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•Nosotros somos los descendien tes de esos hombr-es . 

Es de f'ilos sin eludo que hemos heredado la existenc ia de 

ía explicación, la angustia q ue nos impulsa a buscar el 

sentido de la existencia. Ang us tia creador a de todos los 

mitos, de todos las r eligiones , d e todas los f ilosoftas y 

de la ciencia mismo. No du do por mi parte que esta i m

periosa necesidad sea innata , que es té inscrita en alguna 

parte del lenguaje del código genético y que se desarro

lle espontáneamen te• 

Jacques Monod. 

'Heserr-os sernes ies descendientes de esos hombres.

.Es de r-¡ies sin dude que hemes heredado ie e:›<.-'siencie de

ie expiicecien, le engustie que nos impuise e buscer' ei

sentide de ie existencie. Angustie cneedere de redes ies

mires, de redes ies reiigienes, de redes ies fiiesefies gi

de ie eiencie misme. Ne dude per mi parte que este im-

,eeriese neeesided see innete, que este inserite en eigune

per-te dei iengueie dei eòdige genétiee y que se desarro-

iie espenráneeinenze'

' Jecques Honed.
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R E S U M E N 

Los riboso .. a eucariontea a dife r encia de los procarionte• tienen 

fosforiladas algunas de sus prote!nas . De las 5 fosfoproteínas ribosor:ia

les descritas en levadur a Saccharoavces ce revis i ae son de gran interés e l 

grupo de las ácidas L44 , L44' y L45 cuya importancia dentro de la célula 

involucra el proceso de traducción. Se piensa además que estas proteínas 

son el equivalente eucariontico de las proteínas ribosomales L7/Ll2 de las 

bacterias, lo que implica la conservac i ón evolut i va de estas prote!nas. 

En es t e trabajo se obtuvo una poza enriquecida de ARN mensajeros que codif i 

can para las proteínas riboso.ales ácidas a partir de la extracción de AlJi 

con cloroformo-fenol( l :l ) y una temperatur a de 60ºC. 

- l -

R E S litI.E H

Las ribeeanls eucerienteu 1 diferencia de las preeariantee tienen

faefariledle llgunle de sus proteinas. De las 5 feefepreteínas ribeeene-

lee descritel en Ievndure cerevisiee een de gran interie elSeccherauvees

grupo de las åeidee Led. Làà' y Làã cuya importancia dentra de le célula

involucra el precise de traducción. Se piense edenie que esten proteinas

san el equivalente eueerientiea de las proteinas ribaeamelee L?ƒL12 de las

bletltine. le que iipliel le eaneerveciön evelutive de eatle proteínas.

En eete ttlblje ee ebtuve una pene enriquecida de ¿RH neneejeres que eedifi

een pere lle proteínas tibeeellles ¡cidad e partir de ll lltrlcciön de ¿II

een elereferme-fene1{1:l) Y una temperature de óü'E_

_ ¡ _



IN TRODUCC/ON 

1. 1 Generalidades de Ribosomos. 

Los ribosomas constituyen el componente cetaHtic.o funda-ntal 

en la bioslntesis de proteinas y juegan, por tanto un papel central en 

el crecimiento y la fisiolog1a celular . Su iG:portancia funcional se re-

fleja en el hecho de que l oa riboso~s han a ido alta.ente conservados a 

lo largo de la evolución ( 1) . Los r i bosOlDaS son organelos complejos cuya 

síntesis involucra una serie de i nteracciones nucleoci t oplasaiticas. Des-

de el punto de vista químico son part ículas de t ibonucleopr ote{na forma-

das por la unión ftO covalente de part!culas de AiN y protelaas; cada mono-

soma ribosomal está foraado por dos subunidades de diferente taaaño. 

La distancia evolutiva ent r e procariontes y eucariontes se ve re-

flejada en las diferencias estructurales de los ribos omas , que a pesar 

de ellas, catalizan esencialmente las mismas reacciones (2 ) . Los riboso-

mas eucariontes son de mayor tamaño que los procariontes; su contenido 

protéico es mayor y presentan una molécula adicional de ARN (3) (ver t a-

bla l). La correlación entre estructura y funcrón ribosomales, a ni ve l 

molecular, ha sido estudiada tanto en procariontes (4) como en eucar i on-

tes (5, 6) y pone de manifiesto el grado de conse r vación evolutiva que 

presenta la organización funcional del ribosoma. Las diferencias en cuan-

to a contenido protéico y ribonucleoprotéico, así como las variaciones e! 

tructurales augieren una mayor complejidad funcional y regulatoria en eu-

cariontes (3). 

- 2 -

f N f_3_QD U C É3__!_9_.'1`_

Lt Generaiidades de Riaasamas_

Lea ribeeemas constituyen el componente cetelíticn fundnientel

en le hioeinteeia de proteinas 1 juegan. por renta un papel central en

el crecimiento y le fisielogle celular. Su importancia funcíonel se re-

fleje en el hecha de que lee riboennae han aida eltenente eoneervedoa e

lo largo de la evolución (I). Los riboannna son erganeloa complejos cuya

aínteaia involucre une eerie de intereccionee nuc1eocirap1aee¡ticea_ Dea-

ae el punta de viate químico een particulas de ribanucleaprateïne ferna-

des por le unión no covelente de perticulee de ¿RH y proteinear ceda ¡eno-

loun ribeaonel elti feriado por dos aubunidedea de diferente tenido.

La distancia evolutiva entre procariontea v euceriontea ae ve re-

flejada en las diferencias eetructuralea de los riboeomaa_ que a pesar

de ellas. catelieen eaencielneete laa mianes reacciones (2). Los ribeao-

mee eucariontea son de mayor tamaño que los proceriontes; su contenido

protëico ea mayor y presentan une molicula adicional de ¿RH (3) (ver ta-

bla 1]. La correlación entre eetructura y función riboeoma1ea_ a nivel

molecular. ha sido estudiada tanto en procariontea lá) como en eucarion-

tes {5. E) y pone de manifiesto el grada de conservación evolutiva que

presenta le orgeniteción funcional del riboaone_ Lea diferencias en cuan-

to a contenido pratiieo y rihonuc1eaprotiico_ eeí como las variaciones es

tructuralea eugieren une mayor complejidad funcional 3 reguletorie en eu-
4

cariontea (3).
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CARACTERI STI CAS -- --- -
<10NOSOMA RlBOSOMAL 
Coef ic i ente de sediment a c ión 
"'"'" :nol~c u l ar 
~úmero de proteínas 

SCBU!' ID A.D MAYOR 
Coe f ic i en t .:. de s e ci ic:.e ntec ión 
FO?sc mol ecular 
Núme ro de pr oteínas 
ARN 

St; llt:N IDAD ~IBNO F.. 

Coeficient e de sedimentación 
Peso mole cu l a r 
~úme r 0 de pr oteí na s 
AR.~ 

TAB LA l 

___ P_R_Og_~R I_O_N_' T_E_S ___ __ ___ ~c__A_RI ONTEL 

-7 ~ s b 
~ . i :dO D 
50 - 60 

so s 6 
l. 7xl 0 D 

30 :!: 5 6 
23 S ( l . lxl04 D) 

5 S (3.9xl0 ) 

30 s 
lxlO D O 
: L' : s 6 

16 S (0. 55xl 0 D) 

80 s 
3. 6x l Oº D 
70 - 80 

60 s 
2 . óx l06 D 

40 :!: 5 
25 S (l.Jx1g6 D) 

5 . 8 S (5.lxl04 D) 
5.0 S (3.9xl0 D) 

40 s
6 

l. l x lO D 
30 = ; 5 

18 S (7. 0x l O O) 

--- - - ------------ - --- ----. ---- -- --

TABLA I

- - -- _ _ _' _ ---Ian-13--e _ _ =- --_ 4-I '_--_ ' '_'-I-' ' ___@

CARåCTERI5T1CA5 PROCARIONTES EUCàR1ÚHTES

HUNÚSUHA RIBDSUHÁL
Ceeficiente de sedimentación
dana molecular
número de proteinas

SUHUHIDAD Håïüfi
Eoeficiente de sedimentación
Pese molecular
Eómere de proteínas
ARN

SUBFEIDAD HEHÚR
Coeficiente de sedimentación
Peso molecular
äómero de preteinas
¿R5

_-_ r- -e-_-|-r-_- -.I-I-in-r -___- -_ --__ -_ --

1 _I_- _I|_- .1-en--1-I.: __---__ __" -_ ---_¡__' _|e_|_ - _______-- __ __. __.1_'_ _ __- __ 1-- ._ - - -_ -1 _ ._ _...

to s h se s_
:.:ria* e 3.et1a“ u
su - se io - se

50 5 6 óü St
1.?x1U D 2_ex1ü D

30 1 5 6 éü I 5 5
23 S (l_1x1Ú¿ D) 5 5 11.3312 D]

5 S (3.9x10 ) xiüå D)
9:10 D)\J'|'||J"|' eIGTM? Ífiflf-I -f_\F"¡ LIILÑ' ele

-I-I

ae S to sé
trio* n 1.1110 o

-0 ¬ s 5 se * 5
iš s ¢o_ssx1a n) la s ii_oe1e5 ni

-I-_--ei.-__-__1--en-_ 5-_.e_ _|--en-r_ --r---_- - ---¬--- fi

._



1. 1.1 . ARN RIBOSOMAL 

La mayor parte del ARN celular (80 - 90%) forma parte de los ribo

somas y se localiza en los ribosomas citoplasmáticos . En procariontes 

existen tres moléculas de ARN ribosonial (ARNr) (7). En l a subunidad mayor 

(SO S) están presentes el ARNr 23 S y el 5 S, y en la subunidad menor (30 S) 

en ARNr 16 S. En eucariontes hay una molécu l a adicional rle rARN con coefi

cit::to te de sediment .oció n 5. 8 S ( 3). En L:: sub11n id ac! may or ( i>O S) se encue n

tran los ARNr 25-28 S, 5. 8 S y '.> . OS, y en l a menor (40 S) el ARNr 18 s. 

La biosíntesis de l rARN involucra a polinucleótidos de una longi

tud ma yor que los productos finales. El ARNr de las células eucariont es 

deriva del rompimiento (procesamiento ) de un producto primario de trans

cripción denominado pre-ARNr (8,9). Este producto primario es aintetizado 

en el nucleolo por la ARN polimerasa Pol l. El pre-ARNr se metila, dur an

te ( 10) o después (9) de la t ranscripción, y la metilación se limita a las 

regiones que van a dar lugar a los ARNr maduros (25 S y 18 S). Los frag

mentos no metilados son óegradados rápidamente (9). Como resultado del 

procesamiento y l!Wlduración del producto primario de tran~cripción se prod u

cen 3 A.R.~ estables : los ARN 25-18 S y 5.SS de la subunidad mayor, y el ARN 

i 8 S de la subunidad menor (11) . El A.RNr 5 S •unque forma parte de la 

subunidad ribosoma l mayor (11) , está codi f icado por gene s distintos a los 

rie l pre-ARNr y es transcrito por la ARN Pol 111 (12). El ARN 5.8 S, 

deriva del ARN precursor 27 S, mientras que el ARN 5 S es sintetizado 

de novo (11). La síntes is del ARN ribosomal en la levadura s e lleva a ca-
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i_ 1. i. ARN RIBOSÚMAL

La mayor parte del ARN celular (80 - 902) forma parte de los ribe-

souas y se localiza en los ribosomes citopiasmåticos_ En procariontes

existen tree noliculae de ARE riboaomal {ARHr) (7). En la subunidad mayor

(SG 5) estón presentes el ARN: 23 S y el 5 S, y en la subunidad menor (30 S)

en ARNr 16 S. En eucariontes hay una molécula adicional de rARN con coefi-

cirvie ee sedimentación ó.H E (11. Lu lo suhunidsd mayor iófi Si se encuen-

tran las ARE: 25-EB 5, 5.8 S y 5_üS_ y en la menor (40 S) el ARN: 18 S.

La hiosintesis del ràflfl involucra a polinucleótidos de una longi-

tud mayor que los productos finales. El ARHr de les células eucsriontcs

derive del rompimiento (procesamiento) de un producto primario de trene-

cripción denominado pre-Aflflr {B.9)_ Este producto prillrio es sintetizado

en el nucleolo por la ARN polimernaa Pol I. El pre-Aflflr se metilo, duran-

te {lD) o despuós (9) de la transcripción, y la mtileción se limita e las

regiones que ven a der lugar e los Aflflr maduros (25 5 y 18 S). Los freg-

mentos no metiiedos son degradados ripidamente (9). Como resultado del

procesamiento v maduración del producto primario de transcripción se produ-

cen 3 ¿RH estables: los ARN 25-13 S y 5.88 de la subunidad mayor, y el ARN

13 5 de la subunidad menor (ll). El ARNr 5 S aunque forms parte de la

subunided rihosomal mayor (11), esti codificado por genes distintas s los

del pre-shflr v es transcrito por la ARN Pol 111 (12). El ARN 5.8 S.

deriva del ARE precursor 2? S, mientras que el ARN 5 S es sintetizado

de nova (11). La sintesis del ARN ribosomsl en la levadura se lleva e ca-



bo de a cuerdo a l sigu i ente esquema ( l l): 

35.0 s 

Levadura 

27. 0 s 

20.0 s 

5 .8 s 

:l5.0 s 

18 . 0 s 

ft proce s o básico es i.dént i co a \ de cé lula s de mamHero. L;:; úni-

CJ ..: !.fe:~en~ía e s ~ril:: a en que l os in t e rmcd1 ari 0s ~l" n de may o r : ama ño y ~1 

AR.~ de la subunidad 60 S tiene un coefic i ente de s edime ntación de 28 S. 

45 s 41 s 

Cé lulas de Mamííero 

32 s 

20 s 

5.8 s 

28 . 0 s 

18.0 s 

La maduración de l pre-ARNr requiere de la sín t e sis continua de 

prot eínas ( 13) . La s {ntesis y maduración de l AR.~r es esenc i almente idén

tico e n l os diferen tes eucariontes i nc luyendo mamíf e ros, anf i bi os, plantas, 

protozoarios y l evadura s (9 ). 

Exist en evidenc ias experimenta l es a favor de que entre l os proca

riont e s hay secuenc ias homólogas de la mol écul a de ARN r l6 S (14 , 15) . 

Asinú<:mo se ha enco nt r ado que regione s de la s ecue nc i a primar ia de l ARNr 5 S 
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bo de acuerdo al siguiente esquema (ll):

Levsdurs

"' sus 5

3§.Ú 5 2?.Ú S 25.0 S

ZÚ-Ú É 13.0 5

El proceso básico es idéntico si de cëlules de mamífero. Ls uni*

ce ccfefencis e¿::;Ea en que los Intermedìarìos son de mayor tamano y el

¿RH de la subunidsd oü 5 tiene un coeficiente de sedimentsciãn de 28 S.

Cëlulas de Hsmïíero

32 S 5.3 S

23.0 S

$5 5 el S

20 S 13.0 S

La msdursciñn del pre-àfiflr requiere de la síntesis continue de

proteinas {13}. Ls síntesis y madursciãn del Aflflr es esencialmente idën-

tico en ìes diferentes eucariontes incluyendo mamíferos, snfibios. plsntss,

protoeoerios y levaduras (9).

Existen evidencias experimentales a favor de que entre los proce-

riontes hay secuencias homólogos de la molëculs de ARHr io 5 (ls.l5}.

Asimismo se ha encontrado que regiones de la secuencia primaria del ARHr 5 5
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s e han conservado durante la evolción (16, 17, 18). R.ccientemente se re

portó que las protelnss Ll8 y J.2 5 da !:.. coli sa unen al ARNr 5.8 S de la 

l evadura y no al ARN 5 S (19). Esto podrla sugerir que es el ARN 5.8 S 

y no el ARN 5 S, en sucariontas, el aquivalanta al ARNr 5 S de procarion

tea. 

1.1. 2. PROTEINAS RJBOSOMALES 

Las protelnas ribosomales se sintetizan en el citoplasma y son 

transportadas al nuclaolo donde se ennA111blan ,,a_,.J,"I cRdana nacienrP del 

pre-AltN (3). En el riboaoma, tanto l as 11<>léculas de ARN como las' de las 

proteínas , se asocian adoptando una configuración tridimensional específica 

que requiere de l a biosíntasis y ansaablaje sincronizado& de todos los com

ponentes (20) . La gran mayoría de las protelana que coaponev al riboaoll8 

son sintetizadas da aanal'a c:oordiuada (21). La alnt .. 18 coordinada de las 

prot~lnaa riboaomales se regula a nivel de la tranacripción (2 2) y la sínte

sis de loa ARNm para las protelnaa riboao11111las depende de la slntesis con

tínua del pre-ARNr. Por otra parte, la slntesis del pre-ARNr depende, a su 

vez, da la síntesis total de las protelnaa celulares, pero no de la alnta

sis de prote ínas r i bosomales espec1fica11ente (22). 

El ai slamiento, pur ificación y caracterización de las proteínas ri

boso111&les e s un pre rrequisito para el ünálisis de la estructura y función 

del organelo {23). En 1966 Warner definió 3 clases d• proteínas r ibosoma

l es: Clase l , son pro t eínas que se ensamb lan con el ARN en e l núcleo y perlll8-

necen unidas a la molécula pud iendose detectar en e i citoplasma; Clase 2, 
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se hen coneervedo durente le evolciôn (16. 1?. 18). Recientemente se re-

portö que lee proteínas L18 y L25 de §¿ coli se unen el Akflr 5.8 S de ls

isvedure y no el ¿RR 5 S (19). Esto podría sugerir que es el ¿RH 5.8 S

v no el ¿RH 5 S, en euceriontes, el equivelente el ARN: 5 S de procsrion-

tes.

1-

1.1.2. PROTEINAS RIBOSOMÁLES

Las proteinas riboeousles se sintetirsn en ei citoplasma y son

trsneporrsdes el nucleoìo donde se enseeblsn s.le rsdens naciente del

pre-ARN (3). En el ribosome. rento les lolicules de ARN como les de ies

proteines, se ssocisn sdoptendo uns configureciän tridinlnsionel especifico

que requiere de le biosintesis y enssnbieje eincronissdoe de todos los con-

ponenres (20). Le grsn eeyorle de lee proteisne que coeponeu el ribosoes

son eintetisedes de Ienere eoordinede (21). Le sintesis coordinsds de lee

proreinse ribosonsles ee regule s nivel de le trsnecripciön (22) y 1s sinte-

sis de lol Afiflm para les proteinas ribosonelee depende de le sintesis con-

tinue del pre-Alflr. Por orrs perte, le sintesis del pre-eflflr depende. s su

ves. de ie sintesis totsl de les proteioee celulares. pero no de ls sínte-

sis de proteinas ribosossles especïficssente (22).

El aislamiento, purificsciãn y csrsctsrizeciön de las proreínss ri-

hosomsles es un prerrequisito para el snälisie de le estructura y función

del orgsnelo (23). En 1966 Warner definió 3 clases de proteinas ribosoms-

les: Close 1, son proteinas que se enssnblsn con el ARN en el nücìeo y perme-

necen unidss s ls molêcuis pudiendose detector en el citoplasma; Clsse 2.
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son proteín•s de \rii! el!l!iil:lio, esto es, protelnaa que rec .. bian con otraa hotlÓ

logaa presentes ~n el citosol, deapuls de inhibir la s!nteeis de ribosomaa 

de ~!!; Clase 3, son prote1nas adventicias que s on re1110vidas del ribos oma 

después de su lavado con 0.5 M de KCl. 

El análisis y purificación de las prote{nas riboaomales en organismos 

e~ca r i on tes se ha logrado mediante la utilización de técnicas desarrolladas 

ante r iormente para los ribosomas de procariontes. La mayor basicidad de las 

pr e t e !nas ribosoma l es eucariónticas ha dificultado la obtención de cantida-

de s adecuadas a nivel preparativo, con algunas excepciones como son la~ de 

~ · melanogaster , la levadura y el hígado de la rata (24, 25, 26) . La iden-

tiíicac ión rutinaria de las prote{nas presentes en loa riboaomas, o en las 

subun i dades ribosomales se ha llevado a cabo mediante la utili%aci6n de 

electroforesis bidi11111nsional en geles de poliacrilaaida (27) y electrofora-

sis bidimensional mixta poliacrilaaida - SDS (28), El niíllero correspon-

diente a cada prot e ína se as i gna de acuerdo a la posición que ocupan en los 

mapas electroforéticos y la nomenclatura asignada depende del organismo. 

Para los organismos euca riónticos se han propuesto nomenclautras y numera-

cienes unificadas (29, 30). 

Las proteínas ribosoaales presentan ciertas ~•racter{sti~as que se 

han conservado duran t e l a evolución de los organismos procariontes y euca-

r iontes (31) . Debido a ésto, la movil i dad electroforética no muestra gran 

des di ferenc ias y l os mapas de distribución son semejantes ( 32 ). 

Los examenes in~unoquí~i cos han s ido de gr an ut i lidad p~ra hacer 

son proteinas deïreceshio, esto es, proteinas que recelbian con otras holå-
l

logss presentes en el citosol, despues de inhibir le sintesis de ribosomes

de novo; Clase 3. son proteinas adventicias que son removidas del ribosoma

despues de su lavado con 0.5 H de KC1.

E1 anilisis v purificaciön de las proteínas ribosomsles en organismos

eucsriontes se ha logrado mediante le utilización de tecnicas desarrolladas

anteriormente para los ribosomas de proceriontes. La mayor basicidad de laa

proteínas ribosomaies eucariänticas ha dificultedo la obtenciån de cantida-

des adecuadas a nivel preparativo, con algunas eacepciones como son las de

Q. melanogaster, la levadura y el higado de ls rata (Ze, 25, 2o). La iden-

tificaciån rutinaria de las proteinas presentes en los ribosomes, o en las

subunidades ribosomeles se he llevado a cebo mediante le utilieaciön de

electroforesis hidimensiomal en geles de polietrilelids [21] y electrofore-

sis bidimensional mixta poliacrilaside - SHS (23). El nüsero correspon-

diente a cada proteína se asigna de acuerde a la posiciñn que ocupen en los

mapas electroforiticos 3 le nomenclatura asignada depende del organismo.

Para los organismos eucariãnticos se han propuesto nomenclautrss y numera-

ciones unificsdss (29. 30).

Las proteinas ribosoeales presentan ciertas características que se

han conservado durante la evolución de los organismos procariontes y euca-

riontes (31). Debido a Esto. la movilidad electroforitica no muestra gran

des diferencias v los mapas de disrribuciãn son semejantes (32).

Los examenes inmunoquieicos han sido de gran utilidad para hacer



comparaciones entre las prote1nas riboao.alea de diferente• organismos. 

ya sea para establecer ho.ologlas entre organiallOs evolutive .. nte distan

t es (33 . 34) o bien para reconocer. diferencias estnactureles en los ribo

somas de especie• cercanas (35. 36). 

Algunas proteínas ribosomales pueden presentar modif icacionea quí

micas poateriores a la síntesis de la cadena polipept{dica. que ae llevan 

a cabo en e l ci toplasaa celular (37). In vivo se ha descrito la metila

ci ón, la acet i l ación y la fosforila ción ( 38) . El s ignificado funcional de 

estas mod i ficaciones qulmicas ea práct i camente de sconocido. Mientra• la 

meti l ación y la acetilación de las proteínas ribosomales toma lugar tanto 

en bac t erias como en células eucariotas, la fosf orilación es una modifica

ción que se presenta sólo en los riboso ... eucariontes (38). 

1. 1 FOSFOPROTEI NAS RIBOSOMALES 

El signi f i cado biológico de la fosforilación en las proteínas ri

bosomales es t odavía una cues tión ab i erta. Si n embargo, hay dos posibili

dades: a} que esta modif i cación se requiera para el funcionamiento del ri

bosoma en l a bí os íntesis de l as prote!nas , o b) que juege un papel en el 

ensaablaje del ribosoma (38). 

Debido a que las fosfoproteínas r ibosomal es ne están asociadas 

a las part1culas pre-r ibosomales, incluso en estr. dios tardfos d~l ensam

blaj e ribosoSlBl, la f osfor i l a ción podría estar invol ucrada en el funciona

'1ient o r ibosomal mis que en su ensamblaj e (38). El descubrimiento de la 
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comparaciones entre las proteinas riboaomeles de diferentes organismos.

ya sea para establecer hosologiaa entre organismos evolutivesente distan-

tes (33. Bà) o bien para reconocer diferencias estructurales en los ribo-

somas de especies cercanas (35. 36).

Algunas proteinas ribosomsles pueden presentar modificaciones quí-

micas posteriores a la sintesis de la cadena polipeptídice. que ae llevan

s cabo en el citoplasma celular {3?). LE vivo se ha descrito la metilo-

ciãn, la acetilaciån y le fosforilaciön (38). El significado funcional de

estas modificaciones quimicos es pricticasente desconocido. Mientras la

metilacidn y la scetilacifin de las proteinas ribosomalss toma lugar tanto

en bacterias como en cëlulas eucariotas, la foaforilaciñn es una modifica-

ciön que se presenta silo en los ribosoes Inceriontes (35).

1.2 FÚSFOPRÚTEIHAS FHBUSOHALES

El significado hiolãgico de la fosforilaciãn en las proteinas ri-

bosomsles es todavia una cuestiän abierta. Sin embargo, hay dos posibili-

dades: a) que esta modificación se requiera para el funcionamiento del ri-

bosoma en la biosintesis de las proteinas. o b) que juego un papel en el

ensamblaje del ribosoma {3B}.

Debido a que las fosfoproteínas ribosomales no estin asociadas

a las partículas pre-rihosomsles. incluso en estadios tardios del ensam-

blaje ribosomali le foeforilaciön podria estar involucrada en el funciona-

miento ribosomal más que en su ensamblaje (38). El descubrimiento de la
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f oafor ilación en protelnas ribosozales fué hecho por Kabat ( 1970) . Más 

rarde se encontró que la6 prote!naa riboao .. le• po4!an ser foaforiladaa 

i n yj!!.o tanto por pro t e!nas cinaaaa endógena~ (39 , 40 j collli' exógenaa 

( 4 1). 

Loa riboaomas eucariónt icos , a di fer encia de lom p~oc&riónticos, 

tienen la capacidad de fosforilar proteínas riboso1112lea in v ivo . La fos

f<>r i lacion de l as pro teínas r ibosomaleG de eucariont ea .!.? vivo está con

oi.c ionada por diferentes est1111Ulos fisio lógicos (42). Aunque ae puede es 

tabl ecer una correlación entre estos est1aulos y la fosforilac i ón d~ pro

teír.as ribosomales especificas , no se ha podido encontrar que la fosfori

lación i n vitro afecte la actividad r i bosomal. 

El hecho de que sólo los ribosoaas de eucariontea puedan estar 

foaforilados in vivo sugiere una relación entre foaforilación y compleji

dad celular. Probablemente la fos fo ri l ación responde a una necesidad de 

regulación más f ina en la maquinaria de síntesis proteica. Se han detecta

do i os f oproteinas r i bosomales en plantas y en eucariontes primitivos como 

Sa~charomvces cerevisiae, Artemia ~· Phyaarua polvcephalum y 

Te t rahvmena pyr oformi s , as í como en mamíferos t al es como el humano, el co

ne j o, la rata, e l ratón, l os hamsters y los bov inos (42) . 

Los es tudios de l a fosforilación in ~vo de los ribosomas de célu

las superio r es, han puesto de manifiesto la i ncorporación de grupos fosfa

to , principa lmente a una de las proteínas de la subunidad menor denominada 

56 de pe so mol ecu l ar 36000 D (43). Adelaás de S6 se han detectado, en la 
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íoeforilsciñn en proteínas ribosomeles fui hecho por Knbst (1970). His

tarde ee encontrã que las proteinas riboeomnlee podían ser fosforiledes

¿E ¿digo tanto por proteínas clnssel endögenes (39. $0) como exögeneu

(äl).

Los ribosomss euesriñntieoe. I diferencia de los prooeriãntiens.

tienen Is capacidad de fosforiler proteinas ribosomelel ¿E Eiïg. Le fos-

turiluciän de las proteínas ribosomsles de eucsriontes in vivo esti con-

dicionada por diferentes estímulos fleiolãgicos (sI). àunque ee puede es

tablecer una eorrelsciön entre estos estímulos ? le fosforilsclön de pro-

teínas ribosomeles específicas. no se he podido encontrar que le fosfori-

laoiãn ¿E ïíåïg afecte le actividad ribosolel.

El hecho de que sölo los ribosonss de eueeriontes pueden enter

foeforilsdos ig 1¿1g sugiere una relaciãn entre foeforileeiön y compleji-

ded celular. Probablemente la fosforilaciån responde s une necesidad de

regulsciãn mäs fins en la msquinsrie de sintesis protiies. Se han detecte-

do fosfoproteinss ribosomales en plantas y en euceriontes primitivos como

Seooharomïces terev±s1ne._§rte51e eslëge. Phïånrgmrgolvoeghelum y

Tetrahfmenš EïroÃgrmis¿ así como en mamíferos tales como el humano, el co-

nejo, la reta. el rstãn, los hamsters 3 los bovinos {à2].

Los estudios de la fosforilaciön ¿E ïìgo de los ribosomes de cëlu-

las superiores. han puesto de manifiesto In íncorporstiãn de grupos fosfa-

to, principalmente s una de las proteinas de 1s subunided menor denominada

S6 de peso molecular 36900 D (&3ì. ¿demís de Sfi se han detectado, en le

_u_



subunidad mayor, proteínas de carácter muy ácido. La fosforilación de es

t as últimas se ha comprobado !!! ~ en el hígado de la rata (44) en célu

J as de tumor ascítico (45), en Artemia .!!!!!!! (46) y en~ cerevisiae (23). 

En la l evadura S. cerevisiae s~ han descrito 5 fosfoproteínas r ibo

soma l es ( 23 ). La localización de éstas es: 2 en la subunidad ribosomal me

nor (40 S) denominadas S6 y 527 ; en la subunidad mayor (60 S) denominadas 

Pl y el grupo de las ácidas (L44, L44' y L45); y P4 que es una fosfo-

proteína r i bosomal que sólo se detecta en los polisomas. Si bien no se ha 

podido establecer con claridad el papel que juega la fosforilación en 

e l f uncionamiento de es tas proteínas, se sabe que en la levadura sólo las 

es pecies fosforiladas se encuentran unidas al r ibosoma y que los equivalen

t es no fosforilados de la subunidad 60 S tienen una poza citoplasmáti~a (47). 

Ex i sten proteínas qu e durant e la e lectrofor esis migran hacia el 

ánodo en las condicione s de pr i lllera dimensión (pH 8 . 6) del sistema de elec

troforesis bidimensional de Kaltschhmidt y Wittmann (27). Por su caracter 

ma rcadamente áci do (pl 3-5) , destacan entre éstas, unas proteínas que se en

cuentran en la subuni dad Qayor de organismos tanto procar i ontes como eu

cariontes . Por sus ca racterísticas tan peculiares y su posible conserva

ción a lo l argo de la evolución han logrado ser el centro de la atención de 

numerosos trabajos (3 , 42) . Cawt hon y co l s. (48) det ectaron en geles 

monod imensionale~ ~na ptote!na de baj o peso molecular correspondiente a la 

s ubunidad mayor que presentaba ni veles altos de fos f ori l ación. Posterior

mente se compr obó l a Í osf o ri la~i ón de proteinas ribosoma l es ácidas en el 

hígado de r ata (44), en l& l evadura ( 23), en las células de t umor ascítico, 
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suhunidad mayor, proteinas de carãcter ¡uy Eeido. La fosfurilaciãn de es-

tas ültieas se ha conprohado in vivo en al higado de la rata (às) en celu-

las de tumor ascitico (åä), en (añ) y en §¿ cerevisiae (23).Artemis salina

En la levadura §¿ cerevisiae se han descrito 5 fosfoproteínas ribo-

somales {23). La localizacion de ¡stas es: 2 en la subunidad ribosomal me-

nor iúü S] denominadas S6 y S27: en la subunidad mayor (60 S) denominadas

F1 y el grupo de las ãcidas (Lkà, Lúå' y Lå5); y Pú que es una fosfo-

proteina ribosomal que sãlo se detecta en los polisomaa. Si bien no se ha

podido establecer con claridad el papel que juega la fosforileciãn en

el funcionamiento de estas proteinas, se sabe que en la levadura sãlo las

especies fosforiladas se encuentran unidas al ribosoma y que los equivalen-

tes no fosforilados de la subunidad GU 5 tienen una poza citoplasmitica (él)

Existen proteinas ¿ce durante la electroforesis migran hacia el

ánodo en las condiciones de primera dimensiön (pH 8.fi) del sistema de elec-

troforesis bidimensional de Kaltschhmidt y Hittnann (21). Por su caracter

marcadamente ácido (pl 3-5), destacan entre ëstas. unas proteínas que se en-

cuentran en la subunidad mayor de organismos tanto procariontes como eu-

csriontes. Por sus características tan peculiares y su posible conserva-

cion a lo largo de la evoluciñn han logrado ser el centro de la atenciån de

numerosos trabajos (3, fi2}. Cawthon y cols. (sd) detectaron en geles

monodimensionales una proteína de bajo peso molecular correspondiente a la

subunidad mayor que presentaba niveles altos de fosforilaciñn. Posterior-

mente se comprobé la fosforiìaciön de proteinas ríbosomales ãcidas en el

hígado de rata (às). en la levadura (23), en las celulas de tumor ascitico,

-io-



en Artem.ia salina (46, 50) y en reticulocitos de conejo (51) . 

En los ribosomas de E. coli existen 2 proteínas de carácter muy 

ác ido, designadas como L7/1 12, suceptibles a ser fosforiladas i n yitro 

por cinasas de células eucariont icas (52 ) pero que no e s tán fo s f orilada s 

in vivo. L7/Ll2 presentan caracti!rísticas que las distinguen de l as 

demás pro teínas r i bosomales como son a) su bajo peso molecular ; b) carác

t er muy ácido; e ) elevada hidrofobicidad; d) Yiqueza en alanina (53); 

e) alto con tenido de alfa-hélice; f) f ormación de dímeros de gran estabi

lidad ( 54 ); y g) fácil separación y reconsti tución del ribosoma (55). 

A dife r encia de la mayoría de las proteínas ribosomales pre sentes 

en cantidades estequiométricas, L7/Ll2 está presente en 4 copias por ribo

soma, siendo L7 la contraparte acecilada , en el alfa amino terminal , de 

Ll2. Las 4 copias de L7/Ll2 se localizan en el tallo mayor de la subuni

dad ribosomal 50 S formando un complejo con la pro teína LlO (56). 

Se ha sugerido que en eucariontes, L44/L45, son las fosfoproteínas 

ri bosomales ácidas análogas a L7/Ll2 ( 57) . Esto se debe a la similitud 

en cuanto a la movilidad en gele s bidimensionales de poliacrilamida, la 

semejanza en peso mole cu lar, l a localización en la subunidad lllB.yor y por 

algunos datos de la secuencia primaria . La di ferenc ia que existe en este 

equivalente eucarióntico es la f osforilac ión ( 23 , 46) . 

El e s tudie de l a s proteínas ácidas de los ribosomas eucariónti

cos ha penllit i do dem0st rar no sólo la exis tencia de proteínas similares a 

- 1 l -

en Artenia salina (ño, 50) v en reticulocitos de conejo (Sl).

En los ribosomas de §¿ ¿gli existen 2 proteinas de caracter muy

ácido. designadas como Lïƒlll. suceptibles a ser foaforiladas in vitro

por cinasas de celulas eucarionticaa (52) pero que no estãn fosíoriladas

in 3133. LTÍLIE presentan caracteristicas que las distinguen de ias

demás proteinas ribosomsles como son a) su bajo peso molecular; bi caric-

ter muy ácido; el elevada hidrofobicidad; d) riouesa en alanina (53);

e) alto contenido de alfa-hëlice; f) formacion de dineros de gran estabi-

lidad (5a}; y g} fåcil separaciön y reconstituciãn del ribosoma (55).

a diferencia de la mayoria de las proteínas ribosomales presentes

en cantidades estequiomitricas, LÍILIZ estä presente en ú copias por ribo-

soma, siendo L? la contraparte acetilada, en el alfa amino terminal. de

L12. Las e copias de L?¡L12 se localizan en el tallo mayor de la subuni-

dad ribosomal SD 5 formando un complejo con la proteina L10 (56).

Se ha sugerido que en eucariontes, Lààƒidfi, son las fosfoproteinas

ribosomeles ãcidas anilogas a L?/LI2 (5?). Esto se debe a la similitud

en cuanto a la movilidad en geles bidimensionales de poliacrilamida, la

semejanra en peso molecular. lsilocaliraciãn en la subunidad mayor y por

algunos datos de la secuencia primaria. La diferencia que existe en este

equivalente eucariäntico es la fosforilaciån (23. sol.

El estudio de las proteínas ãcidas de los ribosomas eucariönti-

con ha permitido demostrar no solo la existencia de proteinas similares a

_ 1 L _-



L7/Ll2 si no su probable equivalencia estructural y f uncional. La silllil itud 

de propiedades dentro de este grupo de prote!nas solo puede responde r a una 

r igurosa conservación evo l ut iva . 

La utiliza ción de anticuerpos espec!ficos, ob t enidos a partir de 

proteinas r iboso:aales de ~ coli purificadas a homogeneidad , ha permitido 

l levar a cabo r eacciones i nmunológicas c ruzadas con las proteínas homologas 

correspondientes de ot r os organismos (33, 58) . Los result ados de estos 

exper i mentos mos tra r on una fuert e r eacc ión cruzada contra prc t~ínas ribo so

males de l gene r o Ent~robacter iaccae ·pero una reac c ión cruzada significante

mente menor cvn t ra prot eínas ribosomales de otra c lase de bacterias como 

Bacillacea~ (33, 58) . Al hacer prue bas similare s contra las proteínas ribo

sol!l&le s de la levadura y del hígado de l a rata se obse rvó una reacc i ón· cru

zada pobre con cas i t edas estas proteínas a excep c i 0n del antísuero contra 

l as prote ínas L7 /Ll2 de !..:_ coli (2 ) . Es t a un i ón sugier e que es t as úl timas 

prote í nas han sido conse r vadas durante la evolución. Sin embargo, este 

tipo de experimentos deben tomarse con re serva , pues r ecientemente se de

mostró que l a s p.-epar a cienes de L7 / Ll2, uti l izadas para obtener les anti

suercs, estaban con taminadas con. 1...1 5. Apa r entemente esta Úl i: i:na es la r es

ponsabi. e d" las reacciones inmunológicas cruzadas ( 59). 

Asimismo &.e :>t' ·> rcontrado homol ogías entre secuencia s primar i:-.s 

de pr otefoas rib •.scmalcs áci das d<i Halobacter cu t irubrum y las prvte ínas 

L7 /Ll 2 de E. ce l L l.as proteínas líe idas de Halobacte! son homólogas a 

l a s prote!nas correspondientes de l a levadura y de Artemia ~~ (7) . 

- i2 -

L7¡Ll2 si no su probable equivalencia estructural y funcional. La similitud

de propiedades dentro de este grupo de proteinas solo puede responder a una

rigurosa conservacion evolutiva.

La utilizacion de anticuerpos especificos. obtenidos a partir de

proteinas ribosomeies de_§¿ coli purificadas a homogeneidad. ha permitido

llevar a cabo reacciones inmunologìcas cruzadas con las proteinas homologaa

correspondientes de otros organismos (33. SB). Los resultados de estos

experimentos mostraron una fuerte reaccion crueada contra proteinas riboso-

males del genero bnterobacteriacese pero una reaccion crueada significante-

nente menor contra proteinas ribosomales de otra clase de bacterias como

Becillsceaa (33. 58). al hacer pruebas similares contra las proteinas ribe-

somales de la levadura y del higado de la rata se observo una reaccion cru-

zada pobre con casi todos estas proteinas a excepcion del antisuero contra

las proteinas LTILIH de EL coli E2). Esta union sugiere que estes oltimas

proteinas han sido conservadas durante la evolucion. Sin embargo. este

tipo de experimentos deben tomarse con reserva, pues recientemente se de-

mostro que las preparaciones de LFILII, utilizadas para obtener los anti-

sueros. esteban contaminados con LI5. Aparentemente esta ültima es la res-

ponsable de las reacciones inmunologlcas cruzadas (59).

asimismo es .c -neontredn homologiss entre secuencias primarios

oe proteinas rio eemalee ãcidss de Halobacter y las proteínascutirubrum

L?fLl2 de §¿ coli. Las proteinas ãcidas de Halohacter son homólogos e

las proteinas correspondientes de la levadura y de Artemis salina (ll-

- ¿¿,_



Se ha reporta do que la prot e í na riboaollloSl Li2 de E. ~ es nece

sa r i a pa r a el funcionamiento del f ac t or de alargamiento G (EF-G) (47 ). 

Se demostró también GUe ésta roislll& prote!na era necesa r i a pura e l funcio

namiel"!to del factor de alargamiento Tu ( .EF-TuTs) \fil). Act uall!lllnt e sa 

acepta que. l a pr i nc i pal funcü)n lia l..12 áentro del ribosóma, e s e.i re cono

cimiento de los fac tores l'O ubles que p<I! i:J.cipan en la catálisis de la 

s í ntesis de prote!nas en t odos l os ~stsdios de l~ mis~ dependientes de 

la hidrólisis del GTP . puesto que interacc iona con los fac tores EF-G , 

EF-Tu, IF-2 y RF- 2. 

El estudio de las fo s fop r otod:nas r!bosolllales de •rncari ontes ha 

mostrado que muy probablemente sean funcionalmente equivalentes a L7/ Ll2 

de f:. E.21! · En l a l evadura y en Artemi~ ~ ee ha r eportado que las 

proteínas ácidas par t icipan en la hidrólisis del GTP, dependiente de l f ac 

to r de alargamien t o 2 {EF-2) (62. 63 , 64, 65 ) , y se ha reportado una depe~ 

dencia de proteínas ácidas para funciones dependien tes de eEF- 1 en 

Artemia salina y en los ribosomas de la levadura (63). 

- 13 -

Se he reportado que le prflteíne ribeeenel Lil de §¿ g2¿§ ee nece-

earie para el funcleneniente del factor de alargamiento H (EF-G1 (à7).

Se demostró también que ¡ete mísee proteína ere eeeeeeria pere el funcio-

namiente del fettez de elergemientn Tu ¿EF-Tuïeì gãì}_ Actualmente ee

acepte que.1n principal íunetãn te LLE eeetre del rieeeeme. ee el reeene-

eimientn de lee feeteres selubles que perìleipan en le tatålieie de le

sintesis de prnteïnae en tedee los eetediee de la elena áependiences de

la hidrãlisie del GTP. puesto que tntereeeiene een 105 íectoree EF-G.

EF-Tu. IF-2 3 HF-2.

El estudie de lee fosfoproteånee r±bneeme1ee de eucarientes ha

mostrado que muy ptnbeblemente seen funeienelmente equivnlentee e LFÍLIÍ

de §¿ 5g¿¿. En la levadura y en ertemie geàígg ee he repertede que lea

preteinae ätidas participan en le hidrñlisie del GTP, dependiente del fet-

ter de elergemiente 2 (EF~2ì (52. 63. fià, ü5}. 3 se ha repertade una depen

dencia de proteínas åtidas para funeienes dependientes de eEF-1 en

Artemia gåìínå y en les ribúeemas de le levadura 163).

.-13-.



O B J E T I V O 5 

1. - Cara c t er izar las especies de ARNs que se ext raen de la levadura 

Íntegra tratadas con cloroformo- fenol (1:1) a diferentes tempe-

raturas. 

2. - Si se ex traen ARNs rol i (A ) + ca racteri zar los pr oductos de tra 

ducci 6n i n vitro. 

- 14 -

I] H J E 7'! ¡'13 S

1.- Caratterizar las especies de ARN; que se extraen de la levadura

Integra tratadas con eloroformo-fenol (l:1) a diferentes tempe-

raturas.

2 e 51 se extraen ARES peli (A) + eeraeteriear los productos de tra

duettån in vitro.

-li.-



MA TER/AL Y ME TODOS 

3. 1. CEPA 

Para la elaboración de este trabajo íué empleada la cepa ~ e 

Sacc haromyces cerevisiae A364A (gal l, ade l , 2, ura 1, his 7, li~ 2, 

tir l . ) . 

3. 2. MEDIOS DE CUL rJV O 

Los medios de cultivo utilizados fu eron ; 

a) Sin tét ico completo (SC) . Concentrac i ones por lit ro : 10 g de ácido 

succinico, ó g de hidróxido d e sodio, 6. 7 g de YN B (Base [\i trogena

d3 de Levadura sin aminoácidos ) , 20 g de gl ucosa. 20 mg de adenina, 

20 mg de uracilo, 63 mg de lisina , SO rng de histidina y 50 mg de 

ti rosina. 

b). Medio completo (YM-1). Conteuido por litro: Sg de extrac to de le

vadura, 10 g de peptona, 10 g de ácido succinico, 6 g de hidróx ido 

de sodio , 6.7 g de YNB y 10 g de glucosa. 

El YNB y la glucosa se esterilizaron por f il tración a través de mem 

branas Mi l lipore HA de 0 .45 ~rn de diámetro de poro. El resto de lo$ comp~ 

nentes, disueltos en agua bidestilada, se esterilizaron a 20 lb/in duran 

te 20 minutos a 120° C. 

3.3. CRECIMIEN TO DE LAS CELULAS 

Pa ra el desar r ollo de los experiment os s e empleó el medio SC o YM-1, 

según s e indique , inoculado a una diluc ión 1: 100 con un stock de la cepa 

- 15 -
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LI. CEPÁ

Para la elaboraciñn de ente trabajo fue empleada la cepa de

šgccharomycea Eereviaiae a36aA (Sal 1, ade 1, 2, ura R. his ?, lis 2,

tir 1.).

3.2. MEDIOS DE CULHVO

Los medios de cultivo utilizados fueron;

a) Sintëtìco completo (SC). Concentraciones por litro: IG g de ácido

succiníco. 6 g de hidróxido de eodìo. o.Í g de ïNB {Base hitrogena+

de de Levadura sin aminoácidos?. 20 5 de glucosa. ED mg de adenina,

EU mg de urecilo, b3 mg de lisina, SD mg de hisridìna y 59 mg de

tiroaina.

bl. Medio completo (YH¬l). Contenido por litro: Sg de extracto de le"

vadura, 10 g de peptona, 10 g de äcido succinico, 6 g de hìdrãxido

de sodio. 6.7 g de YNB y 10 g de glucosa.

E1 YHB 3 la glucosa se esterilíearon por filtraciãn a través de mom

oranas Hiìlipore Ha de ü.à5 Lm de diámetro de poro. E1 resto de loa compo

nentea. dieueltos en agua bidestilada, ae esteriliearon a EU lblin duran

te ÍU minutos a lÍü'E.

3.3. CRECIMIENTO DE LAS CELULA5

Para el desarrollo de los experimentos se empleö el medio SC o YH-1,

según se indique. inoculado a una diluciën l:100 con un stock de la cepa

_ 15 _



A364A en fase estacionaria. Los cultivo• se incubaron a 23°C con agita

ción constante hasta alcanzar una densidad de población de l -2xl0
7 

cel/ml (40-80 unidades klett U.K.) que se detenainó por nefelometr{a utili

iando un fo tocolor{metro Klett Sutlllllerson (mod 800-3). 

J . I/ . EX TRA CC JON DEL AR N TO TAL 

La cepa A364A se desarrolló en SO ml de medio SC en presencia de 

adenina 14c (0.2 \lC/ ml). Las células se cosecharon por centrifugación a 

2000 x g duran te S min. Se desechó el sobrenadante y la pastilla se lavó 

dos veces por resus pención en agua bidestilada y centrifugación. El pa

quete celu lar se r es us upendió en 0.5 ml de LETS (LiCl O.!M, EDTA O.OOIM, 

Tri s O. OlM de pH 7. 4) ag re gándose per las de vidrio (O . 5 mm de diámetro ) . 

Las células se rompieron mecáni camente ut ilizando un agitador vortex (4ºC). 

El r ompimiento celu la r se verificó al microscopio. Una vez rotas las célu

l as se añadió l ml de LETS y 1. 5 ml de cloroformo-fenol-isoam{lico 

(4 8:48:2); se agitó a temperatura amb iente 10 minutos y s e centrifugó a 

2000 x g durante lO minutos. La fase acuosa, donde se encuentra so lubiliza-

do el ARN, se trans if irió a un t ubo que contenía 2 ml de l a mezcla de 

cloroformo-fenol-isoam!lico. A la fase orgánica se le agregó J ml de LETS; 

ambos tubos se agitar on a temperatura amb iente y se centrifugaron 10 minu

tos. Se mezclaron laA fases acuosas reuultantes y se les ag cegó 2 volume

nes de etano l (95% , -20ºC) y 0.1 vol de LiCl 5M. Las muestras se dejaron 

reposar a -20ºC has ta que precipitó el ARN. 

3.5 . EXTR ACCI ON DEL ARN DE BAJO PESO MOLECULAR 

La cepa A364A se desa r r ol ló en 150 ml de SC con 1 ~ c/ml de adenina 
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a3oáa en fase estacionaria. Los cultivos ee incubaron a 23°C con agita-

ciãn constante hasta alcanzar una densidad de pohlsciön de 1-2x10?

celfel (#0-BD unidades klett U.R.) que aa deterainö por nefelomatria utili-

zando un fotoeolorimetro Rlatt Summeraon (Ind 800-3).

ie. EXTRACCIÚN DEL ARN TDT-M..

La cepa aìoàa se desarrollo en 50 mi de eedio SC en presencia de

adenina låt (0.2 Utiel). Las cilules se cosecharon por centrifugaciñn a

Eüüo e g durante 5 min. Se desecho el sobrenadante y la pastilla se lavo

dos veces por resuspenciön en agua bidestilada y centrifugaciôn. El pa-

quete celular se resusupendiã en 0.5 ml de LETS tLiCl U.lH, EDTa ü.DülH.

Tris ü.01H de pH ?.¿} agregãndose perlas de vidrio (0.5 m de diámetro).

Las cëlulas se rompieron mecãnicemnte utilizando un agitador vortee (à°C}.

El rompimiento celular se verificó al microscopio. Una vez rotas las célu-

las se añadiã 1 ol de LETS y 1.5 nl de cloroformo-fenol-isoenílico

14B:üB:2); se agito a temperatura ambiente lo minutos y se centrifugã s

JUDO s 5 dunas Hìmtumos. La fase acuoaa.donde es encuentra solubilisa-

do el ARN. se transifiriñ a un tubo que contenía 2 ml de la mezcla de

oloroformo-fenol-isoamilito. A la fase orgäníca se le agregå I ml de LETS;

ambos tubos se apitaron s temperatura ambiente y se centrifugaron IU minu-

tos. Se mezcleron las fases acuosas resultantes ï se les agregã 1 volume-

nes de etanol (952, -20°C) v 0.1 vol de LiCl SH. Las muestras se dejaron

reposar a -2D'C hasta que precipitã el ARN.

3.5. El TRACCION DEL AR-'V DE BAJO PESO MOLECULAR

La cepa a3bsa se desarrolló en 156 ml de SC con I vcƒml de adenina



14c. Las células se centrifugaron a 2000 x g durante 5 minutos, el pa

quet e ce lular se lavó dos ve ces con agua bidest i lada, se resuspendió en 

9 ml de LETS y se d i vidió en tres partes iguales de 3 ml. A cada parte 

se le añadió el miamo volumen de c loroformo-fenal (l : l) saturado con LETS. 

Las me zclas se agitaron hasta formar una emulsión y se incubaron en baño 

JI>3r!a du rante !O mi nutos a 25, 45 y 60°C respectivame nt e, s in dej a r de 

agitar para evitar el rompimiento de la emulsión . Poste riorment e se saca

r on de l baño y se mantuvieron a temperatura ambiente 10 mi nutos con agita

ción oca s i onal. Se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos a t empe ra

tura ambiente pa ra acelerar l a separación de las fases a cuosa y orgánica . 

La fa se ac uosa se colocó en un tub o que contenía 1 ml de cloro fo r mo-fenol 

v a l a fase or gánica s e le añadió l ml de LETS . Se agitaron 10 minutos a 

tempe ratura ambiente y se centr i fu garon a 2000 x g durante JO minutos. 

Ambas f ases acuosas se j untaron en un t ubo corex y se les añadio 0.1 vol 

de LiCl y 2 vol de etanol (95%, - 20 ºC). El ARN se precipitó a -20ºC du

rant e 16-1 8 horas. 

Después de prec ipit ado, el ARN se cen trifugó durante JO minutos a 

4000 x g a 4º C. El sobrenada nte se decantó y después de evaporado el 

exceso de etanol, e l ARN se resuspendió en 1 ml de LETS y se cuantificó 

la conc entración por absorba nc ia a 260 nm en un e spectrofotómetro (DU-7 

5ec kl!lann ) , o bien midiendo la r adioactividad L'Omo material TCA precipita

ble. 

3 . 6. EL ECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIOA SOS AL 2. 75% y 10% 

a ) Preparación de los geles ai 2 . 7Sl y condiciones de corrida. Se 
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lúfl. Las cëluias se centrifugaron a 2000 a g durante 5 minutos. el pa-

quete celular se lavã dos veces con agua bidestilads, se resuspendiå en

9 ml de LET3 y se dividiñ en tres partes iguales de 3 ml. a cada parte

se le añadid el mismo volumen de cloroformo-fenol {i:1) saturado con LETS.

Las mezclas se agitaron hasta formar una emulsiän v se incuharon en baño

moría durante EG minutos a 25. ¿5 y 50°C respectivamente, sin dejar de

agitar para evitar el rompimiento de la emulsiön. Posteriormente se saca-

ron del baño v se mantuvieron a temperatura ambiente 10 minutos con agita-

ciön ocasional. Se centrifugaron a 2900 x 5 durante 10 minutos a tempera-

tura ambiente para acelerar la separaciãn de las fases acuosa y orgánica.

ta fase acuosa se colocö en un tubo que contenía 1 mi de clorotormo-fenol

v a la fase orgánica se le añadiã 1 ml de LET5. Se agitaron IU minutos a

temperature ambiente y se centrifugaron a 2000 s 3 durante ID minutos.

ambas fases acuosas se juntaron en un tubo cores y se les añadio 0.1 vol

de LiCl y 2 vol de etanol (951, -20°C). El ARN se precipitã a -20°C du-

rante lú-iã horas.

Despues de precipitado, el ARN se centrifugö durante iü minutos a

¿Odd s 5 a s°C. El sobrenadante se decantã y después de evaporado el

exceso de etanol, el ARN se resuspendiö en 1 ml de LETS v se cuantificä

la concentraciñn por ahsorbancia a 250 nm en un espectrofotämetro (DU-7

Eeckmanni, o bien midiendo la radioactividad como material TEA precipita-

ole.

L5. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAUIDA SD5 AL 2.?5$ y 10%

ai Preparacion de los geles al 2.?5¦ 3 condiciones de corrida. Se
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colocaron en un matraz 5. 5 ml de solución A (acri lamida 10%, bisacrilamida 

0 . 5% en agua bidestilada), l ml de solución amortiguadora PD (Tris 0.9M, 

EDTA 0.027M, ácido bórico 0.9M, en agua bidestilada), ll. J ml de agua 

bidestilada, 0.2 ml de SDS al 10%, 2 m1 de glicerol al 50%, 10 Ul de 

TEMED y 0.1 ml de persulfato de amonio al 10%. La solución se mezcló a 

4º C y se desgasificó al vacío durante l minuto . Posteriormente se colocó 

en tu bos de vidrio de 80 x 6 mm de diámetro . La superficie se aplanó es-

tra ti ficando SDS al 1% y se permitió que los geles po l imerizaran a t empe-

ratura ambiente. Los ge les se precorr ie ron durante 15 minu t os a mA por 

tubo en una s olución amortiguadora de corr i da (Tris 0.06 M, EDTA 0.002M , 

ácido bórico O.OóM y SDS a l 10% en agua bidestilada ). Las muestras se 

corrieron a 5 mA por tubo duran te 120 mi nutos . 

b} Preparación de los geles al 10% y condiciones de corrida. En un ma-
~ 

tra:z se colocaron ó.6 ml de soluc ión B (acrilamida 30%, bisacrilamida 0.8% 

en agua bidestilada}. l ml de soluc ió n amortiguadora PD, 10.2 ml de agua 

bide stilada, 0.2 ml de ses al 10%, 2 rol de glicerol al 50%, 10 µ l de 

TEMED y 0. 1 ml de per s ulfato de amonio al 10%. Est a so luciún se mezcló a 

4º C s e desgasificó al vacío durante l ·inuto y se transfirió a tubos de 

vidrio de 80 :.; 6 mm de dtámet ro . La supe rf icie se aplanó es tratif icando 

SDS a l 1% y después de polimer i zados los geles se precorrieron a 2.5 mA 

po r tubo durante 30 minutos en la s olución amort iguadora de corrida des-

e rita en e l párra fo an te r ior. Pos teriormente se colocó la muestra sobre 

l a super fic ie d l ¡;el y se corrió a 5 mA por tubo durante 2:30 horas. 

Una v ~ z te rminada la elec t rofore s i s los geles se sacaron de los tu-
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colocaron en un matraz 5.5 ml de solucion A (acrilamida 101. bisacrilamida

B.5I en agua bidestilada), 1 ml de solucion amortiguadora PD (Tris G.9H.

EDTA ü.ü2?H, âcido borico ü.9H. en agua bidestileda), 11.1 ml de agua

bidestilada. 0.2 al de SBS al 101, 2 ml de glicerol al SDI, lo ul de

TEHED v D.ì ml de persulfato de amonio al 101. La solucion se mezclo a

ú°C 3 se desgasifico al vacio durante I minuto. Posteriormente se coloco

en tubos de vidrio de 80 x 6 mm de diámetro. La superficie se aplano es-

tratificando SDS al 12 y se permitio que los geles polimerizaran a tempe-

ratura ambiente. Los geles se precorrieron durante 15 minutos a i ma por

tubo en una solucion amortiguadora de corrida (Tris 0.06 H, EDTa ü.üD2H,

ocido bortco D.üoH y SUS al 101 en agua bidestilada). Las muestras se

corrieron a 5 ma por tubo durante 120 minutos.

b) Preparacion de los geles al 101 y condiciones de corrida. En un ma-

traa se colocaron 6:6 ml de solucion B (acrilamida 302. bisscrilamida 0.31

en agua bidestiiadal. 1 ml de solucion amortiguadora PD, 10.2 ml de agua

bidestilada, 0.2 ml de SDS al 101, 2 ml de glicerol al 502, 10 ul de

TEHED y 0.1 mi de persulfato de amonio al 102. Esta solucion se mezclo a

å'C se desgasifico a1 vacío durante 1 minuto v se transfirio a tubos de

vidrio de 80 s o mm de diometro. La superficie se aplano estratificando

SBS al II v despuos de polimeriaados los geles se precorrieron a 2.5 ma

por tubo durante 30 minutos en la solucion amortiguadora de corrida dea-

crita en el porrafo anterior. Posteriormente se coloco la muestra sobre

la superficie del gel y se corrio a 5 ma por tubo durante 2:30 horas.

Una ver terminada la electroforesis los geles se sacaron de los tu-
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bos, se congelaron en hielo s eco y se f raccionaron transversalment e en 

secc iones de 1 mm de grosor. 

e~ Preparación de las muestras de ARN . Se tomó una alícuota de ARN 

precipitado en etanol, se centrifugó a 4000 x g durante 15 minutos a 

~ºC y se eliminó el sobrenadante . La past i lla se secó a l vacío y se re

suspendió en 100 µ 1 de so l uc ión amortiguado r a para mue stras (azul de 

bi omo fenol al 0.01%, saca rosa a l 5%, soluc iór. amortiguador PD a l 20% y 

SOS al 0 . 1% en agua bidesti l ada ) . Se de jó r e posar 10 minu tos y s e colo

có s obre l a super f i cie del gel . 

J . 7 . EX TRACCION DE LAS PROTE I NA S RI BOSOMALES ACIDAS Y 

PROTEINA RIBOSOMAL TOTAL, A PARTIR DE LOS RIBOSOMAS 

CI TOPLASMICOS DE Sacchoromyces cerevisiae. 

Para la preparación de la levadura se s iguió el procedimiento des

c rit o por Battaner y Vazquez (66 ) y para l a ex trac ción de proteínas áci 

das se siguió el mé t odo de Hame l E. (60) , modificado por Zinker S. ( 47). 

Se inoculó l a cepa A364A en medio \'M-l (dilución 1:200) y s e creció 

a 23°C durant e 18 hrs . El cultivo se cosechó por centrifugación a 

2000 x g durante S minutos . A partir de este punto todas las operacio

nes se realizaron a 4ºC. La pastilla se lavó con agua bidestilada y se 

centrifug6 durante S minutos a 2000 x g. El paquete celular se resus

pendió en 10 ml de Tampón 1 (Tris-HCl 100 mM de pH 7.4, HgC12 12 m."1, 

KCl 80 mM y S-mercaptoetanol 5m."í). Se afo ró a 20 ml y se tr ansfirió a 
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bos. se cougelaron en hielo seco y se fraccionaron tranaversalmente en

secciones de 1 mm de grosor.

te Preparaciãn de las muestras de ARN. Se tomñ una arfcuota de ARN

precipitado en etanol, se centrifugñ a âüüü x g durante 15 mineros a

$'C y se eliminñ el sobrenadante. La pastilla se secä al vacío y se re-

suspendiã en lüü U1 de soluciön amortiguadora para muestras (azul de

bromofenol al 0.911. sacarosa al 52. solucion amortiguador PD al EU! y

SDS al 0.12 en agua bidestilada). Se dejã reposar IU minutos 3 se colo-

uñ sobre la superficie del gel.

3.?. EXTRACCIUN DE LAS PROTEƒ.*\¡AS RIBOSÚMALES ACIDAS Y

PROTEINA RIBÚSOMAL TOTAL, A PARTIR DE LÚ5 MBOSOHAS

C! TÚPLASMICÚS DE §_ac§:¿'1oro_f|L\__†ce§ cerevfsíoe.

Para la preparaciån de la levadura se siguiã el procedimiento des-

crito por Battaner 3 ïazquez 166) y para la extracción de proteínas ãci-

das se siguiö el método de Hamel E. (GU), modificado por Zinker S. (åï).

Se inoculd la cepa A36àa en medio YH+1 [diluciãn l:2D0} y se creció

a 23°C durante LB hrs. El cultivo se cosechã por centrifugaciãn s

2000 x g durante 5 minutos. A partir de este punto todas las operacio-

nes se realizaron a à“C. La pastilla se lavã con agua bidestilada y se

centrifugü durante 5 minutos a 2000 x 3. El paquete celular se reaus-

peudiã en IB ml de Tampån I {TrisrHCl lüü mH de pH ?.å, Hgülg 12 mH,

KC1 B0 mH y 8-mercaptoetanol 5mH}. Se aford a EU ml 3 se transfiriô a

_ ¡o -



bot ellas del homogene izador tipo üraun conteniendo 35 g de perlas de vi

drio (0.S mm de diáme t ro). Las células se rompieron con 4 pulsos de 30 

seg de agitación por 15 seg de reposo (la ruptura celular se verificó al 

microscopio). Las perlas de vidrio se lavaron con 30 ml de Tampon I , la 

so lución se transfirió a tubos Corex y ae centrifugó durante 10 mio a 

40000 x g, para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se cen

t ri fugó a 16000 x g durante 3 hr a 4°C en la ultracentri f uga IEC. Se 

eliminó el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendió en Tampón 

Il (Tr is HCl de pH 7 .4 20 m."I , MgC1
2 

100 mM, acetato de amonio 500 mM y 

B -me rcaptoetanol S ;:nM). La solución se centrifugó a 40000 x g durante 

10 min para el iminar el material insoluble. El sobrenadante se centrifu

gó a 16000 x g duran te 14 hr . a través de un gradiente discon tínuo de sa

carosa al 40% en Tampón II y 8 ml de sacaro•a al 20% en Tampón 11. La 

pas t i lla ribosomal obtenida se resuspendió an 1 ml de solución SP 0.5 

(Tris -HCl 10 mM de pH 7.4, MgCl 2 20 mM, NH4Cl 500 mM, B - me r captoetanol 

3 mM). Se midie ron las dens idades ópticas a 260 nm en un espec trofotómetro 

Beckmarm (modelo Dll-7) y se aj ustaron a 100 D. O. / ml con la solución SP 

O.S. En este paso, cuando se r equirió, se agregaron los productos de 

traducción in vi tro y se agitó durante 20 minutos. 

Ex tracción de Proteínas Acidas. A l a mezcla anterior se le agregó 

! volu~en de e tanol al 951 v se agitó durante 10 min. De s pués se agre-

gó otro volumen de etanol y se agitó durante 5 minutos miís. Se cen-

trifugó a 40000 x & durante 10 minutos (la pastilla se dejó secar para 

la posterior extracción de la proteína r i bosomal total). Al sobrenadan

te Sil le añadió 2. 5 volu-ne s .:le ac etona a -20 °C y se dejó repoaar a esta 
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botellas del homogeneitador tipo Braun conteniendo 35 g de perlas de vi-

drio (0.5 en de diámetro). Las células se rompieron con à pulsos de 30

seg de agitacifin por 15 seg de reposo (la ruptura celular se verified al

microscopio). Las perlas de vidrio se lavaron con 30 ml de Taepon I, la

solucion se transfirid a tubos Corea y se centrifugd durante 10 min a

60000 K gt para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se cen-

trifugñ a loüüü n 3 durante 3 hr a ú“C en la ultracentrifuga IEC. Se

elimino el sobrenadsnte y la pastilla obtenida se resuspendid en Tsmpdn

11 (Tris HCl de pH ?.à 20 mH, Hgülg 100 mfl. acetato de amonio SUD mH y

B ¬mercaptoetanol 5 mH}. La soluciôn se centrifugñ a úüüüü x g durante

IU min para eliminar el material insoluble. El sobrenadante se centrífu-

gã a 16000 x g durante la hr. a través de un gradiente diacontinuo de sn~

carosa al 402 en Tampãn II 3 B ml de sacarosa al 201 en Tampdn II. La

pastilla ribosomal obtenida se resuspendiã en 1 ml de soluciãn SP ü.5

(Tris-HC1 Iü ¡H de pH ?.å. Hgülì 20 mfl, NH¿Cl 500 mH. B -mercaptoetanol

3 mH)- Se midieron las densidades äpticas a Edü nm en un espectrofotãmetro

Beckmann (modelo DE-Tl 3 se ajustaron a IDO D.ü.fm1 con la soluciön SP

D.5. En este paso. cuando se requiriã. se agregaron los productos de

traducciñn in vitro v se agitñ durante 20 minutos.

Extracción de Proteinas Acidos. A la mezcla anterior se le agregó

Q volumen de etanol al 952 v se agitå durante 10 min. Despuås se agre-

gñ otro Q volumen de etanol 3 se agitö durante 5 minutos mis. Se cen-

trifugö e úüüüü x g durante IU minutos (la pastilla se dejó secar para

la posterior extracción de la proteina ribosomal total). al sobrenadan-

te se le añadid 2.5 volumenes de acetona a *2ü'C F se dejo reposar a esta
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temperatura has ta l a formac ión de grumos de proteína. 

Ex tracción de Protefnc Ribosomal Total . La past iila <ie 40000 x g 
_., 

se resuspendió en 2 ml de amortiguador lO - (!iEiCl 100 ~.M, 10 mM HEPE!>, 

l x i G M KgC1
2
), s e l e añadió 4. 2 ml de ácido acético glacial y 8 ;'1 

de MgC1 2 y se agitó 30 minutos a 4ºC. La suspens ión se centrifugó 

durante 10 minuto s a 40000 x g, el sobrenadante s e dial izó a 4ºC cont ra 

500 ml de ácido acético 0 .5 N y pos teriorment ~ se liofili zó . 

3.8. ANAL/SIS DE LA S PROTEINAS RI BOSOMALES MEDIANTE ELEC TRO 

FORES!S EN CELES DE POLI AC RI LA MIDA. 

3. S. 1. Elec troforesis Unidimensional en Celes de Poliacrilamida-SDS. 

a ) Preparación de los geles y condici,ones de corr ida. La técnica de e-

lectrofor esis unidimensional empleada fue la reportada por tlaizel J . V. 

Jr. (69). Se utilizó un gel r esolutivo al 12 % de acrilamida y un gel con-

cent r ador al !.%. 

El gel reso lut ivo se preparó mezclando 12 ml de solución de acrila -

mida 30%-bisacrilamida 0. 8% disueltas en agua bidesti lada , 11.25 ml de 

tris-HCl l M de pH 8.8 , 0.3 ml de SDS al 10% , 6.25 ml de agua bide s ti-

l ada, 25 µ l de TEMED v 12 0 ~l de persulfato de amonio al 10%. Es ta 

mezcl a que se encontraba ya a 4ºC se agitó y desgasificó a l vac!o por 

l minuto y se depos itó entre las placas de vidr io del aparato para elec-

troforesis en placa. Ls s uper fici e se aplanó estratificando SDS al 1i . 

Una vez p.olimer izado e l gel resolutivo se retiró el SUS y s e preparp el 

gel concentra do r mezclando l. 33 ml de solución de acrilamida 30%-bisacr! 
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temperatura hasta la formacion de grumos de proteina.

Extracción de Proteina Ribosomoí Total. La pastilla se toooü s g

se resuspendiö en 2 nl de amortiguador 10-5 íänfll lüfl efl, 10 nH HEPES.

1 s ìü H HgC12}. se le añadio 4.2 ml de acido acåtìco glacial v B el

de Hgfllg y se agitd 30 minutos a ú°C. La suspensiñn se centrifugã

durante IU minutos a üüüüü s g, el sobtenadante se dialisä a d"fi contra

EDU ml de ãcido acëtico 0.5 F y posteriormente se liofiliad.

3.8. ANALISÍS DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES MEDIANTE ELECTRQ

FGRESJS EN GELE5 DE POLMCRILAMÍDA.

3.8.1. Eiectroƒoresis Umdimensionaí en Goles de Poüocrüomíofo-SDS.

al Preparacidn de los geles y condiciones de corrida. La técnica de e-

lectroforesis unidimensional empleada fue la reportada por Haiael J. V.

Jr. (69). Se utilitã un gel resolutivo al 121 de acrilamida y un gel con

centrador al ei.

El gel resolutivo se prepard mezclando 12 ml de solucion de acrila-

mida 301-bisacrilanida 0.32 disueltae en agua bidaetilads. 11.25 ml de

tris-HC1 1 H de pH B.E. 0.3 ml de SUS al 101. o.25 ml de agua bideeti-

lada, 25 U1 de TEHED v 120 U1 de persulfato de amonio al 101. Esta

mezcla que se encontraba ya a a°C se sgitö y desgasiflcö al vacio por

1 minuto y se depositó entre las placas de vidrio del aparato para elec-

troforesis en placa. La superficie se aplanó estratificando SUS al 11.

Una vez polileritado el gel resolutivo se retirö el SUS v se preparó el

gel concentrado: mezclando 1.33 el de soluciãn de acrilamida 302-bisacri
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lami da 0 .81 d i suelt a en agua b i de s tilada, 1 .25 ml de tr is HCl 0.49 ~ 

de pH b .B , O. J mi de SD$ al 10! , ' . 2 ml de agua b ides ti lada, 5 ~ l de 

TEMED y 100 ul de pe rsu lfnto de amonio al 10% . Todo es t o se me zcló y 

de ~ gas if Jc6 a¡ vacío y s e depos i t ó s obre e l ge l re so lutivo . Se intr o 

du jo el pe ine f ormador de pocillos y &e permit:ó l a pol i me ri zación a 

tempe ratu ra ambi ent e. ~· na ve z polimeI'ü ado e l ge l se reti ró el peine y 

se l l enare las cámaras supe r i or e inferior, con 500 ml cada una , con 

l3 so lución amorti guadora de ~o rrida (Gli ci.na 0.19 M, Tris-bas e 0 . 024 M 

de pH 8 .8 y SDS al 0 . 0 1% disuelt u en ag:ia b idest ilada). 

El gel s e precorrió a 100 V durant e 30 minut os . Se apagó la 

f ue nte de pode r y se colocaron las muest ras. Se inició l a e l ectro fo r e -

: i s de 50 V ha sta que e l f r ente del co lo ran te llegó al gel r~so lvedor. 

:· n e st e morr: e :ito s e 3.'.;n:! e P.t :: e l v~l t aje a 100 V v s e dejó ha sta (\"..!e ~l 

c0lc r an t e lle g6 a : . ~ ?Or ar r iha del f ondo del gel. 

b' Pr~pa rac i6n de la s mue stras de prot e ína. Las mue s t r a s l i ofiliz a -

~a• se di s a l v!eron ~n u r e ~ SM, se les determi nó la ~ad ioa c ti vida ~ TCA 

p r e ::ip i tabl. ~ i ncor po r ada y Si! t omó la ca ntidad nece sar i a qu e luv ie ra 

~0 000 cpm que se me1c1~ con 100 ul de l a so lución amor t iguado r a pa ra 

w0 es tra ( l ml de Tr i s-HCl l M de pH 6.8 , ml de SDS a l 10% , 1 ml de 

~ -me rc aptoetancl al : ~) gli cerol al ] 0% y ro j o de t e na! al 0 .1 %) . Las 

n ·es tras se dt.) jaL·on r epo sa r 10 mi nu tos y posterio rme nte se de~· osita ron 

den tro de los pocil los de l gel c once ntrador . 

·- 22 .. 
? , 

lamids ü.8ì disuelta en agua bidestilada. 1.25 ml de tris Hül Ú.ú9 M

Ús PH 6-3. 0-3 mi de 555 al íül. 7-2 el de agua bidestilada. 5 ul

TEHED y ¡DD ul de persulfnto de amonio al 101. Todo esto se meec

de

I'-JCH

desgasifico al vacio y se deposito sobre el gel resolutivo. Se intro

dujo el peine formador de pocillos 3 se permitio la poliaerizacion a

temperatura ambiente. Una ver polimeriaado el gel se retiro el peine v

se llenaron las cámaras superior e inferior, con 500 ml cada una, con

la solucion amortiguadora de corrida (ülicìna 0.19 H, Trìs-base U

de pH 8.8 y SBS al 0.ü!I disuelto en agua bidestilada).

.I"'l
IV

El gel se precorriö u 100 V durante 30 minutos. Se apago la

|¬-3 ¿I- :Í

fuente de poder y se colocaron las muestras. Se inicio la electrofore-

is de SU U hasta que el frente del colorante llego al gel resolvedor.

rn este monentu se atnentf el voltaje a 100 V 3 se dejo hasta que el

colorante llenó s , -1 por arriba lei fondfl t¬... na ,_ W IL

c Preparacion oe las muestras de proteína. Las muestras liofilitn-

dos sc disolvioron en ore: BH, se les determinã la radioacrividad Tdå

precipitabls incorporada y se tomo la cantidad necesaria que tuviera

Hdüüü cpm que se usarlo con IDG cl de la solucion amortìguadora para

rrcotra (1 ml de iris-HCI i M de pH 5.3, I ml de SBS al IDE, i ml de

o~mercaptnetantl al Li. glicerol al lflï y rojo de tenol al ü.lIl. Las

oontro de los pocillos del gel concnntrador.

_. 1'* _
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nuestras se dejaron reposar 10 minutos v posteriormente se depositaron



e) Tinción de laio proteínas r ibo so!!\ales. Una ve z t erminada la e l e .: 

trof oresis los ge l es se tiñe r on con azul de Co omass i e a l 0.2 St d s ueléo 

en metanol al 50%-ácido a c ético a l 7% en agua, duran te l hora cc n agita 

ción constante. Los geles se destifieron con ruetanol al 30Z- ' c id0 ac;ci 

co al 7% en a gua . 

d ) Autorraá icgraffa . Los ge les de pollac r ilamida ya desteñidos se 

s e caron sobre un papel What1nan de 3 a.m en un seca dor de g;eles ( BIO- RAD 

mod 224) . Una vez sec c: s s e pusiere n en C f•n :. ac t c~ <.: n una placa de ra::os 

X ( Kodak) de r: t ru de un refor za '.!or de p lac a;; y s;;, ruintuv1er c:1 a -:e°!:: 

po r d i f erentes inte r va lo!'< de t iempo , r.!a a~uerdo a l a ca n t itl.Rc ,;e radio-

actividad pre sente en cada gel. Las placas d<! r ayo s -X s e rev e aron a 

tempe rat ura ambio?nte sumerg.i é 11 do ~a :":i por 1 minutvs en l a sol,Jc ió~ r'°veL?. 

de j aren sc;.:ar. 

0!1yo-U T Celulosa u Por ur del AR ,.., Total \' e, 4H N E.\trc,..:J.! u 

60°C . 

La muestra de ARN se resuspendió e n )I~:) µ l dt? l amor tiguado r o ii go 

- dt -C. 5 ~ (0. l ml de t ri s ae pH 6, 0 .5 M d~ ~a Cl) . La mues t r a se co loc 6 

en baño ma ría a 60°C durante 30 .s egundos pa ra elimina r la est r uctura se

cundar ia del ARN, y se pasé a t r avés de l a co i umna 6 veces consec ut ivas 

para asegurar la a dsorción . La elus i ón se l levó a cabo lavando 3 veces 

con 2 ml del amortiguador oligo-dT-0. 5 H, y se colecta r on 6 fracciones 

- 2J -

c) Tincion de las proteinas ribosomales. una vez terminada la elec-

DJ- ¡,.-..-troforesis los geles se tiñeron con azul de Hnomassie 0.251 disuelto

--J I-2 Hen metanol al 302-ácido acëtico al n agua. durante l hora con agita-

cion constante. Los geles se destideron con metanol al 301-ácido acëti-

co al ll en agua.

dl autorradiogtatía. Los geles de poliacrilsmida ya desteñidos se

sacaron sobre un papel Hhatman de 3 m en un secador de geles (BIG-RAD

EEL -Jlo La Id' Una vez secos se pusiercn en contacto con una placa oe rayos

H íìodakl dentro de un reforzador de placas y se mantuvietrn o -;Z°C

por diferentes intervalos de tiempo. da acuerdo a la cantidad se radio-

actividad presente en cada gel. Las placas de rayos-X se revelaron a

temperatura ambiente sunergfcodoïss por 3 minutos en la solucion revela

dora iäooakl. 5 minutos en agua tercio-'s, f minutos en sc orion Fi ado-

ra 'nodos . si final do' trote ~ s- Ã. src' .on agua corr_¬¬t¢ ~ :-

de;aron secar.

3.5:. <_`f:.1r›_-rrr-C-ri dc fos Pro-.mom-s --'L`-if f *_-- liso.-o de =fI¢:m.r=:;.-os of.-

Oifgo-L*T Cell.-¡oso o Pnrnr dc! ARP: lt-toi 1 c.- ARN E'-tiro-'cui o

oüsí.

La muestra de ¿RN se resuspendio en åfiå bl del amortiguador elige-

D... rr 1.1 "12
1'- -G.5 H iü.1 al de tris ns o. o.: H no Haülj. La muestra se coloco

en haño maría a oü°C durante 30 segundos para eliminar la estructura se-

cundaria del ARN. 3 se paso a través de la columna 6 veces consecutivas

para asegurar la sdsorcion. La elusion se llevo a cabo lavando 3 veces

con 2 ml del amortiguador oligo-dl-3.5 H. r se colectaron ú fracciones

_.2.3¬-



de 1 al cada una, posteriormente se lavó con 6 ml de amortiguador oligo-

-dT-0.25 M (0.1 ml de tris de pH 6, 0.25 M de NaCl) y se colectaron las 

siguientes 6 fracciones, finalmente se añadió 6 al de 11BOrtiguador oli-

go-dT y se colectaron fracciones de 1 ml. A todas las 111Uestras colectadas 

se les determinó l as densidades ópticas a 260 nm, o las cpm como as.te-

rial TCA prec ipi tab le para las muestras radioactivas. A los tubos que 

contenían las fracciones poli A+ se les añadió por mililitro de muestra 

0.1 ml de acetato de sodio 5 M, 2 ml de etanol al 95% y 6 ~g de tARN como 

acarreador, y se dejó precipitar durante t oda la noche a -70ºC. 

1. 70. Cuantificación de la Radioactividad Incorporada a Macromoléculas. 

Se tomaron muestras alicuotas del cultivo celular en experimenta-

ción y se mezclaron con 0.5 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 20% y 

0 .1 ml de albú~ina de suero de bovino (1 mg/ml ) y se incubaron 30 minutos 

a 4ºC. El precipitado se fi ltró al vacío a través de membranas Milli-

pore (HA, 0.45 i.im), y tan to las membranas como los tubos se lavaron su-

cesivamente con 2 a 3 ml de TCA al 5% y etanol al 30%. Las membranas 

se secaron a 30ºC durante 20 minutos y se in t rodu je ron, cada una por s e-· 

parado, en un vial que contenía 7 ml de omnifluor-tolueno (ominifluor 

4% en tol ueno). La radioactividad s e cuantificó en un contador decente-

lleo líquido (Packard , mod . Minaxi-6). 

Los ge l es en tubo que contenían ARN marcado radioactivament e se 

seccionaron de 111&nera t ransversal en r ebanadas de l 111111 y cada una se colo-

có en un vial que conten í a 7 ml de protosol-omnifluor-tolueno (30 ml de 

protosol 0.5 M, 4 g de omnifluor aforados a l lt con tolueno). Los via-
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de 1 al cada una. posteriormente se lavã con 6 ul de amortiguador oligo-

-dT-0.25 H (0.1 ml de tris de pH ü, ü.2S H de Hafll) y se colectaron las

siguientes 6 fracciones, finalmente se añadió 6 nl de amortiguador oli-

go-dT 3 se colectaron fracciones de I ml. A todas las muestras colectadas

se les deterninã las densidades ãpticas a 260 nn, o las cpu cono eate-

rial Tüa precipitsble para las muestras radioactivas. à los tubos que

contenían las fracciones poli ¿+ se les añadió por nililitro de nuestra

0.1 ml de acetato de sodio 5 H, 2 ml de etanol al 951 y ú ug de t¿RN como

acarreador. y se dejó ptecipitat durante toda la noche a -70°C.

1 IU. Cuontificocidn de Io Rodíoncfividod ¡ncorpomdo o Ilocrofnofétuios.

Se tomaron muestras alicuotaa del cultivo celular en experimenta-

ciñn v se meaclaron con 0.5 Il de äcido tricloroacitico (TC¿1 al 201 v

Ú.I ml de albúmina de suero de bovino (1 mg/ml] y se incubaron ìü minutos

s ú“C. El precipitado se filtrñ al vacio a través de membranas Hillìe

pote (HA, D.à5 Um), v tanto las membranas como los tubos se lavnron su-

cesivamente con 2 a 3 ml de Tüa al 51 y etanol al 302. Las membranas

se secaton a 3ü”C durante 20 minutos y se introdujeron. cada una por se~

parado, en un vial que contenía ? ml de omnifluor-tolueno íominifluor

åï en tolueno). La radioactìvidad se cuantificö en un contador de cente-

ileo liquido (Packard. mod. Hinaxi-5).

Los geles en tubo que contenían ¿RN marcado radioactivamente se

seccionaron de manera transversal en rebanadas de 1 mm y cada una se colo-

cñ en un vial que contenía 7 ml de protosol-omnifluor-tolueno {3B mi de

protosol 0.5 H, ò g de omnifloor aforados a 1 lt con toluenoì. Los via-
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les se i ncubaron a 37"C durante 14 a 16 ho r as y después cie este tiem

po se cuanti ficó la rad ioactividad en e l conrador de centelleo líqu i do . 

Las proteínas radioact i vas se visual i zaron por autor radiograf ía. 

Los geles que contenían prot~ íans rad i oactiva a s e deshidrataron en un se

cador de geles y se pusieron en contacta con una placa de rayos- X (Kodak) 

Los geles tipo Haizel que contenían proteínas radioactivas se sometie

ron a autorradiografía para verificar la incorporación de marc a a l as 

proteínas ribosomales. 

- 25 -

les se incubaron a 3?'C durante Ia a 16 horas v después oe este tiem-

po se cuantificö la radioactividad en el contador de centelleo liquido.

Las proteinas radioactivas se vlsualiearon por autorradiografia.

Los geles que contenían proteíans radioactivas se deahidrataron en un se-

cador de geles y se pusieron en contacto con una placa de rayos-K {Kodak)

Los geles tipo Haiael que contenían proteinas radioactivas ao sometie-

ron a autorradiografia para verificar la incorporacion de marca a las

proteínas ribosomales.
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R E S U L T A O O S 

li . 1. Tiempo de Duplicación de lo Cepo A36~A de Soccharomvces 

cerevisioe. 

La duplicación de las estructuras y organelos celulares lleva al 

crecimiento y reproducción de los microo rganismos. Si el crecimiento, 

en medio de cultivo líquido, se mide en un fotocolorímetro, se obse rva 

que la velocidad de crecimiento es variable con respecto al tiempo . Las 

fases típicas de crec imi ento que presentan los microorganismos, se pue

den dividir en: a) Fase l ag o fase de adaptación; b) Fase exponencial, 

cuando la veloc idad de dup licación de las células es de tipo geométr ico 

c) Fase estacionaria temp rana, en esta fase los nutrientes del medio se 

van ago tando y los productos de desecho del metabolismo se van acumulan

do, de modo que el medio se va haciendo meno s f a,•orable para el c r eci

mi ento celular ; d ) Fa se estacionaria tardía , cuando el número de célu

l as permanece cons t ant e en el cultivo. 

Para pode r cal cular el tiemp o de du p l i caci6n, la cepa A364A, se 

desarrolló an med io SC a 23 grados cent ígrados durante la noc he y se 

tomaron lecturas a diferentes t i empo s en un fotoco lor lmetro Kle tt 

Summerson . Durante el desa rr ollo del cultivo se presentaron l a s fases 

t í picas del c recimter:.to como se muestra en ia figura l. Durante la fa

se lag, se t omaron t~es l e c tura s a los tiempos O, J y 4 ho r as, obse rvá~ 

dose el compo rtamien to <l e ada ptación caracte rí s tico . La fas e logarítmi 

ca tuvo una durac ión de 6 horas , con un rango de 20 a l OO unidade s Klet t 

(U. K. ). La fase est acionar i a t emprar-a, pre sentó una variación de lOO a 

125 U.K., con una dur11ción de tres horas, y finalmen t e la fase estacio-

- 26 -

5_ts¿1__¡_,_†rsooi§

4. I. Tiempo de Dupficocidn de Io Cepa MGM de Socchoromgces

cerevisioe.

La duplicacidn de las estructuras y organelos celulares lleva al

crecimiento 3 reproducciün de los microorganismos. Si el crecimiento,

en medio de cultivo liquido. se mide en un fotocolorimetro. se observa

que la velocidad de crecimiento es variable con respecto al tiempo. Las

fases típicas de crecimiento que presentan los microorganismos, se pue-

den dividir en: a) Fase lag o fase de adaptaciñn; b) Fase exponencial.

cuando la velocidad de duplicación de las células es de tipo geométrico

c) Fase estacionaria temprana, en esta fase los nutrientes del medio se

van agotando v los productos de desecho del mtebolismc se van acumulan-

do. de modo que el medio se va haciendo menos favorable para el creci-

miento celulari dl Fase estacionaria tardía, cuando el número de célu-

las permanece constante en el cultivo.

Para poder calcular si tiempo de dupìicaciön, la cepa aìnàn. se

desarrolló en medio ¿C a 23 grados centígrados durante la noche y se

tomaron lecturas a diferentes tiempos en un fotocolorimetro Rletr

Scmmersnn. Durante el desarrollo del cultivo se presentaron las fases

tipicas del nrecimiecto como se muestra en la figura 1. Durante la fa*

se lag. se tomaron tres lecturas a los tiempos Ú. 3 3 à horas, observãn

dose el comportamiento de sdaptaciñn característico. La fase logarïtmi

ca tuvo una duraciãn de b noras, con un rango de 2ü a 100 unidades Klett

(U.K.ì. La fase estacionaria temprana, presentå una variacidn de 100 a

125 U.K., con una durscidn de tres horas, y finalmente la fase estacio-
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Fig. l. Curva de c r ecimiento de l a cepa A364A. La cepa se desarro-
116 en medio SC y e l crec i miento se mid i 6 en Unidades Klett 
a dife rente s i ntervalos de tiempo, mediante un fo toco loríme
trn Klett Sulll!lle rson. a) fa s e lag; b) fase logarítmica ; c) fa 
se estac i onaria t emprana; d) fase es tacionaria tardía. 
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Fig. 1. Curva de crecimiento de la cepa A3fiúA. La cepa se desarro-
Lìd en medio SC y el crecimiento se midid en Unidades Klett
a diferentes intervalos de tiempo, mediante un fotocoloríme-
tro Hlett Summerson. a) fase lag; b) fase logaritmica; c] fa
se estacionaria temprana; d) fase estacionaria tardía.



naria tardía que se siguió presentando después de 38 horas, sin ca~b ics 

aparente ,,; en el número óe U.K. El tiempo de dup licac ión para es ta ce ?a 

de ~ c erevisiae, calculada a partir de la fase exponencial de la figu-

ra l , fue de 2 .8 horas. 

4.2. SI NT ES/S DE MACROMOLECULAS 

Debido a que los cultivos manejados crecie ron en forma asincrónica 

y que la nefe lome tría sólo indica las variac ione s de una pobla cién celu-

lar en suspensión a t ravés del tiempo sin propo r cionar datos ac erca del 

es tado me tabó l i co de las células y con el fin de conocer este úiti&::lO se 

hi zo una eva lu-ac ión de la síntesis de proteínas de l a cepa A364A . Para 

ello a un cultivo que se encont raba en una fase l ogar!timca de crec iaie~ 

to ( 70 U. K.; ver f igura 1) se l e ag r egó 0.1 ~ci/ml de una me zcla de a i n~ 

icidos tritiados ( 3H). A par tir de est e momen t o se tomaron muestras alí 

cuo t a s por duplicado y se le s det erminó la radioac t i vidad incorporada a 

mac romolécu las co;no mat erial TCA precipi table. 

Los result a dos de este exper imenco se muestran e n l a figura 2, l a 

curva se si guió durante 240 min . Se puede obse rvar que durante los pr~ 

meros 90 minutos Ja cinética de incorpo r ac ión l-9.7xl0-J CPM) sigue una 

tendencia de tipo exronen~ia l, de spu ~s de est e tiempo la incorporac i ón 

no mue stra aumentos significativo s , lo cual podría deberse al agotami~~ 

to, en el meciio, de lo s ami nGác idos :na!'cado s radioactivamen te , o bf.en, 

al esta do metabólico de la ¡; células. Este resultado mue s tra que las c é-

lulas se enc uen t ran en un buen est ado metabólic o y que la síntesis de 

- 28 -

naria tardía que se siguió presentando después de 33 horas. sin cambios

aparentes en el nünero de U.K. El tiempo de duplicacidn para esta cepa

de S. cerevisiae. calculada s partir de la fase exponencial de la figu-

ra l, fue de 2.8 horas.

11.2. SINTESIS DE HACROHOLECULAS

Debido a que los cultivos manejados crecieron en forma asincrónica

v que la nefelometria sôlo indica las variaciones de una poblacišn celu-

lar en suspensiön a través del tiempo sin proporcionar datos acerca del

estado metabdlico de las células 3 con el fin de conocer este último se

hizo una evaluaciän de la sintesis de proteinas de la cepa a3osa. Para

ello a un cultivo que se encontraba en una fase logarítimca de crecieieg

to (TÚ U.H.; ver figura 1) se le agregé 0.1 pci/ml de una mercla de amino

ãcidos tritiados (añ). A partir de este momento se tomaron muestras ali

cuotas por duplicado v se les determind la radioactividad incorporada a

macromoléculas como material TEA precipitable.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 2, la

curva se sipuiö durante Zúü min. Se puede observar que durante los pri

meros HU minutos Ia cinética de incorporaciön 1-9.7110-3 CPH) sigue una

tendencia de tipo erroocn:íal. despues de este tiempo la incorporacidn

no muestra aumentos significativos, lo cual podria deberse al agotamisn

ro, en E1 medio, de los aminoácidos marcados radioactivamente, o bien.

al estado metabdlico de las células. Este resultado muestra que las cé-

lulas se encuentran en un buen estado metabélico y que la sintesis de
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Cinética de incorpo ración de aminoácidos - 3H a ma cromolé
cu l as. La cepa A36 4A se de sarro lló en med io SC; cuando el 
cult ivo alcan zó la fa se logar í tmica de c re c imiento se l e 
añadió 0.1 JJci/ml de una me zcla de ami noác idos -3H y s e mi
dió la inco rpo rac ión a mac romol éculas como ma te rial TCA pre 
cipitab l e. -
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Bioética de incorporacién de aminoácidos -3H a macromolé-
colas. La cepa A36àa se desarrolld en medio SE; cuando el
cultivo alcanzé la fase logaritmica de crecimiento se le
añadiö 0.1 Uci/ml de una mezcla de aminoécidos -3H y se mi-
diš la incorporacidn a macromoléculas como material Tfla pre
cipitable
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proteínas es f ic \rn t e . 

4.3 . Cuantificación del ARN extrafdo a 15, 45 y 60 grados cen t tg rados. 

La cantidad de ARN que se extrae de un cultivo puede ser det ermi nada 

por dens i dades óptica s (O. O.) a 260 nm, o b i en, determinando l a rad ioac

tividad incorporada a macromoléculas como materia l TCA precipitab le , 

cuando se trata de un cult ivo marcado radioactivamen t e. Con el f i n de 

e s timar l a cantidad de ARN obten i da mediante t re s dit erente s tra tamien

tos con t empera t ura (2 5, 45 y 60 ºC ) y pode r ha cer una comparación de los 

rend imi entos, se hizo una cuant ificación por l os do s método s mencionados 

(densitomet r{a y r adioactividad). En ambos ca s os se partió de cu l tivos 

con e l mismo volumen y aprox imadamente i gual número de células. Pos te 

riorment e cada uno se divid i ó en tres pa rtes iguales para los di f ere n-

tes tra tamien tos (ver M.at e r i a l y Hét odos). Por dens itometr ía se ob tuvie 

ron los re s ul t ados que se muest r an en la Tabl a 2, l a ca nt ida d de AR.>; ex 

t raída en cada mue stra s e calcu15 considerando que 1 D.O. (26 0 nm) eGui

va le a 45 µg de ARN . Lo s resultado s muestran que la temperat ura e s un 

fa ctor que i nfluye sobre la célula en el moment o en el que se lle \"d a 

c<lbo la e xt ~ac ci ón del ARN . La t empe r atura a c t úa al mismo ni vel que la 

mezc la de cloroformo- fenol, produci endo po ro s en las membranas ce l u l a r e s 

ncrmit iendo J e esta forma l a salida de l os ác i dos nuc l é i cos . Se indica 

ad emás que conf orll!e f'•• inc remen t a la temperatu ra la cantidad de ARN ex

tra ído aumen t a , lo cua l sugiere que a mayo r t empera tur a hay f or ma ci.ón de 

más núme ro de por os o bien , poros de mayor t amaño. Con este mét odo en

cont r arnos que l a cantidad de ARN extraído a 60ºC fu e oc ho ve ce s supe r ior 

a la obtenida a 25ºC, y só l o do s ve ces mayor que a 45º C. 

-· JO -

·~. 

proteinas es eficiente.

-1.3. Cuontifícocion def ARN es traído o 25, #5 y 60 grados centígrados.

La cantidad de ARN que se extrae de un cultivo puede ser determinada

por densidades épticas (D.0.) a Efiü nm, o bien, determinando la radioac-

tividad incorporada a macromoléculas como material TCa precipitable.

cuando se trata de un cultivo marcado radioactivamente. Con el fin de

estimar la cantidad de ARN obtenida mediante tres dilerentes tratamien-

tos con temperatura (25. a5 y dD“C} v poder hacer una comparacién de los

rendimientos. se hiso una cuantificaciñn por los dos métodos mencionados

{dansitometría y tadioactividad}. En ambos casos se partié de cultivos

con el mismo volumen y aproximadamente igual número de células. Poste-

riormente cada uno se dividié en tres partes iguales para los diferen-

tes tratamientos [ver Haterial v Hétodosì. Por densitometrie se obtuvie

ron los resultados que se muestran en la Tabla 2. la cantidad de ARS es

traída en cada muestra se calculd considerando que l U_U. iïcü nmì equi-

vale a sì ug de ARN. Los resultados muestran que la temperatura es un

:actor que influye sobre la célula en el momento en el que se ¿leva a

cebo la esrracciën del ARN. La temperatura actüa al mismo nivel que la

mercla de cloroformo-fenol. produciendo poros en las membranas celulares

crrmitiendo de esta forma le salida de los écidos nucléicos. Se indica

además que conforme su incrementa la temperatura la cantidad de ARN ex-

traido aumenta, lo cual sugiere que a mayor temperatura hay formaciën de

más número de poros o bien, poros de mayor tamaño. Con este método en-

contramos que la cantidad de ARN extraido a 60°C fue ocho veces superior

a la obtenida a 25°C, y sšlo dos veces mayor que a å5°C.
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TABLA 2 

TEMPERATURA D. O. ARN ARN 
DE EXTRACCION 260 nm µg % 

25ºC 2.85 128 13.5 

45° C g. 7 5 438 46 . 5 

óOºC 21 . 00 945 100.0 

Las densidades ópt icas se midie ron en un fotocolorímetro Klett Sununerson, y 
a partir de es tas s e obtuvo l a cantidad de ARN en µ ~, tomando en cuenta que 
l D.O. equivale a 45; :g de ARN. Se tomó corno 100% ei ARN extraíd o a 60 'C . 

- 31 -

TABLA 2

TEHPERàTURà D. 0.
DE EITRACCIÚN 260 nm

25°C 2.35

ú5"C 9.?5

bü°C 21.00

É _ 1 í l É l í í__í-aii '“ H-'_ il _†1í_ _" †i

Las densidades ãpticas se midierun en un futunulerïmetro Rìett Summersen. w
a partir de estas se obtuvo la cantidad de ARN en ug. tomanda en ¢uen*a que

¿RH
U3

123

¿BB

Hàfi

ARN
I

`* __ _ .í__I_ "_ ' _* __

13.5

úfi.5

1ÚU.ü

1 D.Ú. equivale a ååäg de ARN. Se tomó cnmn IUDZ el ¿RE extraído G 60°C.
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TABLA 3 

Tfu'{PERATURA cpm INCORPORADAS ARN 
DE EXTRACCION a ARN % 

25ºC J .5 3 X 10
5 

2~ 

45ºC 5 .83 X : 05 3-

60° C 1. 59 X 10
6 

100 

Se dete rmi nó h ca ntidad rl.e radioactividad incorporada a macromolécula$ co 
roo mate rial TC!· pr ecipitable. La ex tracción de ARN a 60ºC se tomó c0mo el 
100%. 
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TEHPERATURñ cpm INCGRPORADAS

TABLA 3

.nn-n1›||: - -1- -I -.lIl'.__-1-|_...__-.¡___-1-'--|-±_'.- ' ' - - --I*-1 _ -- -`- `¡'_` "_

DE EKTRACCIDH a ¿RN
ï.H_

25°e

à5°c

eu°c

1.51 x lüã

5.231; uf'

1.59 x lüfi

`l

¿RH
I

† l__ _.§-fl'_.._FIIL-1-I-Él |-l

Ú1-
-.1-

IDG

Se determinå la cantidad de tadieectìvidad incerperade a maeremelêculae cl
me material Tffi pfetipitable. La extracciãn de ¿RH a 65°C se tomñ came e'
IDUZ.
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Resul t ados similares se observa ron al cuantificar la cantidad de 

14 
AR1'1 que se ext rajo de células marc a das radioactivamen te con adenina C 

(1 µci/ml). En la t ab la 3 se puede observar que l a cantidad de ARN que 

se extra jo a 2S º C es alrededor de c i nco veces menor que la obtenida a 

60ºC, y que la de 45 º C e s casi eres vece s inferior re specto a la de 

60ºC . Deb ido a que el método utiliza do pa r a l a ex tracción de ARN P.S se-

lectivo para especie s de bajo peao molecula r y, que l os resultados mues-

eran que conforme se incrementa la t empera t ura aumenta también la can-

cidad de ARN extra!do , de bido probablemente a un mayor tamaño o número 

de los poros, se sugiere que a inayor t emperatur a se ría posible obtener 

otro tipo de ARN adel!lás de l os .ARN 5.8 S (51 000 D), SS ( 39000 O) y 

4S (23000 D) y que pos i blemente fueran especies de ARN mensajeros. 

4. !/ . Electroforésis en Geles de Acrilamido . 

El patrón de sepa ra c ión del ARN total de ~ cerevisiae que s e 

muest ra en l a figur a 3A se obtuvo some t i endo una mues tra de ARN a elec-

trof oresis en gel de acr ilamida al 2 .75% (ver Material y Métodos). En 

la fi gura se pueden ob serva r las especies de ARN 2SS , 185, y una po-

blac ió n het e rogénea que corresponde a l as espe c i es de bajo peso mo l ec u-

lar , que no puede resolverse utili zando est a concentración de acrilami-

da. Del t o tal del ARN el 15% corresponde a ARN 255, el 60% a ARN 185 

y 25 % a la s espec i es de bajo peso molecular. 

El pa t rón característico de separación del ARN de ba j o peso mole-

cular se obtuvo sometiendo la muestra a electroforesis en gel de ac ri-

lamida al 10% y se muestra en la figura 3B. De las tre s especies que se 
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Resultados similares se observaron al cuantificar la cantidad de

aRH que se extrajo de cilulas marcadas radioactivamente con adenina låfl

(1 uciƒmlj. En la tabla 3 se puede observar que la cantidad de alfl que

se estrajo s 23°C es alrededor de cinco veces menor que la obtenida a

bü°C. y que la de å5°C es casi tres veces inferior respecto a la de

üD°C. Debido a que el método utilizado para la eatracciån de ARN es ae-

lectlvo para especies de bajo peso molecular y, que los resultados mues-

tran que conforme se incrementa la temperatura aumenta también la can-

tidad de ¿RH extraído, debido probablemente a un mayor tamaño o número

de los poros. se sugiere que a mayor temperatura seria posible obtener

otro tipo de ¿RH además de los ARN 5.3 S (51000 D). SS (39000 D} y

¿S (23900 D) y que posiblemente fueran especies de ARN mensajeros.

-ma. Eƒectroforésƒs en Geƒes de Acciƒomƒdo.

El patrón de separaciñn del ARN total de §¿ cerevisiae que se

muestra en la figura 3a se obtuvo sometiendo una muestra de ARN a elec-

troforesis en gel de acrilamida al 2.?5I (ver Haterial y Métodos). En

la figura se pueden observar las especies de ARN 255, 185. v una po-

blación heterogénea que corresponde a las especies de bajo peso molecu-

lar, que no puede resolverse utilizando esta concentraciãn de acrilami-

da. Del total del ARN el 152 corresponde a ARN 255, el úüï a ¿RH 135

y 251 a las especies de bajo peso molecular.

El patron característico de separaciãn del ARN de bajo peso mole-

cular se obtuvo sometiendo la muestra a electroforesis en gel de acri-

lamida al 102 y se muestra en la figura 33. De las tres especies que se
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mu estran en ~ . .-a figura solamente la 4S es heterogénea; corresponde a los 

ARN Je transfere no)a ( tARN ) , de los que existe n por l o menos 20 espe c ies 

difere ntes y cu ya fa lt a e re s olución no afect a los propósi t os del presen

te t 'íaba jo . 

Con e l objeto de anal izar las especies de ARN extraídas con los 

3 di ferent es t ratamientos (25 , 45 y 60º C) , las muestras se corrieron elec

trofu r~ticamente en ge les de acrilamida a . 10%. Este ti po de geles separa 

a l as diferentes especies de acue rdo a s u peso molecular . En la fi gura 4 

qe muestran los result ad os de la ele c tro f ore sis. Se puede observar que en 

l M~ tres t r atamientos se extrajeron la s 3 especies de ARN de ba jo peso mo

lecular, pero en di stinta~ propo r c i ones. En el patrón de ARN extra í do a 

2SºC ( f'ig . 5 A) se ve claramen te que l a canti dad co rrespondient e a ARN 

S.S S es ®V pequ~~a respecto a las otras 2 e species extraídas. Del tota l 

ri" n:,arca 'ncorpor ada a las 3 especie s só l o e l 5. 51; co rre sponde a ARN 

~ 8S , e l 40% se encuentra en ARN 55 y e l 54.5%. re stan te corresponde a ARN 

.. ~ (Ta bl a 4) . El patr6r. de ARN extra l<:lo a 45°C (Fig. 48) mu es tr a que las 

! e~pe cJes se extraje ron e . cantidade s proporciona l es . 

·os r» sultado ,; ind ic.:rn que a 25 °1: la ext rac c i ón de AR.\ 'J . 8S es poco 

:c ient , lo que sugle .•que l os poros fo rmados en las memb ranas celula-

r .,, de bido .1 J.:; acc!.->n 1e la mezc l a de cloroformo-fer.ol y la t emp erat ura no 

f ueron suficientemen :e gra ndes para pe rmit i r la s a lida de esta e specie, por 

l o qu e sería difícil encontrar otras especie s de ARN cuyo peso molecular 

fue r a mayor al del Alrn S.8S . Por otro lado a 45º C el ARN 5.8S se extrajo 

con buena eficiencia , y se obtuvo en i gual proporc ión que las o t r as 2 espe-

- ·~ 4 -

muestren en es-s figura solsaenre is cs es heterogénea; correflvflfldfl H 108

ARE de transterercia Etafifiì, de los que existen por lo menos 20 especies

diferentes y cuya falta ie reaoluciön no afecta los propdsitos del presen-

te trabajo.

Con el objeto de analizar las especies de ¿RH extraídas con los

J diferentes tratamientos (25. à5 y 60°C). las muestras se corrieron elec-

rroforiticamente en geles de acrilamida al 101. Este tipo de geles separa

a las diferentes especies de acuerdo a su peso molecular. En la figura à

sc muestran los resultados de la electroforesis. Se puede observar que en

ios tres tratamientos se estrajeron las 3 especies de ¿RH de bajo Peso mo-

*=-ular, pero en distintas proporciones. En el patrãn de ARN extraído a

” F áFig. 5 al se ve claramente que la cantidad correspondiente a ARE

3 ¿H es ccv pequeña respecto a las otras 2 especies estroídas. Del total

c- :aras *ccorcorada a las 3 especies sdlo el 5.51 corresponde a ARN

“ “u. el oda se encuentra en ARN 55 y el 5a.5I restante corresponde a ARN

.I {Tabla à`. El patrdn de ¿RE extraído a à5"C (Fic. åB} muestra que las

~~pec1cs se estraìeron en cantidades oroporcionales.

1. acsultador indican que a l5`J la extraccion de ¿RH 5.55 es poco

`.;ento. lo que angie 1 que los poros formados en las membranas celula-

r -. debido a Ia socios 'e ia mezcla de cloroformo-fenol y la temperatura no

fueron suficientemen:e crcndes para permitir la salida de esta especie, por

lo que seria dificil encontrar otras especies de aflfl cuyo peso molecular

fuera mayor al del àEH 5.85. Por otro lado a fi5'C el ¿RN 5.85 se extrajo

con buena eficiencia- y se obtuvo en igual proporciñn que las otros 2 espe-

- es _
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tir me una muestra de ARN tutal marcada ràdinactiuamente
con adenlnn -låfi.

-jfi-..



TEMPERATURA 
DE EXTRACClON 

25ºC 

45º C 

óOºC 

TABLA 4 

CPM 
INCORPORADAS 

A ARN s.as (:t) 

5.5 

33 . 0 

30.0 

CPM CPM 
.í. NCORPORADAS INCORPORADAS 
A ARN SS (%) A ARN 45 (% ) 

40 54 .5 

33 33.0 

25 4).0 

Se det erminó la cantidad de radioactividad incorpo rada a macromoléculas co 
mo ma ter ial TCA pr ecipitab l e. El t o tal de ra di oact i vi dad en la s tre s e spe
c ie s se t omó como el 100 4. 
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T¿ELå 4

H-I -_' -.H-l |-_ 'É _ _ _

TEHPERåTURà ÉPH CPH CPH
DE EITR¿CCIüH IHCüRPÚR¿BàS iHCÚRPÚR¿Dà5 IHflüRFüR¿D¿5

h ¿RH 5.35 (Í) à ¿EH 55 [I] Á ¿RH úã (I)

UPI@ I-| l 1 Iii I ¡di! l * II-¡_ -1 H 1! -I ï 

25“C 5.5 åfl 5ü.5

45'ü l1.ü 33 ì3.ü

mi-“ri HZ*-.nì 2:- ±.5.:}

í I í_ H. dm. I I __ __L._... ._ì.____.____ .I-I-¡_ . .. '_ _._'h-.'_ ' hi.. ' _ .".“ ¬_' '

Se determinã la cantidad de radiuactividad incurpurada a macrdmulëculaa cu-
mu material Tfià precipitable. El Lntal de radiuactividad en lafi tres espe-
ciefi se tumn :mmm el Iüüì.

- 3?
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cies, lo que reafirma que el incremento en la temper atura de extracción 

aumenta el tamaño de los poros. Del t ot al de ARN, extrafdo a esta tempe

ratura, que se introdujo en el gel (5000 CPM) únicament e el 45% se incor

poró a las especies 5.85, SS y 45 , l o que sugiere que a esta temperatura 

se pudieron haber extra!do otro tipo de ARN de mayor peso molecular, que 

no fueron capaces de penetrar y resolver se en es te tipo de gel y bajo las 

condiciones manejadas (ver Materia l y Métodos). En el caso del ARN extra 

{do a 60ºC (Fig 4C), del tota l de la mue stra solamente el 22.4% del mate

rial se incorporó a las 3 especies (S. 7, 5 y 45) y se puede observar que 

entre las primeras 7 y 15 fracc i ones hay una población que representa el 

23.9% (tomando como 100% la suma de las cuentas incorporadas a las 3 espe

cies de bajo peso .olecular y a esta última) y cuyo peso molecular calcula

do es de 80000 d. El hecho de que el 61 . 2% restante no se hubiera incorpor! 

do a las 3 es pecies y se quedara en el origen de l gel , sugiere l a presencia 

de especies de mayor peso molecular y que podrían corresponder a especies de 

ARNm. En comparación con este resultado, el material que quedó en el origen 

del gel cuando se analizó la muestra extra!da a 25ºC representa el 16%. Es 

te porcentaje, as{ como parte del material que no penetró al gel, de l as 

otras 2 muestras, no implica necesariamente que sea ARN de mayor peso mole

cular, ya que es posible que se ha yan formado agregados de ARN cuyo tamaño 

no permitió la penetración en el gel. 

4. 5. Traducciones in vitro de ARN Extrafdo a Diferentes émperaturas y 

Electroforesis en Celes de Poliacrilamida-SDS 

Para conocer si en alguna de las muestras de ARN se habían extraído 

mensajeros se hicieron traducciones ~ ~ utilizando 5 µg de ARN de 

- 39 -

cies. lo que reafirma que el incremento en la temperatura de extrecciön

aumenta el tamaño de los poros. Del total de aìä, extraído a esta tempe-

ratura, que se introdujo en el gel (S009 CPH) ünicamente el ¿SI le incor-

porã a las eepecies 5.85, 55 y úã, lo que sugiere que I esta temperatura

se pudieron haber extraído otro tipo de ¿RN de mayor peso molecular. que

no fueron capaces de penetrar y resolverse en este tipo de gel y bajo laa

condiciones menejadae (ver Haterial y Metodos). En el ceso del ARN extra

Ido a 6Ú'C {Fig åfl). del total de la muestra solamente el 22.à2 del mate-

rial se incorporã a lee 3 especies (5.?, 5 y ¿Sl y se puede observar que

entre les primeres 7 y 15 fracciones hey una pobleciãn que represente el

23.93 (tomando como 1002 le ¡uma de les cuentes incorporadas a lee 3 eepe-

cies de bajo peeo molecular y e esta ültimaj y cuyo peso molecular calcula-

do es de Büüflü d. El hecho de que el 61.21 restante no ee hubiera incorpora

do a las 3 especies y ee quedara en el origen del gel, sugiere la presencia

de especies de mayor peso molecular y que podrían corresponder a especies de

ARHm. En comparacion con este resultado. el material que quedö en el origen

del gel cuando se analizö la muestra extraída a 25°C representa el 162. Es

te porcentaje, asi como parte del material que no penetrå al gel, de las

otras 2 muestras, no implica necesariamente que sea ¿RH de mayor peso mole-

cular, ya que es posible que se hayan formado agregados de ¿RH cuyo tamaño

no permitiä la penetreciön en el gel.

L5. Traducciones E1 ¡Hi de ARN Extraído o Diferentes ¡emperoturos y

Eíectroforesís en Goles de Poliocrüomído-S05

Para conocer ei en alguna de las muestras de ¿RH ee habían extraído

mensajeros le hicieron traducciones ig yitrg utilisendo 5 ug de ARN de

- 39 _



cada auestra (ver Material y Métodos). Los resultados se cuantificaron 

midiendo la incorporación de L-metionina - 35s como material TCA precípi-

table, y mostraron que únicamente la muestra de ARN extra{da a 60°C hab{a 

incorporado marca radioactiva, es decir la traducción fue positiva para 

esta muestra (Tabla S). Para poder caracterizar el tipo de mensajeros 

que hablan sido extra{dos, el producto de traducción se agregó a una pas-

tilla riboaoaal obtenida previamente (ver Material y Métodos) y se proce-

dió a hacer la extracción de proteína ribosomal total (PRT) y prote{nas 

ácidas. Al finalizar cada extracción se midió la cantidad presente en ca-

da una y se encontró que el 10% de la 111arca se había incorporado a proteí-

nas ácidas y el reato se encontraba en PRT. Para conocer el tipo de 

ARNa, se preparó un gel de poliacrilamida-SDS para PRT (ver Material y 

Métodos), se colocó la muestra en uno de los pozos y se pennitió que la 

electroforesis se llevara a cabo, posteriormente el gel se tiñó, se secó 

y se sometió a autorradiografía, con el fin de visualizar en qué región 

35 habían migrado las proteínas marcadas con metionina S, los resultados de 

este gel se muestran en la figura S. Los pesos moleculares calculados 

para las proteínas marcadas van de 12000 a 14000 d, estos pesos molecu-

lares concuerdan con los de las proteínas ribosomales ácidas. Del total 

de la metionina - 35s (7.02 x 105 cpm) incorporada durante la traducción 

in vitro, el 10% (6 . 2 x 10
4 

cpm) se incorporó a las proteínas ribosomales 

ác idas durante la ex tracción. Este dato y el hecho de que en el gel de po-

liacrilamida - SDS se encontrara marca radioactiva únicamente en la zona 

correspondiente a estas proteínas sugiere fuertemente que con la extracción 

de ARN a 60°C se pueden extraer mensajeros específicos para este tipo de 

proteínas ácidas. 
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cada muestra (ver Haterlal y Hitodos). Los resultados se cuantificaron

midiendo la incorporación de L-metionina - 355 como material TCA precipi-

tabie, y mostraron que únicamente la muestra de ARN extraída a 60°C habia

incorporado marca radioactiva, ea decir la traducciãn fue positiva para

esta muestra (Tabla 5). Para poder caracterizar el tipo de mensajeros

que habian sido estraidoa, el producto de traduccidn se agregd a una pas-

tilla ribosoeal obtenida previamente (ver Material 3 Hitodos) y se proce-

diö a hacer la entracciön de proteina ribosomal total {PRT) y proteinas

icidae. al finalizar cada extrsccidn se midiö la cantidad presente en ca-

da una y se encontrñ que el 101 de la marca se habia incorporado a protei-

nas ¡cidas y el resto se encontraba en PRT. Para conocer el tipo de

ARHI. ee preparfi un gel de poliacrilamida-SBS para PET [ver Haterial y

HEtodos}, se colocfi la muestra en uno de los pozos F se permitid que la

electroforesis se llevara a cabo, posteriormente el gel se tiñdf se secd

y se sometiä a autorradiografia. con el fin de visualizar en que regiñn

habian migrado las proteinas marcadas con metionina 355. los resultados de

este gel se muestran en la figura 5. Los pesos moleculares calculados

para las proteinas marcadas van de 12000 a Iàüüü d, estos pesos molecu-

lares concuerdan con los de las proteinas ribosomales ãcidas. Del total

de la metionina - 355 (1.02 x 105 cpm) incorporada durante la traducción

ig E2552, el IÚI (6.2 K lüú cpm) se incorporã a las proteinas ribosomales

ãcidas durante la extraccidn. Este dato 3 el hecho de que en el gel de po-

liacrilamida - SBS se encontrara marca radioactiva ünicamente en la zona

correspondiente a estas proteinas sugiere fuertemente que con la extraccidn

de ARN a ú0'C se pueden extraer mensajeros especificos para este tipo de

proteínas icidas.
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Con el objeto de conoce r cual e ra l a concent r ación de ARN con l a que 

la incorporación de la traducción in vitro era más efi c i ente se hiro la cur 

va de concentraciones que se muestra en la figura 7, y se encontró que 10 µg 

de ARN era la concentración óptima para llevar a ca bo las traducciones . Las 

muestras procedentes de este experimento tambié n f ueron analizadas en geles 

de poliac rilamida - SOS, y los reaultados mue s tran la aparición de una han-

da en la región de las proteínas ácidas. 

4. 6. Columnas de Oli go - O T Celulosa 

Otro método para comprobar la presencia de mensajeron en l as muestras 

de ARN es purificar ésta a través de una columna de oligo - dT celulosa 

(ver Material y Métodos) la cual tiene afinidad por las especies que conten-

gan una fracci6n de poli (A)+, es decir, especies de AJlNa. Para no desear-

ta r la presencia de mensajeros en las muestras de 25 y 45°C se tomaron 

84 5 l'g de cada una de las tres muestras y se pasaron a través de la co lumn <1 . 

Los resultados indicaron la presencia de mensajeros únicamente en la mues-

era de ARN extraída a60ºC (ver Fig. 8). La poblac i ón de poli (A)+ 

4 
(4.36 x 10 c pm ) se obtuvo entre las fracciones 12 y 14 cuando s e eluyó 

la columna con e l amortiguador oligo-dT sin sal y representa el 1.28% del to-

tal de l ARN ex traído a ésta temperatura. Iguales resultados se obtuvieron 

al pasar por la columna de oligo - dT celulosa, ARN extraído a 60°C marcado 

radioactivamente con adenina -
14c (Fig . 9A). ARN total de ~ cerevisiae 

marcado radioactivamente con µci de adenina -
14c, se pasó por la columna 

de oligo - dT celulosa, el resultado se observa en la figura 9B. El frag

mento de poli (A)+ que eluyó entre las fracciones 12 y 15 (l.l x 105 CPM) 

corresponde al 4.6% del ARN tota l. 
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Con el objeto de conocer cual era la concentración de aRH con la que

la incorporaciän de la traduccidn in vitro era mäs eficiente se hizo la cu;

va de concentraciones que se muestra en la figura T. y se encontrã que 10 ug

de aflfl era la concentraciãn äptima para llevar a cabo las traducciones. Las

muestras procedentes de este experimento tambiën fueron analizadas en geles

de poliacrilamida - SUS, y los resultados muestran la aparicidn de una ban-

da en le regido de las proteinas icidas.

11.6. Columnas de Ofigo - DT Cefufoso

Utro metodo para comprobar la presencia de mensajeros en las muestras

de aflfl es purificar esta a travia de una columna de oligo - dT celulosa

(ver Hateriel y Hitodos) la cual tiene afinidad por las especies que conten-

gan una fraccion de poli (a)+, es decir, especies de alan. Para no descar-

tar ls presencia de mensajeros en las muestras de 25 y aãúfi se tomaron

dsä cg de cada una de las tres muestras y se pasaron a traves de la column.

Los resultados indicaron la presencia de mensajeros únicamente en la mues-

tra de aflfi extraída a6Ú°C (ver Fig. H). La poblaciôn de poli {a)+
-I
|

r+.3o s 104 cpm) se obtuvo entre las fracciones 12 y 1+ cuando se eluyñ

la columna con el amortiguador oligo-dT sin sal y representa el 1.282 del to-

tal del aRH extraido a esta temperatura. iguales resultados se obtuvieron

al pasar por la columna de oligo - dT celulosa. ¿RH extraído a 6ü'C marcado

radioactivamente con adenina - lüü (Fig. 9a). ARN total de _§¿ cerevisiae

marcado radioactivamente con 1 uci de adenina - låfl, se pasd por la coloma

de oligo - dT celulosa, el resultado ae observa en la figura QB. El frag-

mnto de poli (a)+ que eluyå entre las fracciones 12 y 15 (1.1 a 105 CPH)

corresponde al ¿.62 del ARN total.
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Después de hAber extra{do las fra cc ione s po l i A+ (68 ~g de 

la muestr a del ARN que se extrajo a 60"C se hic ieron traducciones i n vit re 

para corroborar s i se trata ba de los mismos mensajeros. Les produc tos de 

traducción se agregaron a una pastilla ribosomal y se procedió a hacer l a 

extracción de PRT y prote!nas ácidas, como s e indica en Material y Métodos. 

Posteriormente, las muestras se corrieron electroforéticame nt e en geles de 

poliacrilamida - SDS y los resultados mostraron la pr esencia de bandas 

correspondientes a prote!nas ribosomales ác idas (Fig. 6). 
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Después de haber extraído las fracciones poli a+ [BB UE de

la muestra del ¿RH que se extrajo a 60'C se hicieron traducciones in ïitrg

para corroborar si se trataba de los mismos mnsajeros. Los productos de

traduccion se agregaron a una pastilla ribosomal y se procedid a bacer la

eatraccidn de PET y proteinas icidas. como se indica en Haterial y Hitodos

Posteriormente. las muestras se corrieron electroforëticamente en geles de

poliacrilamida - SUS y los resultados mostraron la presencia de bandas

correspondientes a proteínas ribosomales ãcidas fiïig. 6).
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1 2 3 4 

FlG . 6. Elect ro fore s is en gel de poliacrílamida SOS. 845 )lg de ARN extra

ídos a 60º C se pasaron a través de una columna de o l i go - dT celulosa 

y el ARN poli (A)+ fue traducido in vitro en presencia de metionina -
35s, el producto se agregó a una pastilla ~ibosomal total sin marca y 

se hizo la extracción de proteínas ribosomales. 1) Tinción con azul de 

Coomassie; 2) Autorradiograf!a de l. e) Autorradiograf!a de ARN celu 

lar total. 4) Autorradiograf!a de la traducción sin ARN . 
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1 2 3 4
un i

40"

31-

16-

IG. o. Electroioresis en gel de poliacrilamida SBS. Ssñ ug de ARS extra-

ídos a bD°C se pasaron a travës de una columna de olico - dT celulosa

y el aãh poli [a)+ fue traducido in ïitro en presencia de metionina -

355. el producto se agregd a una pastilla ribosomal total sin marca y

se hizo la eetrsccidn de proteinas ribosomales. 1) Tincidn con azul de
Coomassie; 2) autorradiografia de 1. e} autorradiografía de ARN celu

lar total. ã) Autorradiogrsfia de la traduccidn sin ARN.
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FIG. 9. Perfil de elución del A1lN de la cepa A364A de S. cerevisiae 
marcado radioactivamente con l ci/ml de adeniñi: 14c , elu 
!do en una columna de oligo-dT celulosa. La radioactividad 
i.ncorporada a macromoléculas se determinó colllO material TCA 
p.recipitable. A) ARN extra{do a 60"C; B) ARN total. 

- 46 -

FIG. 9

I:Ú

__¡`-¡_,_,...L..--

'HI-"¿`

IF

Tsi-f'
at 1. ,

I lfiflll

...J
!''icom

I
'H
B ¡J

i r *¬ 1" r-¬ I '¬ ”¬ F H
1 3 s 1 s n is 15

HRMMHD DE Fsacotri
1-

29:; , asia?T B
[Q-J

9 1

“CcmIlo PLF -I_.-

11

I
"U
U

|

E
É.--

L--†--†--r--r--r--r--r-“†“““¬1 _ 3 s 1 s n is is 11
¡MINERO DE Fïflïflflfl

Ferfil de eluciön del ARN de la cepa a3nâa de §¿_cerevisiae
marcado radioactivamente con I ciƒml de adenina - ï*C, els
Ido en una coluna de oligo-dT celulosa. La radioactividad
incorporada a mecromolêculas se determind como material TCA
precipitable. A) ARN extraido a oü'C; B] aRH total.

_ 45 _



REACCION in vitro 

sin ARN 

ARN 25 °C 

ARN 45º C 

Alrn 60°C 

TABLA 5 

CONCENTRACION DE ARN 
EN LA MEZ CLA DE 

REACCION 

s ~·g 

5 ~g 

5 :.;g 

METIONINA - 35s 
INCORPORADA A 

PROTEINA 

11662 

112 38 

6135 

35 550 

Los ARNs de la levadura Saccharomyces cerevisiae extraídos a 25, 45 y 60 º c 
fueron introducidos in vitro en el sistema de reticulocitos en presencia de 
metionina - 355. Después de la incubación se tomaron alicuotas de la mez
cla de reacción para determinar la incorporación de aminoácidos radioacti 
vos a pro teínas . Los resultados se expresan en cpm incorporados en 2 µl de 
la me zcla de reacción. 

- 47 -

TABLA 5

 l il _1- 'dìa' ik-I-P

 j I | 1

REACCIÚN in vitro CÚNCEHTRACIÚN DE ¿RH HETIDNINA - 355
EN La HEZCLa DE INCORPORaDA A

REaCCIüH PRDTEINA

sin ias - 116152
an; :rc 5 :Lg 11233
oo: ta”-1; s tg sus
eo: son: s eg 35550

Los aRNs de la levadura Saccbarqmyces cerevisiae extraídos a 25, ú5 y oU°c
fueron introducidos in vitro en el sistema de reticulocitos en presencia de
metionina - 355. Después de la incubacion se tomaron alicuotas de la mee-
cia de reaccion para determinar la incorporacion de aminoácidos radioacti-
vos a proteinas. Los resultados se expresan en cpm incorporados en 2 U1 de
la mezcla de reaccion.
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DISCUSION 

Las f osfoprote!nas ribosoaales ácidas son indispensables para la s!nte 

sis de prote!nas, ya que son las responsables de situar en el seno del ribo

soma a los complejos ternarios dependientes de GTP durante el proceso de tra 

ducción . 

Los ARN r i l>o·s.omales de bajo peso mole cular de la levadura ~ 

cerevisiae, se extraen con una mezcla de cloroformo - fenol (l:l), que produ

ce poros en la membrana celular. Si postulamos que el diámetro del poro 

está directamente relacionado con la temperatura a la que se incuban las 

cé l ulas con la mezcla, y si nuestra hipótesis es cierta, existir!a una tem

peratura en la que se pudieran extraer además de los ARN ribosomales de ba

jo peso molecular (5.85 , 55 y 45), espec ies de AR.'I mens a j eros de bajo peso 

molecular pero mayo re s a aquellos. Mediante la utilización de la técnica 

antes mencionada, y a una temperatura de 60ºC logramos el ob j et ivo del pre

sente trabajo: Obtener una fracción enriquecida de ARN mensa j eros para l as 

fosfoproteínas ribosomales ácidas. 

Por medio de columna s de Oligo - dT - ce lulosa, comprobamos que entre 

las especies de ARl'i de bajo peso ~.iolecular, extraídas bajo l as cm1diciones 

ya menci onadas , estaba presente una fracción correspondiente a ARN mensa je 

ros (Fig . 9). Po r otro lado estos mensajeros elu!dos de las co lumnas se 

s ometieron a un proceso de traducción in vitro, y los resulatdcs fueron 

positivos. Las proteínas resultan tes de esta traducción, marc&da s radio

activamente con metionina - 35s, se sol!letieron a electrofore:;i!; l!n geles 
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Las fosíoproteínas riboaoeales ícidas son indispensables para la sínte

sis de proteinas, ya que son las responsables de situar en el seno del ribo-

soma a los complejos ternarios dependientes de GT? durante el proceso de tra

ducciãn.

Los ARN zìoosomales de bajo peso molecular de la levadura §¿

cereviaiae, se extraen con una mezcla de cloroformo - fenol (l:l), que produ-

ce poros en la membrana celular. Si postulamos que el dlåmetro del poro

esti directamente relacionado con la temperatura a la que se ineuban las

cilulas con la mezcle. y si nuestra hipötesls es cierta, existiría una tem-

peratura en la que se pudieran extraer además de los ARN ribosomales de ba-

jo peso molecular (5.85. 55 y âS). especies de ARN mensajeros de bajo peso

molecular pero mayores a aquellos. Hediance la utllizaciãn de la técnica

antes mencionada, y a una temperatura de 60°C logramos el objetivo del pre-

sente trabajo: Obtener una fraccion enriquecida de ARN mensajeros para las

fosfoproteínas ribosomales äcidas.

Por medio de columnas de Dligo - dT - celulosa. comprobamos que entre

las especies de ¿RN de bajo peso molecular, extraídas bajo las condiciones

ya mencionadas, estaba presente una fracciön correspondiente a ARN mensaje-

ros {Fig. 91. Por otro lado estos mensajeros eluídos de las columnas se

sometieron a un proceso de traducciñn ¿Q 31519, y los resulatdos fueron

positivos. Las proteínas resultantes de esta traducción. marcadas radio-

activamente con nerionina + 355, se sometieron a electroforesis en geles



de poliacrilamida - SDS, junto con proteína fría como acarreador. Las 

autorradiografías de estos geles mue st ran bandas corre spondientes por pe

so molecular, a las proteínas ribosomales ácidas (Fig. 6). 

Estos resultados dan lugar al estudio de diferentes eventos f isioló

gicos en la levadura, como por e j emplo, la regulación de l a transcripción. 

Para poder realizarlo es necesario, primero, detectar y clonar los genes de 

estas proteínas. 

Existen diferentes t écn icas para l a clonación de gene s : 

a) Mediante la obtención de anticuerpos monoclonales o policlonales, dirigi

dos contra las proteínas deseadas. Sin embargo, para la obtención de anti

cuerpos contra las proteínas ribosomales ácidas, este no es el mét odo más 

ade cuado , debido a que topográ f icamente las prote í nas r ibo sorr~l e s ác idas 

se encuentran en el tallo de la subunidad r ibosoma l 60 S, lo que pro duciría 

una reacción cruzada contra esta subunidad y no sólo contra la pro teína bus

cada. 

b) l nmunoprecipitación de polisomas . Este método requiere de anticuerpos 

contra las proteínas deseadas, las cuales se ponen a r~accionar con poli

somas que esten traduciendo a los mensajeros. Los anticuerpos deben reac 

cionar con las proteínas contra las que estén dirigidos y que en ese momen 

t o se estén traduciendo, sin embargo, como en el caso anterior, l os anti

cuerpos también reaccionar ían contra el tallo de la subunidad mayor y el 

precipitado de los polisomas acarrearía a otros mensajeros además de los 

que codifican para las proteínas ribosomales ácidas. 
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de poliacrilamida - SBS. junto con proteína fria como acarresdor. Las

autorradiografias de estos geles muestran bandas correspondientes por pe-

so molecular, a las proteinas ribosomalea icidaa (Fig. ol.

Estos resultados dan lugar al estudio de diferentes eventos fiaiold-

gicos en la levadura, como por ejemplo, la ragulaciãn de la tranacripciän.

Para poder realizarlo es necesario, primero, detectar y clonar los genes de

estas proteinas.

Existen diferentes tëcnicas para la clonaciãn de genes:

al Hediante la obtenciãn de anticuerpos monoclonales o policlonales, dirigi-

dos contra hnproteinaa deseadas. Sin embargo, para la obtenciñn de anti-

cuerpos contra las proteinas ribosomales leidas, este no es el método mãa

adecuado, debido a que topogrãficamenre las proteinas ribosomales ãcidas

se encuentran en el tallo de la subunidad ribosomal bü 5, lo que produciría

una reacciãn ctutada contra esta subunidad y no sãlo contra la proteina bus-

cada.

bl lnmunoprecipitaciãn de polisomas. Este metodo requiere de anticuerpos

contra las proteinas deseadas, las cuales se ponen a reaccionar con poli-

somas que esten traduciendo a los mensajeros. Los anticuerpos deben reac-

cionar con las proteinas contra las que estén dirigidos y que en ese momep

to se estén traduciendo, sin embargo. como en el caso anterior, los anti-

cuerpos también reaccionsrian contra el tallo de la aubuaidad mayor y el

precipitado de los poliaomas acarrearia a otros mensajeros además de los

que codifican para las proteinas ribosomales åcidaa.

_ 49 _



e) Un gene puade acr aintet1za4o en2taiticamente haciendo una c OK.A ccp i a 

del AllN mensajero maduro, que codifique para las proteínas de las cua : ~s 

se busca el gene. En el preaente trabajo, obtuvimos una fracción enrique

cida de ARN mensajero para l a s proteínas ribosoma l es ác idas a partir del 

cual podr !a sinte t izarse el cDNA que poster i ormente pu~de ser introduc i

do a un pl a smido y se r amplificado en .[;_ coli. 

Vna vez clonados los genes puede estudiarse la regulaci6n de la tr•~! 

cripción de los mensajeros correspondientea. Cu.antific&ndo la concentra

ción de los ARJI mensaj eros de L44, t4~' : L4 ~, podellO~ aaber si la trans

cripci6n ae lle•• o no a ca!Ms 4• .anera coordina4a. 

- so -

c) en gene puede ser sintetizado entiaãticasente haciendo una :DRA copia

del AIR mensajero maduro, que eodifique para las proteinas de las cuales

se busca el gene. En el presente trabajo, obtuvimos una fracción enrique-

cida de ARN mensajero para las proteinas ribosomales äcidas a partir del

cual podria sintetiaarse el :DNA que posteriormente puede ser introduci-

do a un plasmido 3 ser amplificado en §¿ coli.

Una ver clonadol los genes puede estudiarse la regulaeiãn de la traes

cripciån de los nenaajeros correspondientes. Cuantificando la concentra-

ciãn de los ¿RR mensajeros de Lâo, Lau' 3 Làã. podemos saber si la trans-

cripción se lleva o no a cabo de santa coordinada.
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CONCLUSIONES 

l.- La temperatura es un factor que aunado a la mezcla de cloro!o:-mo 

fenol produce poros en la supe rfi~ie celu lar que pe nni t E la salí 

da de ARN. 

2 . - L4 cantidad de ilN extra!:do es proporcional a la tempet"atura. 

J.- La extracción de Al!I a 60°C permite la salida de Al\..~ aensajeroa 

de bajo peso molecular aclemia de las especies 5.8S. SS y 45. 

4.- lle41ante la eluün 4e AD peli (A)+ - col-.a 4• oli¡o - dT 

celwloaa, ua datL:eM 4e tH4uccl6n !! ~ y un sisteM de 

electroforesis en ¡eles de poliacrilaaida se Lomprob~ que los 

AllJli 11ensajeroa extra!:doa a 6-0•c co4ifican para prote ínas r i boso-

11111les ácidas. 

- Sl -

11

-1

3.-

EIj?4H (Él, U`§ïI ClJ[i§_§

La temperatura es un factor que aunado s la nercla de cloroformo

fenol produce poros en la superficie celular que permite la sali

da de Júlli.

La cantidad de ¿RH extraido es proporcional a la temperatura.

La extraceifin de lll a 60°C permite la salida de ARN mensajeros

de bajo peso molecular sdesis de las especies 5.85. SS y eS.

Hedisate la elsstfie de All peli (¿)+-se colssnas de elige - df

celulosa, se sistess de trsdeeciãn ¿E vitro 3 un sistess de

electroforesis en geles de poliatrilalida se comprobö que los

¿RH mensajeros extraídos s 60'C codificsn para proteinas riboso-

osles icidss.
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