. No se realiz' -

ningdn otro estudio referente a la especificidad o condici~ 

nea 6ptimas de dicha actividad proteol!tica. 

6.2. Trat8llliento con Fosfatasa Alcalina. 

Con el objeto inicial de saber si la migraci&n electrofo

rética de Pl' pod!a alt erarse al eliminar sus grupos fosfa

to y concentrarse en la posici6n correspondiente a Pl, el -

paquete ribosomal fue sometido a un tra~amiento con fosfat2 

sa alcalina antes y después de extraer la proteína con ár--

cido acético, en fonna análoga al tratamiento con RNasas. -

La proteína obtenida en ambos casos fue analizada electro-

foreticamente en el sistema pH J.2 x SDS. El resultado del

tratamiento con foefatasa alcalina luego de haber extra.ído

la proteína fue negativo, es decir, el patr6n original (fi

gura 17) se mantuvo sin alteraci6n alguna (no se muestra el 

gel correspondiente); mientras que el resultado obtenido al 
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Figura 33. Electrefereaie wri.dimenei en&l. de prete!Aa 
purificaia mediante el •'t•a• de electr•
eluci,n. Lee detalles se ieacriben eA el
texte. A) citecromo C, B) Prete!na Ll, -
C) Prete!na riboeemal tetal. 

72 



Figura 34. Electreferesis unidimensioaal de la pret~ 
ína Pl purificaia mediante el m6tod• de ~ 
lectr•eluci,n. A y e correspenden a pro-
te!na rib•s•mal total utilizada c•m• mar
cador, B) Pl. 
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2 3 

Pigura 35. Análisis electref• rétic• unidimensi•neJ. 
de Pl electroelu!da 7 mantenida a 4°C -
durante 14 hGra. apreximadamente. 
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tratar previamente u la extrecci6n de prote!na es el que s e 

muestra en la figura 36, en la cual se observa que lejos de 

aumentar la concentraci6n de Pl, 6sta desaparece al i~ual -

que Pl' y el barrido que las interconecta. Es te resul·tado -

es congruente con el hallazgo de le. actividad ;i roteol!tica

asociada a Pl y sugiere un mecanismo de autoregulaci6n en -

l &. concentraci6n de Pl mediado por la f osfori l a ción- des fo s 

f ori l a ci 6n de l a misma. 
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rr= PH3.2 8 

sos 

citC 

Pigura 36. Patr6n electroforétice obtenido al remover 
el fesfato de los ribesemas cen fosfatasa
alcalina antes de la extracci'n de proteí
na con !cido acétice. Apreximadamente lO -
D.O. de ribosomas se incubaron a 37ºC du-
rante una hora oen l ml de fosfatasa alca
lina (l mg/ml) en O.l.M Tris, 0.4M NaCl, -
pH 7.6 (40), 
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DISCUSION 

l. Caracter!eticae Electroforéticae de Pl/Pl'. 

1.1. Electroforesis Unidimensional. 

La electroforesis unidimensional en geles de poliacrilam~ 

da es un método simple y rápid• para caracterizar proteínas 

debide a que las separa no solo de acuerdo a la ca rga, sino 

t8lllbién de acuerdo al tamaño y forma de la mol,cula. Por lo 

anterior, se utiliz' inicialmente para identificar a Pl/Pl' 

entre el conjunto de proteínas ribosomales. En eu trabajo -

Campoe (62) señala que Pl/Pl' corresponde a la tercera ban

da en direcci6n al finodo a partir del origen (figura 16) en 

un gel de poliacrilamida al 12"fo en presencia de SDS. Debe 

notarse la presencia de un doblete en la regi6n señalada, -

que llev6 a pensar inicialmente que podría tratarse de una

diferencia en peso, carga o ambas entre Pl y Pl'. Como se -

señala en la secci6n de Resultados, dicho doblete no es re

producible, lo que sugiere que existen dos posibles explic! 

.ciones: una, pensar en una posible diferencia en cuanto al

ndmero de residuoe fosfato unidos a la proteína bien como -

condici6n o como ~onsecuencia de su funci6n, a semejanza de 

S6 que se ha encontrado en un estado multifosforilado (50)

y dos; una leve diferencia entre eus estructuras primarias, 

argumento poco probable ya que de ser el caso, el doblete -

señalado se observaría claramente en la mayoría de las ve-

cés . campos (62) intent& probar la primera de las posibili

dades mencienadas mediante m~rcaje con 32P, a semejanza del 

hallazgo de S6 en estado mult ifoeforiladQ, mas no logr6 de

mostrar a Pl y Pl' como bandas bi en diferenciadas. El resu! 
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tado aporta una evidencia ~-- aunque débil ~~ de un est! 

tado multifesferilado que dadas las experiencias actualee,

s6lo se podría comprebar mediante un ensayo de isoelectroen 

foque con proteína marcada con 32P. -

La electroforesis unidimensional resulta insuficiente --

cuando la mezcla a ser examinada consiste de numerosas pre

teínas de carga y tamaños similares, como es el caso del ri 

bosoma. En el presente trabajo se emple6 unicamente como mé 

todo de identificaci6n y para confirmar la presencia de --

Pl/Pl' ---- que salvo la cuestión del doblete, la regi6n en 

la que migr6, nunca vari6 ---- y el comportamiento electro

forético del resto de la proteína ribosomal. 

1.2. El.ectroferesis Bidimensional pH 3.2 x SDS. 

El emplee de este sistema electroferético, precie6 aiS.n -

ª'ª la identificaci6n de Pl/Pl' entre el total de proteí--

na ribeeemal. Cen la modificaci6n introducida por Campos -

(Métodos 7.2.) se logran apreciar cla.Tamente las dos formas 

de Pl interconectadlas por un barrido (figura 18), l• que p~ 

rece apoyar la supoeici6n de que Pl/Pl' se encuentra en di

ferentes estados de fosforilaci6n. Al comparar el patr6n e

lectroforéti co así obtenido, se aprecia una mayor resoluci6n 

que con el descrito por Zinker y warner (figura 19). Inclu

so permite la separaci6n de Pl, Pl' y el barrido a fin de -

realizar estudios de manera separada; además la distancia -

de migración o la resolución no dependen en Wl amplio mar-

gen, de la concentraci6n de proteína. Otro aspecto import~ 

te es que en este sistema la forma fosforilada de Pl se qu~ 

da en el origen de la primera dimensi6n, lo cual puede de-

berse a tree posibles causas: l) La uni6n entre Pl/Pl' y u

na mol~cula de ARN, específicamente el rARN 5S (63) cuyos -

grupos fosfato provoquen dicha retenci6n; 2) Que Pl/Pl' po-
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sea varios grupos fosfato que sean los responsables del fe

n6meno; 3) Que se den los dos casos anteriores de manera -

conjunta. Las posible razones enumeradas son difíciles de -

dilucidar marcando con 32P unicamente. Se ha compro~do que 

algunas proteínas ribosomal.es unidas a mol,culas de ARN su

fren alteraciones electrofor,ticas luego de haber sido ex-

puestas a la acci6n de RNasas (67). Tomando lo anterior co

mo base, se someti6 una muestra de proteína ribosomal al e

fecto de las RNasas Tl y A, antes y despuáe de extraer la -

proteína con ácido ac,tico. No se apreció ninguna altera--

ción significativa en la migraci6n de Pl/Pl' (figura 20). -

Pese a que esta prueba sugiere la presencia de varios gru-

pos fosfato en la proteína, la molácula de ARN pudiera ee-

tar protegida de alguna forma y no se descarta totalmente -

su presencia, En este punto existe cierta divergencia entre 

las hip6tesis de Campos y las derivadas de este trabe.jo, ya 

que mientras ~l se inclina a sugerir que el fosfato de la -

mol~cula de ARN es responsable principal de la retenci6n al 

origen (lo que no explica totalmente la presencia del barri 

do que interconecta a Pl y Pl'), aquí se sugiere de acuerdo 

a los resultados ebtenidos, la existencia de un estado mul

tifosforilado y que la presencia de ARN (si ea que se en--

cuentra unido en las cendiciones de trabajo}, sea un frag- 

mento suficientemente pequ.éiio para que las RNasas no puedan 

actuar sobre el. Lo cierto es que no se tiene evidencia de

finitiva al respecto. 

El sistema electrofor6tico pH 3.2 x SDS sirvi6 como fuen

te de obtención de Pl, Pl' y el barrido, para trabajos pos

teriores. Además sirvi6 como referencia electroforética del 

comportamiento de Pl/Pl' luego de haber sido s ometida a di

versos tratamientos. 
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2. Caracterizaci'n Electreforética de Pl/Pl' en el Sistema Bi
dimenaional pH 5.0 x SDS mediante Electr•f•resis Tridimea-
sional. 

C•n la idea de establecer ai las manchas ebtenidaa en el

sistema de electreferesis bidimensienal pH 3.2 x SDS (Pl, -

Pl' 7 el barrido que laa interconecta) correspondían al miA 

mo tipe de proteína, se procedi6 a establecer u.n sistema e

leetref•réti c• que permitiese probar tal suposición, es de

cir, desarrollar un método adecuado para el análisis de pr~ 

te!nae indiviauales. Con esta idea como •bjetiTo se lleg6 -

al establecimient• de una electrof•resis tridimensienal que 

permiti6 probar la identidad electroforética entre Pl, Pl'-

7 el barrido (figura 21). A fin de comprobar la efectividad 

del procedimiento y eliminar la sospecha de algl1n artificio 

técnic•, las prete!nas Ll y L2 fueron sometidas al mismo -

tratamiento, •bteniendese resultados positivos (figura 22). 

Pr•bada la efectividad del m'todo en cuesti6n, unicamente 

se adapt' al sistema bidimensional pH 5.0 x SDS c•n el fin

de caracterizar a Pl/Pl' en éste, ya que no fue visualizada 

ni p•r Zinker y Warner (56) ni por Warner y Gorenstein (55) 

Por el comp•rtamiento electroforético de Pl, Zinker y War-

ner concluyeron que podía tratarse de una proteína neutra y 

su aparente ausencia del sistema pH 5 . 0 x SDS pareciera co~ 

firmar tal sup•sicién. 

Nuevamente las prete!nas Ll y 12 fueron sometidas a elec

troforesis tridimensienal come prueba centrol. Loe resulta

dos obtenidos aseguran la eficiencia del m~todo, identifi-

candose por vez primera a Pl/Pl' en el sistema pH 5.0 x SDS 

(figura 26). N•tese la localizaci6n de Pl en el sietema de

Mete y Bogorad; ei se correlaciona eete resul.tado con lee -

patrones electroferéticos de proteína ribesomal total a --

pH 3.2 x SDS y uniaimensional,se aprecia en loe tres, que -
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Pl •e lecaliza c•mo la tercer mancha en direccién al á.nodo

a partir del erigen. De hecho la cerrespondencia con la pr~ 

teína ribosomal total utilizada como marcador es muy estre

cha lo que da una prueba mis de la presencia de Pl/Pl' en -

el ribosoma. Resta per aclarar el metivo per el que se man

tiene cerca del erigen durante la primera dimensi6n. A este 

respecto la determinaci6n de su pl puede proporcienar la in 

formaci'n necesaria, p•r lo que el mátode tridimensional 

propuesto se aplic' a la obtención de dicho valor. 

Respecto al mét•do en sí, es importante señalar que duran 

te el transcurso de la tercera dimensi,n, el azul de Cooma

sie unido a las preteínas, desde la segunda dimensi6n, no -

migró. Se recomienda no considerar la migración de dicho e~ 

lorante como indicador de la migración de la proteína en 

cuestión. La Yisualización de Pl en el sistema tridimensio

nal depende de la cantidad de proteína con la que se traba

je, en cendicienee normales no se legra visualizar sino una 

mancha muy ligera la cual ee arriesgado identificar ceme 

Pl. La misma cantidad de Pl aplicada al sistema pH 3. 2 x 

SDS n• se observa en igual cantidad ni claridad en el sist~ 

ma pH 5.0 x SDS; esto quizá sea la raz6n per la que Zinker, 

Warner y Gerenetein no la visualizaron en sus experiencias. 

De hecho Pl se observa en el patrón electroforético obteni

do por Warner y Gorenstein (notese la parte izquierda de la 

figura 23) solo que de manera tenue per lo que quizá le co~ 

sideraron un artificio t6cnico. 

Finalmente debe considerarse que debid• a la eficiencia -

en cuante a rendimiento, rapidez y optimizaci'n del mate--

rial, este sistema proporciona un método conveniente para -

la 1dentificaci6n de cantidades relativamente pequeñas de -

prete!na. Su utilizaci'n puede ampliarse a estudios de co--
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rrespendencia entre proteínas ribosomales a lo largo de la.

filogenia o sistemas electroforéticos diferentes, con el 

fin de uniformar les sistemas de nomenclatura, o bien en la 

caracterizaci'n de las propiedades de una proteína en parti 

cular. Debe resaltarse la utilidad que este método puede r~ 

presentar en el aislamiento de proteínas ribosomales de eu

cariotas superiores debido precisamente a la baja cantidad

~ue de ellas se obtiene por métodos convencienales. También 

permite realizar trabajos de correlaci6n y homología con -

las proteínas ribosomales de .!=.. ~' por ejemplo, que son

hasta el momento las mejor caracterizadas tanto estructural 

como funcionalmente. 

3. Determinaci6n del pi de Pl/Pl'. ¿ Multifosforilaci'n? 

Diaeñado el sistema tridimensional de electroforesis, se

aplic6 a la determinación del pi de Pl/Pl' apoyados en el 

m~tode descrito por Gen.-lchi. El valor del pi para Pl as! -

obtenido, se presenta en la figura 29, mientras que en la -

figura 28 se muestra el patr6n electroforético de los marc~ 

deres con pl'a conocidos que se utilizaron en la determina

ci6n. El valor del pi obtenido para Pl (4.71) permite expli 

car el hecho de su pobre migraci6n durante la primera aime~ 

si6n tanto en los geles de pH 8.6 y pH 5.0. Asi misme se e~ 

plica que en presencia de SDS, se diferenc!e baaicemente 

por su peso y no por su carga (recuerdese su peso eetimado

en 40 000 daltones). 

El nWllero de bandas obtenidas a partir de Pl (figura 30)

lleva a suponer un estado multifosforilado para est:a protef 

na. cuando el isoelectroenfoque se realiz6 en un rango am-

plio de pH (3.5 a 10) unicamente se aprecié una banda ancha 

correspondiente a Pl y por debajo de 6sta, algunas bandas -

muy tenues que pudieran ser parte del berrido, ya que se t,! 
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m' una ligera fracci6n de éate junto con Pl. Al estrechar -

l•• l!lllitee de pH en el isoelectroenfeque, el número de b&!! 

das aument6, lo que lleva a pensar ens l) Que se trata de -

un gran ndmero de ieeformae de Pl, diferentes en la secuen

cia primaria (alge poco probable dado el númere de bandas), 

o bien 2) Que la diferencia está determinada por el número

de grupos fosfato unidos a la prote!na, es decir, diferen-

tee estados de foeforilaci6n de la misma proteína a semejEI!! 

za de S6 (n6tese la diferencia de pI entre Pl y Pl')(figu-

ras 29 y 32). 

Este resultado es muy importante no solo por el hecho de

conocer el valor del pI de Pl e inferir en base a éste la -

causa de su aparente ausencia en les s istemas electrofor~

ticos bidimensionales, sino que además permite asegurar que 

si Pl se encuentra unida a una molécula de ARN, aquella ee

quien aporta principalmente la carga negativa de loe fosfa

tos (que provGca la retenci6n al origen durante la primera

dimensi6n) y no el ARN. M!s alin, en base a la ausencia de -

pruebas en contra, hasta el momento y aJ. resultado obtenido 

al tratar con RNasas (figura 36), se postula que Pl no est' 

uni da a molécula alguna de ARN bajo las condiciones de tra

bajo aqu! señaladas, sino que se trata realmente de una pr~ 

te!na multifosforilada por condici6n o a consecuencia de su 

funci6n. 

Es interesante el que Pl sea una prote!na multifosforila

da ya que ello posiblemente está re1acionado con la f unci6n 

que desempeña en el ribosoma. S'lo existe una duda respecto 

a la multifosforilaci6n: ¿ es el estado multifosforilado de 

Pl , consecuencia de su funci6n ? • ¿ los diversos estados ~ 

bedecen a una desfesforilaci6n paulatina de Pl durante su -

ai slamiento ? Las preguntas ant eriores parecier an no tener-
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cabida dada las evidencias hasta aquí consideradas, sin em

bargo la discusión que se asienta en el inciso 5, justifi

ca su planteamiento. Las respuestas se lograrían sin duda,

marcando a Pl con32P "in vivo" y luego con 14c "in vitre" a 

semejanza de la estrategia con la que se establecí' que S6-

contiene cantidades crecientes de fosfato (72). La caracte

rizaci6n electroforética de las diferentes bandas presentes 

en el isoelectroenfoque, incidirá directamente sobre la re~ 

puesta a esas preguntas. La relaci6n aqu! establecida entre 

Pl y S6 no es en sentido ni estructural ni funcienal, sino-
• con miras a una posible aplicaci6n de la metodoleg!a utili-

zada en el estudio de S6 hacia Pl; quien pese a tener cara~ 

ter!sticas fisicoquímicas diferentes, comparte el eer fosf2 

prote!na ribosemal miil.tifoeforilade y per ende jugar un pa-
' 

pel iaportante en la actividad ribosomal, dentro del proce

so de la bies!ntesis protéica. 

Per l• que respecta al método, es muy confiable en cuanto 

a la reproducibilidad de les resultados. Sin embargo deben

hacerse dos indicacienes: l) Respecto a la tinción del gel, 

resulta más adecuad• tefiir con azul de Coomasie disuelto en 

etanel-acétice-agua (10:25:65) que seguir lo sugerido por -

Gen-lchi de disolver el Ceomasie en ácido percl,rico. 2) -

No tomar como sefial de migraci 6n de la proteína durante el

isoelectroenfoque, al azul de Coemasie (unido a la proteína 

desde la segunda dimensión) ya que lo hace en sentido opue~ 

to a aquella. Por áltimo, eete método permite la optimiza-

ci6n tanto del tiempo como del material, amen de su eenci~ 

llez. 

4.. ldtodo de Electroeluci,n. 

El m~todo de electroeluci6n descr i t o en este traba j o, su,r 

gi6 como deriva ción del proces o de aislamiento de la prote! 
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na ebjeto de investigaci&n. Teniendo un sistema de electro

feresie tridimensional funcional y eficaz que permite estu

diar la fracción de gel que contiene a Pl, el siguiente pa

so ambicionado lo constituía la eliminaci6n del gel para ºE 
tener y conservar a Pl completamente aislada. Partiendo del 

conocimiento de la migraci6n de Pl en presencia de SDS, 4 -

fragmentos de gel conteniendo a Pl se colocaron en un ma--

traz Erlenmeyer con 25 ml de la soluci6n 4.2.6. y se mantu

vieron en agitación a temperatura ambiente durante 30 minu

tos, con un cambio de la soluci6n a los 15 minutos. Lo an-

terior con la finalidad de introducir el SDS a la muestra y 

ajustar su pH. Se fragmentó la muestra y se colocó en una -

cámara de elución que contenía solución 4.l.7. (figuras 37-

y 38), y se aplic6 corriente el,ctrica (110 V) tal como si

se tratara de una electroforesis unidimensional durante 4 -

horas. Al final ee ebtuve una muestra de 200 pJ. aproximada

mente, conteniendo a la proteína deseada. Obtenida la solu

ción con proteína, se opt' dado el veli1men y la dificultad

para eliminar el SDS, por li•filizar inmediatamente. La mu

estra as! lograda se eometi6 a electroforesis para corrobo

rar la presencia de la proteína. Nuevamente las proteínas -

Ll y L2 se utilizaron como testigo, obteniendose lee resul

tados mostrados en la figura 33. Como puede observarse, el

aislamiento es aceptable si se toma en cuenta que la prote! 

na se hab!a sometido a electroforesis bidimensional. 

Por loe resultados ebtenidos, este método se muestra efe~ 

tivo, rápido y sencillo. La recuperaci6n fue del 9~ aproxi 

madamente. Asi mismG efrece ventajas sobre otros métodos; -

una de ellas es que ee puede aplicar inmediatamente después 

de obtener el gel muestra y que no requiere preparaci6n de

material adicional. Esta técnica redundará en una acelera--
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A 

FIGURA 37 . 

ge l 

fragmentado 

B e 

anillo 
de , 
plostico 

Material empleado en el método de electroelucio'n desorrolloda en este 
trabajo (deta lles en el texto) ; A.- Visto frontal, B.- Visto lateral: 
C.- Detalle de una de los recipientes de lo camero de electroeluciÓn . 

solución 
4 . 1.7. 

FIGURA 38 . Esquema del montaje del material poro lo técnico de electroeluciÓn desarrollado 
en este trabajo. 
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ci6n en el estudio no solo de Pl sino del resto de proteí~ 

nas ribosomales si se conjuga con otras técnicas como las -

ya expuestas en este trabajo. Por lo que al método se refi~ 

re, debe prevenirse de nueva cuenta que no se tome la movi

lidad del azul de Coomasie como referncia de la migraci6n -

de la proteína ya que lo hace primero que ésta. 

5. Pl ¿Primer Fosfoproteína Ribosomal con Funci6n Establecida? 

Luego de 1970, año en que Kabat deecribi6 por vez primera 

la presencia de fosfoproteínas ribosomales, se pens6 que a.

corto plazo se entendería la funci6n de dicha foeforilaci6n, 

esperando sobre todo que se tratase de un mecanismo de re~ 

laci6n de la actividad ribosomal. Aunque tal hallazgo no se 

produjo y a la fecha se desconoce su funci6n, existen bue-

nas razones para creer que la fesforilaci6n de tales protei 

nas tiene un significado importante, más a6.n si se tiene en 

cuenta que dicho fen6meno de fosforilaci6n existe en todo -

el reino eucariota. Hasta el momento la fosforilaci6n de -

las proteínas ribosomales s6lo es motivo de especulaci6n, -

tales como la de Kabat mismo quien tomando como base dife-

rencias en el grado de fosforilaci6n entre monosomas y poli 

somas, eugiri6 inicialmente que la fosforilaci6n pod!a cau

sar la inactivaci6n de los ribosomae (se demostr6 en varios 

tipos celulares que tal iiferencia ne existe); o bien, que

algunas proteínas ribosomales fosforiladas pueden presentar 

un punto intermedio en la reacci6n de GTPasa durante el pr~ 

ceso de síntesis protéica en el que participan. Se ha esta

blecido el recambio de proteínas ribosomales fosforiladas -

entre el ribosoma y la fracción citoe,lica (56) que sugiere 

que la uni6n y deeuni6n de tal.es proteínas al ribosoma, in

fluye de alguna manera sobre la actividad del organelo. 

Pl/Pl' es una fosfoproteína ribosomal del tipo de recam--
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bio y si se añade que es multifosforilada, se tienen elemeB 

tos para creer que juega un papel trascendente dentro de l a 

actividad ribosomal. Má.s aún, una de las aportaciones de e~ 

te trabajo es el hallazgo de una actividad de ti po proteasa 

por parte de Pl, lo que se aprecia electroforeticamente lu~ 

go de ill&itener a Pl electroeluída en soluci6n, a 4°C duran

te 14 horas aproximadamente (figura 35). Pese a que no se -

estableció la especificidad ni las condiciones 6ptimas de -

dicha actividad, no se pueden pasar por alto las implicaci~ 

nes que puede tener el hecho de la autodegradaci6n. ¿CUáJ. -

es la posible implicación que tiene dicha actividad proteo

l:!tica? Hasta el a:omento no se ha reportado actividad seme

jante en fosfoprote!na ribosomal alguna. 

Como ee sabido, el fosfato juega un papel importante en -

los procesos celulares. Por ejemplo, es el punto central de 

las reacciones metabólicas de degradación, impide la salida 

de nutrientes celulares al ser fosforilados, etc.; pero ad~ 

más es importante en la actividad de ciertas enzimas en for 

mas interconvertibles con distinta actividad. A menudo, el

mecanismo de interconversi6n consiste en la fosforilaci6n,

es decir, la unión covalente de un grupo fosfato proporcio

n~do por el ATP, bien para activar o inactivar a la enzima. 

Por ejemplo, la gluc6geno fosforilasa que degrada el gluc6-

geno, es má.s activa en el estado fosforilado; en cambie, la 

glucógeno sintetasa cambia en el sentido Qpuesto. ¿Ocurrirá 

algo similar en el caso de Pl? Recuerdese que Pl es una pr~ 

teína que se une al ribosoma una vez que las subunidades de 

'ste sal.en del nticlee. ¿Está Pl fosforilada al unirse a la

eubunidad 60S? Resulta atractivo pensar ~ sin ser más -

que especulaci6n ~~ en Pl desfosforilada, que al foefori

larse se une al ri bos oma. y que de alguna mi:mera influye en-

88 



la actividad del mismo, por ejemplo que lo active y que una 

vez terminads. la funci6n ri bosomal, Pl se desfosforile has

ta separarse. Aún más, Pl regularía su propia concentraci6n 

mediante autodegradaci6n una vez perdidos los grupos fosfa

to (veáse la figura 36). Lo anterior puede parecer muy sim

ple y especulativo, mas no es el caso y re almente s e deriva 

de los s iguientes argumentos: 

l. Se ha expuesto el hecho de la interconversión enzimá-
ti ca a causa de que Pl mostró tener actividad autopro
teolítica en el estado desfosforilado (figura 35); 

2. En la figura 27 se aprecia que al realizar el isoeleo
troenfoque de Pl desfosforilada, se obs erva más de una 
banda; 

3. Tales bandas s'lo aparecen al enfocar a Pl desfosfGri.
lada y no al enfocar a Pl fosforilada. 

Esto sugiere la idea de una interconversión mediante fos

forilaci6n-deefosforilación que propo r ciona la unión al ri

bosoma y la actividad proteelítica res pectiv&.mente. Por o-

tra parte, la unión de Pl al ribosoma una vez que ha alcan

zad• cierto grado de fosforilación es factible como hip6te

eis, dadas las evidencias de que Pl se une al rARN 5S (63). 

En base a los resultados del presente trabajo, se postula 

que Pl en el estado fosforilado se una al rARN 5S y ee con

vierta así, en un tipo de regulaci6n de la actividad ribos~ 

mal. 
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CONCLUSION 

En este trabajo se estableci6 un sistema electroforético -

tridimensional en geles de poliacrilamida 6ptimo para el estu

dio de algu;i~s características fisicoquímicas de la fosfopro-

teína ribosomal Pl de Saccharomyces cerevisiae. Permiti6 visu~ 

lizar por vez primera a Pl en el sistema electroforético bidi

mensional pH 5.0 x SDS. Los resultados obtenidos reafir1nan --

la naturaleza ribosomal de Pl. 

El pI de 4.71 obtenido para Pl explica su comportamiento e

lectroforético diferente del resto de las proteínas ribosoma-

les y el porqué de la dificultad para visualizarla en el sis-

tema electroforético bidimensional pH 5.0 x SDS. Asi mismo e-

videnda que Pl es una proteína mul tifosforilada. Los grupos -

fosfato son quienes proporcionan la carga negativa responsa--

ble de que Pl se retenga al origen de la primera dimensi6n --

en los sistemas electroforético bidimensionales en geles de p~ 

liacrilwnida pH 5.0 x SDS y pH 8.6 x pH 4.5. 

En el presente trabajo no se aclara totalmente si la multi

fosforilaci6n de Pl es resultado de o condi ci6n para su fun--

ci6n. Sin embargo en base a las siguientes evidenciass 

1) Pl es una fosfoprote!na ribosomal de recambio entre el -
ribosoma y la fracci6n citos6lica. 

2) Pl se asocia con el rARN 5S. 

3) La pérdida de los grupos fosfato de Pl, conlleva a su S_! 
paraci6n del ribosoma, 

4) En el estado desfosforilado Pl presenta actividad prote.! 
lítica ( autoproteólisis). 

se plantean las siguientes hipótesis: 

l. Pl es una proteína ribosomal que al fosforilarse se aso-
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cia al rARN 5S y este complejo se une a la subunidad 60S 
activandola para desempeñar su funci6n dentro de la bio
síntesis de proteínas. Una vez completada la funci6n de
la subunidad ribosomal 60S, el complejo Pl'-rARN 5S se -
disocia de la subuaidad y en un segundo paso, Pl y el 
rAR.l~ 5S se disocian por la desfosforilaci6n de Pl. 

2. Pl permanece en un estado de fosforilaci6n mínimo que mo 
es suficiente para su uni6n con el rARN 5S. 

3. Pl autorregula su concentraci6n en la poza citoplasmá--
tica mediante un mecanismo de autoprote6lisis. 
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FIGURA 39. Regulación de ta actividad ribosomat med iante 
ta fosforilac ión de P1 . 
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