Ga O UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
ENEP-IZTACALA

CARACTERIZACION DE ESPECIES DE ARN DE BAJO
PESO MOLECULAR EN LA LEVADURA

Aaacﬁawmycu cenevisiac,

TESIS PROFESIONAL

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

BIOULOGDO
PRESENTA

MAGDALENA IVONNE MARQUEZ GARGIA

México, D. F. 1988




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



El presente trabgjo se realizé en el Departamento de Genétice y Biologiu
Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del

I.P.N. bojo lg direccién dei Dr. Samuel Zinker Ruzal.



"Nosotros somos los descendientes de esos hombres.
Es de eilos sin dudc que hemos heredado la existencia de
fa explicacién, lo anqgustia que nos impulsa ¢ buscor el
sentide de lo existencia. Angustic creadora de todos los
mitos, de todas las religiones, de todos las filosofias v
de lc ciencio misma. No dudo por mi parte que esta im-
periosa necesidad seg innata, que esté inscrita en elguno
parte del lenguaje del cédigo genético y que se desarro-

lle esponténeamente®

Jacques Monod.



A MIS PADRES

. Mirame y por tu amor no llores si esclove de mi edad
y mis doctrinas tu martir corezén llene de espinos, piensa que nocen
entre espinas flores...

losé Marti

a

A MIS HERMANOS por el gran opoyo que me han dodo siempre:

Ging. Aida, Alma, Marco, Liz, Mauricio y Octavio.



A LUIS con todo mi amor

A MIS AMICOS por lo amistad y el impulso parg seguir adelante:
Piltia, Adriana, Cristina, Mary Tere, Lorena y Miriem, Gererde, David,
Pilar y Neto, Normito, Jaime, Blanca, Rosa Mario, Paco y Todo, S5igi,

Silvia y Roberto.



Agradezco al Dr. Samue! Zinker por su paciencia en la direccién de mi

trabaojo de tesis y por lo formacibn tanto acodémica como personal.

Agradezco también a Javier Flores por el apoyo brindado durante lg

realizacién de este trebojo y por su acmistad y carifio.



Pég.
LISTA DE TABLAS .uivesvis R S S A S sosiswen 91
LISTA DE FIGURAS ......... T ST B Y= T H— I iv
RESUMEN. snvivi v s siarsnia s seiu i S R Lo s S i e e !
1. INTRODUCCION
7.1. Generalidades de RibOSCMOS ... vvouuurenauin.. R sl e T 2
1.1.1. ARN Ribesomal ......... T T T s ¥
1.1.2. Proteinas ribosomoles ............... A - 6
1.2 Fosfoproteings riDoSOMAlEs: ..sa. criisnrs et 298550 55 nnmiid nne §
2. OBJETIVO ..... R Ve A R SR SRPTERE .
3. MATERIAL Y METODOS
F:d Cepo wiwinmsinssven i TR TR 15
3.2 Medios e COllivo .vvewmisvisvmnivasvs s N R i
3.3 Crecimiento de las células ...... P Ao 2, o i5
.4 Extroccidn de KRN LoUGH o summmi e s s s ey s s v 563 16
3.5 Extruccién de ARN de bajo peso moleculor .......c..vveveenuns, 16
3.6 Electroforesis en geles de ocrilemida-SDS @l 2.75% y 10% ...... 17
3.7 Extraccién de protefnus ribosomales dcidas v proteina riboso-
mal totel a portir de los ribosomas citoplésmicos de S.
CErevisioe .uuvivumevveravsgveay S R e
3.8 Anélisis de los proteings ribosomales mediante electroforesis en
geles de poliacrilamida=5SD5 .....cuvuiiinriirneenianerannnnaans 21
3.9 Obtencion de las frocciones poli (A) + por medio de columnas
de oligo-dT celulose a pertir del ARN tctal y ARN extraido a
809G snvswuniss i A R SR R e 23
3.10 Cuontificociébn de la radiooctivided incorporoda @ macro-
MOIBEHIOS i v iy S s R R e A R e e 24
4. RESULTADOS
4.1 Tiempo de duplicacion de io cepa A363A de S. cerevisige ..... 26
&.2 Slntesis de macromolbctilas «.iivivisavinsiniasseivines e TR 28
4.3 Cuentificecibn del ARN extraide a 25, 45 y 60 grados
Contigrados savesviswss bennas v v ed TR TS T ...30
5.4 Electroforesis en geies de QCrilomida ... ..uuuueeesienereennanes 33
4.5 Traducciones in vitro de ARN extroido a diferentes temperctu-
ras y electroforesis en geies de poligerifamide-S0S...o.vvvvnnn. 39
4.6 Columncs de oligo-dT celulose ........... S A R ——— a1

INDICE



5,
6.
i

DISCUSION ... iivsiiaivasains S s e e e e S
CONCLUSIONES .uiwwaimivwnme s R AT e
BIBLIOGRAFIA ............ R A A AT T



TABLA
TABLA
TABLA

TABLA

TABLA

i

n

LISTA DE TABLAS

Caracteristicas de los ribosomas procariontes v

BUCATTONMIES »ovie e s mepm v povn s eownwa s A P R .
Efecto de la temperatura sobre la extraccién de ARN ...
Efecto de la temperatura scbre lo extroccion de ARN ...

Incorporacién de adenina - '4C ¢ especies de ARN de

bajo peso molecular extrafdes o diferentes temperaturcs. .

Incerporaciébn de metionina - 23S durante la traduccién

T VIO sv ivis s B G sl s e v i e e A R

Péag

31
32

37

47



Fag.
Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.

4

LISTA DE FIGURAS

Curvo de crecimiento de io levadura 5. cerevisige .......
Cinética de incorporacién de aminodcidos =9y a macro-
FOIBC IR i SRR Brenn B S et B2 RS s 3 B LT S e AR e P E
Fatrdén de separacién de logs especies de ARN total ......
Patrén de separccién de las especies de bajo pesc
MOIBCEIR i G S0 aH i e v A T o B v s i V5 g L

Electroforesis en geles de poliocrilamida de ios ARN

extroidos a diferentes temperaturas .......ceeveeeenvnses P
flectroforesis en gel de pliocrilamida-SDS del producto
de treduccidn in vitro del ARN extraido a 60°C .....

Curva de incorporacién de metionona e durante lo
traduccién in vitro ......... ersseaaseesereesaais PR
Perfil de elucién de! ARN extroido a 60°C ..... iR T
Perfil de elucion del ARN de 5. cerevisige marcado

o lofolelod TRV o7 11 -3 0 & R

i8

43

44
45

46



RESUMEN

Los ribosomas eucariontes a diferencia de los procariontes tienen
fosforiladas algunas de sus protefnas. De las 5 fosfoproteinas ribosoma-

les descritas en levadura Saccharomyces cerevisiae son de gran interés el

grupo de las dcidas L&&, L64' y L45 cuya importancia dentro de la célula
involucra el proceso de traduccidn. 5e piensa ademiis que estas proteinas
son el equivalente eucariontico de las proteinas ribosomales L7/L12 de las
bacterias, lo que implica la comservacifnm evolutiva de estas protelnas.

En este trabajo se obtuvo una poza enriquecida de ARN mensajeros que codifi-
can para las protefnas ribosomales &cidas a partir de la extraccidn de ARK

con cloroformo-fenol(l:1) y una temperatura de 60°C.



INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Ribosomas.

Los ribosomas constituyen el componente catalitico fundamental
en la biosIntesis de proteinas y juegan, per tanto un papel central en
el crecimiento y la fisioclogis celular. 5Su importancia funcional se re-
fleja en el hecho de que los ribosomas han sido altamente conservados a
lo largo de la evolucidn (1). Los ribosemas son organelos complejos cuya
sintesis involucra una serie de interacciones nucleocitoplasmiticas. Des-
de el punto de vista quimico son particulas de ribonucleoproteina forma-
das por la unidn no covalente de particulas de ARN y proteinas; cada mono-

soma ribosomal estd@ formado por dos subunidades de diferente tamado.

La distancia evolutiva entre procariontes y eucariontes se ve re-
flejada en las diferencias estructurales de los ribosomas, que a pesar
de ellas, catalizan esencialmente las mismas reacciones (2). Los riboso-
mas eucaricntes son de mayor tamafio que los procariontes; su contenido
protéico es mayor y presentan una molécula adicional de ARN (3) (ver ta-
bla 1). La correlacidn entre estructura y funcidn ribosomales, a nivel
molecular, ha sido estudiada tanto en procariontes (4) como en eucarion-
tes (5, 6) y pone de manifiesto el grado de comnservacidn evolutiva que
presenta la organizacidén funcional del ribosoma. Las diferencias en cuan-
to a contenido protéico y ribonucleoprotéico, asi como las variaciones es
tructurales sugleren una mayor complejidad funcional y regulatoria en eu-

cariontes (3).



TABLA 1

CARACTERISTICAS

PROCARIONTES

EUCARIONTES _

MONOSOMA RIBOSOMAL
Coeficiente de sedimentacidn
Paso molecular

ANGmero de protelnas

SUBUNIDAD MAYOR

Coeficiente de sedimentacidn
Yesc molecular

Nimerc de proteinss

l\;“

SUBUNIDAD MENOR

Coeficiente de sedimentacién
Peso molecular

NGmero de proteinas

ARN

70 S
2. 7%l

of
50 - 60

b
i
]

50 S
1.7x10®

3025 6
23 s (1.1x10

5 5 (3.9x10%)

D)

30§
1x10% »
=2 T 5

16 s (0.55x10° D)

80 S
3.6x10% D
70 - 80

60 S

2.6x10° D

40 z 5 6

55 (1.3xig° D)
5.1x10° D)

4

2
.88 (
.0 8 (3.9x10° D)

5
5

P
1.1x10° D
30 %5
18 § (7.0x10° D)




1.1.1. ARN RIBOSOMAL

La mayor parte del ARN celular (80 - 90X) forma parte de los ribo-
somas y se localiza en los ribosomas citoplasmdticos. En procariontes
existen tres moléculas de ARN ribosomal (ARNr) (7). En la subunidad mayor
(50 S) estdn presentes el ARNr 23 S y el 5 S, y en la subunidad menor (30 §)
en ARNr 16 S. En eucariontes hay una molécula adicional de rARN con coefi-
ciente de sedimentacion 5.8 £ (3). En la subunidad mavor (60 S} se encuen-

tran los ARNr 25-28 S, 5.8 S y 5.08, y en la menor (40 S) el ARNr 18 S.

La biosintesis del rARN involucra a polinucledtidos de una longi-
tud mayor que los productos finales. E1 ARNr de las células eucariontes
deriva del rompimiento (procesamiento) de un producto primario de trans-
cripcién denominado pre-ARNr (8,9). Este producto primario es sintetizado
en el nucleolo por la ARN polimerasa Pol I, El pre-ARNr se m;tila. duran-
te (10) o después (9) de la transcripcidn, y la metilacién se limita a las
regiones que van a dar lugar a los ARNr maduros (25 § y 18 §). Los frag-
mentos no metilados son degradados rapidamente (9), Como resultado del
procesamiento y maduracidn del producto primario de transcripcidn se produ-
cen 3 ARN estables: los ARN 25-28 § y 5.85 de la subunidad mayor, y el ARN
18 8 de la subunidad menor (l1}. E1 ARNr 5 § asunque forma parte de la
subunidad ribcsomal mayoer (11}, estd codificado por genes distintos a los
del pre-ARNr y es transcrito por la ARN Pol I1I (12). E! ARN 5.8 §,
deriva del ARN precursor 27 §, mientras que el ARN 5 S es sintetizado

de nove (11). La sintesis del ARN ribosomal en la levadura se lleva a ca-



bo de acuerdo al sigujente 2squema (11):

Levadura
- 5.858
35:0 5 27.0 8 25.0 8
20.0 S 18.0 §

Fl procesc bisico es idéntico 21 de celules de mamiferc. L dni-~

cd ciferencia estriba en que los intermediarios scn de mayor tamafo y el

ARN de la subunidad »0 S tiene un coeficiente de sedimentacidn de 28 S.

Células de Mamifero

32 S 5.8 8
28.0 s

45 S 41 8
20 S 18.0 8

La maduracion del pre-ARNr requiere de la sintesis continua de
proteinas (13). La sintesis y maduracion del ARNr es esencialmente idén-
tico en los diferentes eucariontes incluvendo mamiferos, anfibios, plantas,

protozoarios y levaduras (9).

Existen evidencias experimentales a favor de que entre los proca-

riontes hay secuencias homdlogas de la mecl&cula de ARNr i6 S (14,15).

Asimismo se ha encontrado que regiones de la secuencia primaria del ARNr 5 §

i §



se han conservado durante la evolcidn (16, 17, 18). Recientemente se re-
portd que las protefnas L18 y 125 de E. coli se unen al ARNr 5.8 5 de la
levadura y no al ARN 5 S (19). Esto podria sugerir que es el ARN 5,8 §

y no el ARN 5 S, en eucariontes, el equivalente al ARNr 5 5§ de procarion-

tes.

1.1.2. PROTEINAS RIBOSOMALES

Las protelnas ribosomales se sintetizan en el citoplasma y son
transportadas al nuclecio donde se& ensamblan a )la cadena naciente del
pre-ARN (3). En el ribosoma, tanto las moléculas de ARN como las de las
proteinas, se asocian adoptando una configuracién tridimensional especifica
que requiere de la biosintesis y ensamblaje sincronizados de todos los com-
ponentes (20). La gran mayoria de las proteians que componer al ribosoma
son sintetizadss de manera coordinada (21). La sintesis coordinada de las
proteinas ribosomales se reguls a nivel de la transcripcidn (22) y la sinte-
sis de los ARNm para las proteinas ribosomales depende de la sintesis con-
tinua del pre-ARNr, Por otra parte, la sintesis del pre-ARNr depende, & su
vez, de la sintesis total de las proteinas celulares, pero no de la sinte-

sis de proteiras ribosomales especIficamente (22).

El aislamiento, purificacidn y caracterizacidn de las proteinas ri~
bosomales es un prerrequisito para el andlisis de la estructura y funcién
del corganelo (23), En 1966 Warner definid 3 clases de proteinas ribosoma-
les: Clase 1, son proteinas que se ensamblan con el ARN en el nicleo y perma-

necen uaidas a la molécula pudiendose detectar en ei citoplasma; Clase 2

= o



son proteinss de!zecaszbio, esto es, protelnas que recambian con otras homé-
i

logas presentes en el citosol, despuds de inhibir la elnteeis de ribosomas

de novo; Clase 3, son protelnas adventicias que son removidas del ribosoma

después de su lavado con 0.5 M de KCl.

El andlisis y purificacidn de las proteinas ribosomales en organismos
eucariontes se ha logradc mediante la utilizacién de técnicas desarrolladas
anteriormente para los ribosomas de procariontes. La mayor basicidad de las
proteinas ribosomales eucaridnticas ha dificultado la obtencidn de cantida-
des adecuadas a nivel preparative, con algunas excepciones como son las de
D. melanogaster, la levadura y el higado de la rata (24, 25, 26). La iden-
tificacidn rutinaria de las protefnas presentes en los ribosomas, o en las
subunidades ribosomales se ha llevado a cabo mediante la utilizacidn de
electroforesis bidimensional en geles de poliacrilamida (27) y electrofore-
sis bidimensional mixta poliacrilamida - SDS (28). El nimero correspon-
diente a cada proteina se asigna de acuerde a la posicidén que ocupan en los
mapas electroforéticos y la nomenclaturs asignada depende del organismo.
Para los organismos eucaridnticos se han propuesto nomenclautras y numera-

ciones unificadas (29, 30).

Las proteinas ribosomales presentan ciertas caracteristicas que se
han conservadc durante la evolucidn de los organismos procariontes y euca-
riontes (31). Debido a &ésto, la movilidad electroforética no muestra gran

des diferencias y los mapas de distribucidn son semejantes (32).

Los examenes inmunoquimicos han sido de granm utilidad para hacer



comparaciones entre las proteinas ribosomales de diferentes organismos,
ya sea para establecer homologlas entre organismos evolutivamente distan-
tes (33, 34) o bien para reconocer diferencias estructurales en los ribo-

somas de sspecies cercanas (35, 36).

Algunas proteinas ribosomales pueden presentar modificaciones qui-
micas posteriores a la sintesis de la cadena polipeptidica, que se llevan
a cabe en el citoplasma celular (37). In vivo se ha descrito la metila-
cidn, la acetilacidn y la fosforilacidn (38). El significado funcional de
estas modificaciones quimicas es practicamente desconocide. Mientras la
metilacidn y la acetilacidn de las proteinas ribosomales toma lugar tanto
en bacterias como en células eucariotas, la fosforilacién es una modifica-

cidén que se presenta s5lo en los ribosomas eucariontes (38).

1.2 FOSFOPROTEINAS RIBOSOMALES

El significado bioldgico de la fosforilacidn en las proteinas ri-
bosomales es todavla una cuestion ablerta. Sin embargo, hay dos posiblili-
dades: a) que esta modificacidn se requiera para el funcionamiento del ri-
bosoma en la biosintesis de las protelnas, o b) que juege un papel en el

ensamblaje del ribosoma (38).

Debide a que las fosfoproteinas ribosomales no estan asociadas
a las particulas pre-ribosomales, incluso en estadios tardios del ensam-
blaje ribosomsl, la fosforilacidn podria estar involucrada en el funciona-

ziento ribosomal mds que en su ensamblaje (38). El descubrimiento de la



fosforilacidn en proteinas ribosomales fué hecho por Kebat (1970). Mis
tarde se encontrd que las proteinas ribosomales podfan ser fosforiladas

in vitro tanto por protefnas cinasas endbgenas (3%, 50} como exdgenas

(41).

Los ribosomas eucaridnticos, a difersncia de los procaridnticos,
tienen ls capacidad de fosforilar proteinas ribosomzles iu vivo. La fos-
forilacifn de las proteinas riboscmales de eucariontes in vivo estd con-
aicionada por diferentes estImulos fisicldgicos (42). Aunque se puede es
tablecer una correlacién entre estos estimulos y la fosforilacidn de pro-
teinas ribosomales especificas, no se ha podido encontrar que la fosfori-

lacidn in vitre afecte la actividad ribosomal.

El hecho de que sdlo los ribosomas de eucariontes puedan estar
fosforilados in vivo sugiere una relacion entre fosforilacidén y compleji-
dad celular. Probablemente la fosforilacidén responde a una necesidad de
regulacion mis fina en la maquinaria de sintesis protéica. Se han detecta-
do fosfoprotelnas ribosomales en plantas y en eucariontes primitivos como

Saccharomyces cerevisiae, Artemia salina, Physarum polvcephalug_ h

Tetrahvmena pvroformis, as{ como en mamiferos tales como el humano, el co-

nejo, la rata, el ratdn, los hamsters v los bovinos (42).

Les estudios de la fosferilacién in vivo de los ribosomas de célu-
las superiores, han puesto de manifiesto la incorporacidn de grupos fosfa-
to, principalmente a una de las proteinas de la subunidad menor denominada

56 de peso molecular 36000 D (43). Ademis de S6b se han detectado, en la



subunidad mayor, protefnas de cardcter muy dcido. La fosforilacidn de es-
tas dltimas se ha comprobado im vivo en el higado de la rata (44) en célu-

ias de tumor ascitico (45), en Artemia salina (46) y en S. cerevisiae (23).

En la levedura S. cerevisiae se han descrito 5 fosfoproteinas ribo-
somales {23). La localizacidén de éstas es: 2 en la subunidad ribosomal me-
nor (40 S) denominadas S6 y S27; en la subunidad mayor (60 S) denominadas
Pl y el grupo de las dcidas (L&44, L44' y L45); y P4 que es una fosfo-
proteina ribosomal que 8dloc se detecta en los polisomas. Si bien no se ha
podido establecer con claridad el papel que juega la fosforilacidn en
el funcionamiento de estas proteinas, se sabe que en la levadura sdlo las
especies fosforiladas se encuentran unidas al ribosoma y que los equivalen-

tes no fosforilados de la subunidad 60 S tienen una poza citoplasmdtica (47).

Existen proteinas ue durante la electroforesis migran hacia el
anodo en las condiciones de primera dimensidn (pH 8.6) del sistema de elec-
troforesis bidimensional de Kaltschhmidt y Wittmann (27). Por su caracter
marcadamente dcide (pl 3-5), destacan entre &stas, unas protelnas que se en-
cuentran en la subunidad mayor de organismos tanto procariontes como eu-
cariontes. FPor sus caracter{sticas tan peculiares y su posible conserva-
cidn a lo large de la evolucidn han logrado ser el centro de la atencidn de
numerosos trabajos (3, 42). Cawthon y cols. (48) detectaron en geles
monodimensionales una protelna de bajc peso molecular correspondiente a la
subunidad mayor que presentaba niveles altos de fosforilacién. Posterior~
mente se comprobd la fosforilacién de proteinas ribosomales dcidas en el

higado de rata (44), en ls levadura (23}, en las ceélulas de tumor ascitico,



en Artemia salina (46, 50) v en reticulocitcs de conejo (51).

En los ribosomas de E. coli existen 2 proteinas de cardcter muy
dcido, designadas como L7/112, suceptibles a ser fosforiladas in vitro
por cinasas de células eucarionticas (52) pero que no estan fosioriladas
in vive. L7/LI2 presentan caracteristicas que las distinguen de las
demis protefinas ribosomales como son a) su bajo peso molecular; b) cardc-
ter muy acide; c) elevada hidrofobicidad; d) riqueza en alanina (53);

e) alto contenido de alfa-hélice; f) formacion de dimeros de gran estabi-

lidad (54); y g) facil separacion y reconstitucidon del ribosoma (55).

A diferencia de la mavor{a de las proteinas ribosomales presentes
en cantidades estequiométricas, L7/L12 estd presente en 4 copias por ribo-
soma, siendo L7 la contraparte acetilada, en el alfa amino terminal, de
L12. Las 4 copias de L7/L12 se localizan en el tallo mayor de la subuni-

dad ribosomal 50 S formande un complejo con la protefna L10 (56).

Se ha sugerido que en eucariontes, L44/L45, son las fosfoproteinas
ribosomales acidas amalogas a L7/L12 (57). Estc se debe a la similitud
en cuanto a la movilidad =n geles bidimensionales de peoliacrilamida, la
seme janza en peso molecular, Ia'lccali:acién en la subunidad mayor y por

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

equivalente eucaridntico es la fosforilacidn (23, 46).

El estudic de las proteinas dcidas de los ribosomas eucaridnti-

cos ha permitido demcstrar no so6lo la existencia de proteinas similares a



L7/L12 si no su probable equivalencia estructural y funciomal. La similirud

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

rigurosa conservacidn evolutiva.

La utilizacion de anticuerpos especificos, obtenidos a partir de
proteinas ribosomales de E. coli purificadas a homogeneidad, ha permitido
llevar a cabo reaccliones iomunoldgicas cruzadas con las proteinas homologas
correspondientes de otros organismos (33, 58). Los resultados de estos
experimentos mostraron una fuerte reaccidn cruzada contra preteinas riboso-

males del generc Entercbacteriaceae pero una reaccidn cruzada significante-

mente menor contra protelnas ribosomales de otra clase de bacterias como
Bacillaceas (33, 58). Al hacer pruebas similares contra las proteinas ribo-
somsles de la levadura v del higado de la rata se observd una reaccidn cru-
zada pobre con casi tcdas estas proteinas a excepcidn del antisuero contra
las protelnas L7/L12 de E. coli (2). Esta unidn sugiere que estas Gltimas
proteinas han sidoc conservadas durante la evolucién. Sin embargo, este

tipo de experimentos deben tomarse con reserva, pues reclentemente se de-
mostrd que las preparaciones de L7/L12, utilizadas para obtener leos anti-
suercs, estaban contaminadas cor L15. Aparentemente esta Gltima es la res-

ponsabie de las reacciones inmunoldgicas cruzadas (59).

Asimismo s¢ a0 ~ncontrado homologias entre secuencias primarins

de proteinas ribuscmales dcidas de Halobacter cutirubrum y las protefnas

L7/L12 de E. ccli. iLas proteinas Acidas de Halobacter son homdlogas 2

las proteinas correspondientes de la levadura y de Arctemia salina (7).



Se ha reportado que ia proteina ribosomsl LiZ de E. coli es nece-
saria para el funcionamiento del factor de alargamiento ¢ (EF-G) (47).
Se demostré también que é€sta niswa protefna era necesaria pura el funcio-
namiento del facror de alargamiento Tu (EF-TuTs) (£1). Actualmente se
acepta que la principal funcion ¢e LiZ dentro Jel ribvesoma, es el recono-
cimiento de los factores sclubles que pariicipan en 1la cactélisis de la
sintesis de protainas en todos los cstzdios de la misma dependiences de
la hidrdlisis del GIP, puesto que intearscciona con los factores EF-G,

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

El estudio de las fosfoprotefnas ribosomales de eucariontes ha
mostrado que muy probablemente sean funcivnalmente equivalentes a L7/L12
de E. coli. En la levadurs y en Artemia salin2 se ha reportado que las
proteinas dcidas participan en la hidrdlisis del GTP, dependiente del fac-
tor de alargsmiento 2 (EF-2) (62, 63, 64, 63), y se ha reportado una depen
dencia de proteinas dcidas para funciones dependientes de eEF-1 en

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

l.=- Caracterizar las especies de ARNs que se extraen de la levadura
integra tratadas con cloroformo-fenol (l:1) a diferentes tempe-

raturas.

= Si se extraen ARNs poli (A) + caracterizar los productos de tra

duccidn in vitro.



MATERIAL Y METODOS

3.1. CEPA
Para la elaboracidn de este trabajo fué empleada la cepa e

Saccharomyces cerevisiae A364A (gal 1, ade 1, 2, ura I, his 7, lis 2,

tirv 16}

3.2. MEDIOS DE CULTIVO
Los medios de cultive vrilizados feeron:

a) S$intético completo (SC). Concentracicnes por litre: 10 g de acide
succinico, & g de hidrdxido de sodio, 6.7 g de YINB (Base Witrogena-
da de lLevadura sin aminodcidos), 20 g de giucosa, 20 mg de adenina,
20 mg de uracilo, 63 mg de lisina, 50 mg de hiscidina y 50 mg de
tirosina.

b). Medio completo (YM-1). Contenido por litro: 5g de extracto de le-
vadura, 10 g de peptona, 10 g de acido succiniceo, 6 g de hidréxido

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

El YNB y la glucosa se esterilizaron por filtracidn a través de mem
branas Millipore HA de 0.45 im de didmetro de poro. El resto de los compo
nentes, disueltos en agus bidestilada, se esterilizaron a 20 1b/in duran

te 20 minutes a 120°C.

3.3. CRECIMIENTO DE LAS CELULAS
Para el desarrollo de los experimentos se ampleé el medio SC o YM-1,

segiin se indique, inoculado a una dilucifn 1:100 con wun stock de la cepa
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A364A en fase estacionaria. Los cultivos se incubaron a 23°C con agita-
cién constante hasta alcanzar una densidad de poblacidn de l-ZxIO?
cel/ml (40-80 unidades klett U.K.) que se determind por nefelometria utili-

zando un fotocolorimetro Klett Summerson (mod 800-3).

3.4. EXTRACCION DEL ARN TOTAL

La cepa A364A se desarrolld en 50 ml de medio SC en presencia de
adenina lér (0.2 ue/ml)., Las c&lulas se cosecharon por centrifugacién a
2000 x g durante 5 min. Se desechd el sobrenadante y la pastilla se lavd
dos veces por resuspencidén en agua bidestilada y centrifugacién. El pa-
quete celular se resusupendid en 0.5 ml de LETS (LiCl O.1M, EDTA 0.00IM,
Tris 0.01M de pH 7.4) agregdndose perlas de vidrio (0.5 mm de didmetro).
Las c@&lulas se rompieron mecinicamente utilizando un agitador vortex (4°C).
El rompimiento celular se verificé al wicroscopic. Una vez rotas las célu-
las se anadid | ml de LETS y 1.5 ml de cloroformo~fenol-isoamilico
(48:48:2); se agito a temperatura ambiente 10 minutos y se centrifugd a
2000 x g durante !0 mirwtos. lLa fase acuosa, donde se encuentra solubiliza-
do el ARN, se transifirid a un tubo que contenfa 2 ml de 1a mezcla de
cloroformo-fencl-isoamilico. A la fase orgénics se le agregd 1 ml de LETS;
ambos tubos se agitaron a temperatura ambiente y se centrifugaron 10 minu-
tos. Se mezclaron las fases acuosas resultantes y se les agregd 2 volume-
nes de etancl (951, -20°C) y 0.1 vol de LiCl 5M. Las muestras se dejaron

reposar a -20°C hasta que precipitd el ARN.

3.5. EXTRACCION DEL ARN DE BAJO PESU MOLECULAR

La cepa AJ64A se desarrolld en 150 ml de SC com | Me/ml de adenina
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1('C. Las células se centrifugaron a 2000 x g durante 5 minutos, el pa-

quete celular se lavé dos veces con agua bidestilads, se resuspendid en

9 ml de LETS y se dividio en tres partes iguales de 3 ml. A cada parte

se le afadid el mismo volumen de cloroformo-fenmol {l:1) saturado con LETS.
Las mezclas se agitaron hasta formar una emuisidn y se incubaren er bafo
rar{a durante !C minutos a 25, 45 y 60°C respectivamente, =in dejar de
agitar para evitar el rompimiento de la emulsidon. Posteriormente se saca=-
ron del bafo y se mantuvieron a temperatura ambiente 10 minutos con agita-
cidn ocasional. Se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos a tempera-
tura ambiente para acelerar l!a separacidn de las fases acuosa y orgidnica.
La fase acuosa se colocd en un tubo que contenia 1 m! de clorsctormo-fenol
v a la fase organica se le afadid ] ml de LETS. Se agitaron 10U minutos a
temperatura ambiente y se centrifugaron a 2000 x g durante 10 minutos.
Ambas fases acuosas se juntaron en un tubo corex y se les anadio 0.1 vol
de LiCl y 2 vol de etanol (95%, -20°C). E1 ARN se precipitd a -20°C du-

rante 16-18 horas.

Después de precipitado, el ARN se centrifugd durante 10 minutos a
4000 x g a 4°C. El sobrenadante se decantd y después de evaporado el
exceso de etanol, el ARN se resuspendid en 1 ml de LETS v se cuantifico
la concentracidn por absorbancia a 260 nm en un espectrofotdmetro (DU-7

Seckmann), o bilen midiendo la radicactividad como material TCA precipita-

ble.

i.6. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA SDS AL 2.75% y 10%

Preparacidn de los geles ai 2.75% y condiciones de corrida. Se



colocaron en un matraz 5.5 ml de solucién A (acrilamida 10%, bisacrilamida
0.5% en agua bidestilada), | ml de solucidn amortiguadora PD (Tris 0.9M,
EDTA 0.027M, &cido bérico 0.9, en agua bidestilada), li.] ml de agua
bidestilada, 0.2 ml de SDS al 10Z, 2 ml de glicerol al 50X, 10 ul de
TEMED y 0.1 ml de persulfato de amonio al 10X. La solucidn se mezcld a
4°C y se desgasificd al vacio durante ! minuto. Posteriormente se colocd
en tubos de vidrio de 80 x 6 mwn de didmetro. La superficie se apland es-
tratificando SDS al 1% y se permitid que los geles polimerizaran a tempe-
ratura ambiente. Los geles se precorrieron durante 15 minutos a | mA por
tubo en una sclucidn amortiguadora de corrida (Tris 0.06 M, EDTA 0.002M,
dcido bérico 0.06M y SDS ai 10X en agua bidestilada). Las muestras se

corrieron a 5 mA por tube durante 120 minutos.

b) Preparacidn de los geles al 10X y condiciones de corrida. En un ma-
traz se colocaron 6.6 ml de solucién B (acrilamida 30%Z, bisacrilamida 0.8%
en agua bidestilada), | ml de solucidn amortiguadora PD, 10.2 ml de agua
bidestilada, 0.2 ml de SDS al 10Z, 2 ml de glicerol al 50X, 10 ul de

TEMED y 0.1 ml de persulfato de amonio al 10Z. Esta solucidén se mezcléd a
4°C se desgasificd al vacio durante | winuto y se transfirié a tubos de
vidrio de 80 x 6 mm de didmetro. La superficie se apland estratificando
SDS al 1% y después de polimerizados los geles se precorrieron a 2.5 mA
por tubo durante 30 minutos en la sclucidn amortiguadora de corrida des-
crita en el parrafo anterior. Posteriormente se colocd la muestra sobre

la superficie del gel v se corrid a 5> mA por tubo durante 2:30 horas.

Una ver terminada la electroforesis los geles se sacaron de los tu-



bos, se congelaron en hielo seco y se fraccionaron transversalmente en

secciones de | mm de grosor.

[ Preparacidn de las muestras de ARN. Se tomd una aifcuota de ARN
precipitado en etanol, se centrifugd a 4000 x g durante 15 minutos a

4°C y se elimind el sobrenadante. La pastilla se secd al vacic y se re-
suspendid en 100 i1 de solucidn amortiguadora para muestras (azul de
bromofenol al 0.01%, sacarosa al 5%, solucién amortiguador PD al 20% y
SDS al 0.1% en agua bidestilada). Se dejd reposar 10 minutos y se colo-

cd sobre la superficie del gel.

3.7. EXTRACCION DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES ACIDAS Y
PROTEINA RIBOSOMAL TOTAL, A PARTIR DE LOS RIBOSOMAS

CITOPLASMICOS DE Sacchoromyces cerevisiae.

Para la preparacién de la levadura se siguid el procedimiento des-
crito por Battaner v Vazquez (66) v para la extraccicn de proteinas aci-

das se siguid el método de Hamel E. (60), modificado por Zinker S. (47).

Se inoculd la cepa A364A en medio YM=-1 (dilucidn 1:200) y se crecid
a 23°C durante 18 hrs. El cultivo se cosechd por centrifugacidn a
2000 x g durante 5 minutos. A partir de este punto todas las operacio-
nes se realizaron a 4°C. La pastilla se lavé con agua bidestilada y se
centrifugd durante 5 minutos a 2000 x g. El paquete celular se resus-

pendié en 10 ml de Tampdn I (Tris-HC1l 100 mM de pH 7.4, MgCl, 12 mM,

2
KCl 80 mM y R-mercaptcetanol 5mM). Se aford a 20 ml y se transfirid a
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botsllas del homogeneizador tipc braun conteniendo 35 g de perlas de vi-
drio (0.5 mm de didmetro). Las células se rompieron con 4 pulsos de 30
seg de agitacidén por 15 seg de reposo (la ruptura celular se verificé al
nicroscoplo). Las perlas de vidrio se lavaron con 30 =l de Tampon I, la
golucidn se transfirid a tubos Cerex vy se centrifugd durante 10 min a
4000C x g, para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se cen-
trifugé a 16000 x g durante 3 hr a 4°C en la ultracentrifuga 1EC. Se
elimin6é el sobrenadante y la pastilla obtenida se resuspendié en Tampdn
i1 (Tris HCl de pH 7.4 20 mM, MgCl2 100 mM, acetato de amonio 500 mM y

b ~mercaptoetancl 5 mM). La solucidn se centrifugd a 40000 x g durante
10 min para eliminar el material inscluble. El sobrenadante se centrifu=-
g6 a 16000 x g durante 14 hr. a través de un gradiente discontinuo de sa-
carosa al 40% en Tampoén 11 y 8 ml de sacarcsa al 20% en Tampén II. La
pastilla ribosomal obtenida se resuspendid en | ml de solucién SP 0.5
{(Tris-HC1 10 wM de pH 7.4, chlz 20 mM, NH, C1 500 mM, B -mercaptoetanol

3 mM). Se midieron las densidades dpticas a 260 nm en un espectrofotémetro
Beckmann (modelo DU~7) y se ajustaron a 100 D.O./ml con la solucidn SP
0.5. En este paso, cuando se requirid, se agregaron los productos de

traduccidn in vitro vy se agitd durante 20 pinutos.

Extraccién de Proteinas Acidas. A la mezcla anterior se le agregd

§ volumen de etanol al 951 v se agitd durante !0 min. Después se agre-
g6 otro & volumen de etanol v se agitd durante 5 minutos mds. Se cen-
trifugd a 40000 x 3 durante 10 minutos (la pastilla se dejé secar para
ia posterior extraccién de la proteina ribosomal total). Al sobrenadan-

te se le afadid 2.5 volumenes Je acetona a -20°C v se dejé reposar a esta

- 20 -



temperatura hasta la formacidn de grumos de proteina.

Extroccién de Proteinc Ribosomal Total. la pastiila de 40000 x g

se resuspendid en 2 nl de amortiguador 10~ (Nall 100 M, 10 uM HEPES,

1 x ICM HsClz). se le anadio 4.2 ml de Acido acétice glaclal y 8 .1
de MgCl., y se agicé 30 minutes 2z 4°C. La suspensién se centrifugd

durante 10 minutos a 40000 x g, el sobrenadante se dializé a 4°C contra

300 ml de acido acético 0.5 N v posteriormente se liofilizé.

3.8. ANALISIS DE LAS PROTEINAS RIBOSOMALES MEDIANTE ELECTRO
FORES!S EN GELES DE POLIACRILAMIDA.
3.8.1. Electroforesis Unidimensional en Geles de Poliacrilamida-SDS.
a) Preparacidén de los geles vy cordiciones de corrida. La técnica de e~
lectroforesis unidimensional empleada fue la reportada por Maizel J. V.

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

centrador al «%.

El gel resolutivo se prepard mezclando 12 ml de solucidn de acrila-
mida 20%1-bisacrilamida (.82 disuveltas en agua bidestilads, 11.25 ml de
tris-HC1 1| M de pH B.&, 0.3 ml de SDS al 10%, 6.25 ml de agua bidesti-
lada, 25 pl de TEMED v 120 ul de persulfato de amonio al 10%. Esta
mezcla que se encontraba va a 4°C se agitd y desgasificd al vaclc por
1 minuto y se depositd entre las placas de vidrio del aparato para elesc~
troforesis en placa. La superficie se aplané estratificande SDS al 1%,
Una vez polimerizado el gel resolutivo se retird el SDS y se prepard el

gel concentrador mezclando 1.33 ml de solucidn de acrilamida 30%-bisacri
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lamida 0.8% disuelta en spua bidestilada, !.23 ml de tris HCl 0.43 M

de pH 6.8, 0.3 ml de SDS al i0%, 7.2 wl de agua bidestilada, 5 il de
TEMED v 160 ul de persulfato de amonio al 10%. Todo esto se mezcld v
despasifico al vacfo y se depositd sobre el gel resolutive. Se intro
dujo el peine formador de pocillos y se permitid ia polimerizacién a
temperatura ambiente. Una vez polimerizado el gel se retird el peine y
se llenaron las cdmaras superior e inferlor, con 500 ml cada una, con
13 solucién amortiguadera de corrida (Glicina 0.19 M, Tris-base 0.024 M

de pH 8.8 v SDS al 0.01% disuelto en agua bidestilada).

El gel se precorrid a 100 V durante 30 minutos. Se apagd la
‘uente de poder ¥ se colocaron las muestras. Se inicid la electrofore-
is de 50 V hasta que el frente del colorante llegd al gel resclvedor.

in este momento se auments el veltsje a 100 V v se dejd hasta que el

colerante llepd o« [ «m por arriba del fonds del gel.

Preparacicn de ias muestras de proteina. Las muestras liofiliza-
das se disolvieron en uren BM, se les determind la radioactividad TCA
orecipitable incorporada y se tomo ia cantidad necesaria que tuviera
S0000 cpm que se mezcld con 100 il de la solucidn amortiguadora para
meestra (1 ml de Tris-HC1 I M de pH 6.8, 1 ml de SDS al 10%, i ml de

¥ ~-metcaptoetancl al 1%, glicercl al 10X v rojo de fenol al 0.1%). Las
muestras se dejaron reposar 10 minutos v posteriormente se depositaron

dentro de los pocillos del gel concentrador.



c) Tincidén de las proteinas ribosomales. Una vez terminada la elec-
troforesis los geles se (iferon con azul de Coomassie al 0.757 disueito
en metanol al 30%-3cido acétice al 7% en agua, durante | hora con agira-
cidn conscante. Los geles se destifieron con metancl al 30%-dcido acéci-

co 8l 7% en agua.

d} Autorradicgraffa. Los geles de peliacrilamida ya dastenidos se
secaren sobre un papel Whatman de 3 mm cn un secader de geles (BI0-RAD
mod 224). Una vez seccs zZe pusiercn en ¢nnlacto con una place de raves
% {Kodak) dentro de un reforzador de placas y s2 mantuvierca 2 =20%

por diferentes intervalos de tilempo, d2 aruerdo a la cantidad de radio-
actividad presente en cada gel. Las placas <& ravos-X se revelaron a
temperatura ambiente sumergicdudelas per ) minutus en la solucidn revela
dora {Kodak), 3 minutos en apua corrierce, * minucos en solucidn ©iado-
ra {kodak?. Al final del procesc s2 13, 4T0r cun agua corrienle ¥ Se

e1aron segar.

ey

Obtencion de las Frocciones #OLE (1)« For Medic de Cobmaas ge
Oligo-LT Celulesa ¢ Partir del ARN Total v el ARN Extreigo u
§0°C.

La muestra de ARN se resuspendild en 370 pl del emortiguader oiige-
-dt-0.5 M (0.1 ml de tris de pH 6, 0.5 M de HaCl). La muestra se colocd
en bafic marfa a 60°C durante 30 segundos para eliminar la estructura se-
cundaria del ARN, y se pasfé a través de la columna & veces consecutivas

para asegurar la adsorcidn. La elusidn se llevd a cabo lavandc 3 veces

con 2 ml del! amortiguador cligo-dT-J.5 M, v se colectaron 6 fracciones



de 1 ml cada una, posteriormente se lavd 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 anadié 6 ml de amortiguador oli-
go-dT y se colectaron fracciones de 1 ml. A todas las muestras colectadas
se les determiné las densidades opticas a 260 nm, o las cpm como mate-
rial TCA precipitable para las muestras radioactivas. A los tubos que
contenian las fracciones poli A+ se les anadid por mililitro de muestra
0.1 ml de acetato de sodio 5 M, 2 ml de etanol al 95% y 6 Ug de tARN como

acarreador, y se dejé precipitar durante toda la noche a -70°C.

' 10. Cuantificacién de la Radioactividad Incorporaeda a Mocromoléculas.
Se tomaron muestras alicuotas del cultivo celular en experimenta-

cidn y se mezclaron con 0.5 ml de dcido tricloroacético (TCA) al 20% v

0.1 ml de albimina de sueroc de bovino (! mg/ml) v se incubaren 30 minutos

a 4°C. El precipitado se filtrd al vacfo a través de membranas Milli-

pore (HA, 0.45 Um), vy tanto 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 30°C durante 20 minutos y se introdujeron, cada una por se-

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

4% en tolueno). La radicactividad se cuantificé en un contador de cente-

llec 1fquido (Packard, mod. Minaxi-B).

Los geles en tubo que contenfan ARN marcado radioactivamente se
seccionaron de manera transversal en rebanadas de | mm y cada una se colo-
cd en un vial que contenia 7 ml de protosol-omnifluor-tclueno (30 ml de

protosol 0.5 M, 4 g de omnifluor aforados a 1 1t con tolueno). Los via-



les se incubaron a 37°C durante 14 a 16 horas y después de este tiem-

po se cuantificd la radicactividad en el concador de centelleo liquido.

Las protelnas radicactivas se visualizaron por autorradiografia.
Los geles que contenian protefans radioactivaz se deshidrataron en un se-
cador de geles y se pusjeron en contacts con una placa de rayos-X (Kodak)
Los geles tipo Maizel que contenfan proteinas radicactivas se sometie-
ron a autorradiograffa para verificar la incorporacidn de marca a las

proteinas ribosomales.
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RESULTADOS

4.1, Tiempo de Duplicocién de ia Cepa A364A de Saccharomyces
cerevisiage.

La duplicacidn de las estructuras y organelos celulares lleva al
crecimiento y reproduccidn de los microorganismos. 351 el crecimiento,
en medio de cultive liquido, se mide en un fotocolorimetro, se observa
que la velocidad de crecimiento es variable con respecto al tiempo. Las
fases tipicas de crecimiento que presentan los microorganismos, se pue-
den dividir en: a) Fase lag o fase de adaptacidn; b) Fase expenencial,
cuando la velocidad de duplicacion de las células es de tipo geométrico
c¢) Fase estacionaria temprana, en esta fase los nutrientes del medio se
van agotando y los productos de desecho del metabolismo se van acumulan-
do, de modo que el medio se va haciendo menos favorable para el creci-
miento celular; d) Fase estacionaria tardia, cuando el nimero de célu-

las permanece constante en el cultivo.

Para poder calcular el tiempo de dupiicacifn, la cepa A3644A, se
desarrollé en medio SC a 23 grados centigrados durante la noche y se
tomaron lecrturas a diferentes tiempos en un fotocolorimetro Klett
Summerson. Durante el desarrollo del cultiveo se presentaron las fases
tipicas del crecimiento come se muestra en la figura l. Durante la fa-
se lag, se tomaron tres lecturas a los tiempos 0, 3 y 4 horas, observin
dose el comportamiento de adaptacion caracteristico. La fase logaritmi
ca tuvo una duracidn de & horas, con un rango de 20 a 100 unidades Klett
(U.K.j. La fase estacionaria temprara, presentd una variacion de 100 a

125 U.K., con una duracion de tres horasy y finalmente la fase estacio-
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Curva de crecimiento de la cepa A364A. La cepa se desarro-

116 en medio SC y el crecimiento se midid en Unidades Klett
a diferentes intervalos de tiempo, mediante un fotocolorime-
tro Klett Summerson. a) fase lag; b) fase logaritmica; c¢) fa
se estaclonaria temprana; d) fase estacionaria tardfa.
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naria tard{s que se siguidé presentando después de 38 horas, sin ca=mbics
aparentes en el niimero de U.K. El tiempo de duplicacién pars esta cena

de S. cerevisiae, calculada a partir de la fase exponencial de la figu-

ra |, fue de 2.8 horas.

4.2. SINTESIS DE MACROMOLECULAS

Debido 2 que los cultivos manejados crecieron en forma asincrénica
y que la nefelometrfa sdlo indica las variaciones de una poblacién celu-
lar en suspensidn a través del tiewpo sin proporcionar datos acerca del
estado metabdlico de las células y con el fin de conocer este ultimo se
hizo una evaluacidn de la sintesis de proteinas de la cepa A364A. Para
ello a un cultivo que se encontraba en una fase logaritimca de crecimien
to (70 U.K.; ver figura 1) se le agregd 0.l pci/ml de una mezcla de amino
acidos tritiados (353. A partir de este momento se tomaron muestras ali
cuotas por duplicado y se les determindé la radiocactividad incorporada a

macromoléculas como material TCA precipitable.

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 2, la
curva se siguid durante 240 min. Se puede observar que durante los pri
meros 90 minutos la cinética de incorporacidn 1—9.?x10-3 CPM) sigue uns
tendencia de tipo exponencial, después de este tiempe la incorporacidn
no muestra avmentos significativos, lo cual podria deberse zl agotamien
to, en el medio, de los aminodcidos marcados radiocactivamente, o bien,

al estado metabdlico de las cZlulas. Este resultadc muestra que las cé-

lulas se encuentran en un buen estado metabdlico y que la sintesis de
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prote{nas es eficiente.

4.3. Cuantificacién del ARN extraido ¢ 25, 45 y 60 grodos centigrodos.
La cantidad de ARN que se extrae de un cultivo puede ser determinada
por densidades Gpticas (D.0.) a 260 nm, o bien, determinando la radicac-
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 diierentes tratamien-
tos con temperatura (25, 45 y 60°C) y poder hacer una comparacién de los
rendimientos, se hizo una cuantificacidn por los dos métodos mencionados
(densitowetrfa v radioactividad). En ambos casos se partid de cultivos
con el mismo volumen y aproximadamente igual niimero de células. Poste-
riormente cada uno se dividid en tres partes iguales para los diferen-
tes tratamientos (ver Material y Métodos). Por densitometria se obtuvie
ron los resultados que se muestran en la Tabla 2, la cantidad de ARN ex
trafda en cada muestra se calculd considerando que | D.0. (260 nm) egui-
vale a 45 pg de ARN. Los resultados muestran gque la temperatura es un
racter que influye sobre la célula en el momento en el que se lieva a
cabo la extraccidn del ARN. La temperatura actiia al mismo nivel gue la
mezcla de cleroforme-fenol, produciendo poros en las membranas celulares
rermitiendo de esta forma la salida de los &cidos nucléicos. Se indica
ademds que conforme &¢ incrementa la temperatura la cantidad de ARN ex-
trafdo aumeria, lo cual sugiere que a mayor temperatura hay formacidn de
més nimerc de poros o bien, poros de mayor tamafioc. 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 sélc dos veces mayor que a 45°C.
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TABLA

TEMPERATURA D. 0, ARN ARN

DE EXTRACCION 260 nm g *
25°¢c 2.85 128 13.5
45%¢ §.75 438 46.5
60°C 21.00 445 100.0

Las densidades Opticas se midieron en un fotocolorimetro Klett Summerson, y
a partir de estas se obtuvo la cantidad de ARN en ugz, tomandc en cuenta que
1 D.0. equivale a 45.g de ARN. Se tomd como 100% el ARN extraldo a 60°C.
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TABLA 3

TEMPERATURA cpm INCORPORADAS ARN
DE EXTRACCION a ARN 4
» 1 3 +
2576 1.53 x 10 32
" g 5 %
45°C 5.83 x 10
0 e
60°C 1.59 = 10 100

Se determlind la cantidad de radicactividad incorporada a macromoléculas co
mo material TC» precipitable. La extraccidn de ARN a 60°C se tomd come el
100%.
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Resultados similares se observarcn al cuantificar la cantidad de
ARN que se extrajo de células marcadas radiocactivamente cen adenina 1“6
(1l yci/ml). En la tabla 3 se puede observar que la cantidad de ARN que
se extrajo a 25°C es alrededor de cinco veces menor que la obtenida a
60°C, y que la de 45°C es casi tres veces inferior respecto & la de
60°C. Debido a que el método utilizado para la extraccidn de ARN e¢s se-
lectivo para especies de bajo peso molecular y., que los resultados mues-
tran que conforme se incrementa la temperatura aumenta también la can-
tidad de ARN extrafdo, debido probablemenre a un mayor tamafio o nimero
de los poros, se sugiere que a mayor temperatura seria posible obtener

otro tipo de ARN ademis de los ARN 5.8 5 (51000 D), 5SS (39000 D) y

45 (23000 D) y que posiblemente fueran especies de ARN mensajeros.

4.4. Electroforésis en Geles de Acrilamida.

El patrén de separacidn del ARN total de S. cerevisiae que se
muestra en la figura 3A se obtuvo sometiendo una muestra de ARN a elec-
troforesis en gel de acrilamida al 2.75% (ver Material y Métodos). En
la figura se pueden observar las especies de ARN 255, 18S, y una po-
blacion heterogénea que corresponde a las especies de bajo peso molecu-
lar, que no puede resolverse utilizando esta concentracidn de acrilami-
da. Del total del ARN el 15% corresponde a ARN 255, el 60% a ARN 185

y 25% a las especies de bajo peso molecular.

El patrdn caracteristico de separacidn del ARN de bajo peso mole-
cular se obtuvo sometiendo la muestra a electroforesis en gel de acri-

lamida al 10% y se muestra en la figura 3B. De las tres especies que se
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muestran en s;ra figura solamente la 45 es heterogénea; corresponde a los
ARN de transferencja (tARN), de los que existen por lo menos 20 especles

diferentes y cuva faltz e resolucidn no afecta los propdsitos del presen-

te trabajo.

Con el objeto de analizar las especies de ARN extraidas con los
3 diferentes tratamientos (25, 45 y 60°C), las muestras se corrieron elec-
troforéticamente en geles de acrilamida al 10%. Este tipo de geles separa
a las diferentes especies de acuerdo a su peso molecular. En la figura 4
se muestran los resultados de la electroforesis. 35e puede observar que en
tres tratamientos se extrazjeron las 3 especies de ARN de bajo peso mo-
cular, pero en distintas proporciones. FEn el patrdn de ARN extraide a
C {Fig. 5 A) se ve claramente Gue la cantidad correspondiente a ARN
58 es muv pequefia respecto a las otras 2 especies extrafdas. Del total
ce marca fncorporada 8 las 3 especles sélo el 5.5% corresponde a ARN
%5, el 40% se encuentra en ARN 55 y el 54.5% restante corresponde a ARN
(Tabla 4). El patrdn de ARN extraido a 45°C (Fig. 4B) muestra cque las

especies se extrajercn en cantidades proporcionales.

T.0s resultadeos (ndican que a 2570 la extraccidn de ARN 5.85 es poco
‘ciente, lo que sugle » gue los poros formados en las membranas celula-
ro=. debido a la accisn de la mezcla de cloroformo~fenol y la temperatura no
fueron suficientesmente grendes para permitir la salida de esta especie, por
lo que seria diffcil encontrar otras especies de ARN cuyo peso molecular

fuera mayor al del ARN 5.83. Per otro lado a 45°C el ARN 5.85 se extrajo

con buena eficlencia. vy se obtuvo en igual proporcidn que las otras 2 espe-
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TABLA 4

TEMPERATURA CP¥ CPM CPM
DE EXTRACCION INCORPORADAS {NCORPORADAS INCORFORADAS
A ARK 5.85 (%) A ARN 55 (1) A ARN 45 (1)
25°C 5.5 40 54.5
45%¢ 33.0 33 33.0
60°C ' 30.0 25 45.0

Se determind la cantidad de radioactividad incorporada a macromoléculas co=-
me material TCA precipitable. El total de radivactividad en las tres espe-
cies se tomd como el 100%.
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cies, lo que reafirma que el incremento en la temperatura de extraccidn
aumenta el tamano de los poros. Del total de ARN, extraldo a esta tempe-
ratura, que se introdujo en el gel (5000 CPM) dnicamente el 45% se incor-
pord a las especies 5.85, 58 y 4S, lo que suglere que a esta temperatura

se pudieron haber extrafdo otro tipo de ARN de mayor peso molecular, que

no fueron capaces de penetrar y resolverse en este tipo de gel y bajo las
condiciones manejadas (ver Material y Métodos). En el caso del ARN extra
ido a 60°C (Fig 4C), del total de la muestra solamente =l 22.4% del mate-
rial se incorpord a las 3 especies (5.7, 5 y 45) y se puede observar que
entre las primeras 7 y 15 fracciones hay una poblacién que representa el
23.9% (tomando como 100X la suma de las cuentas incorporadas a las 3 espe-
cles de bajo peso molecular y a esta Gltima) y cuyo peso molecular calcula-
do es de B0000 d. El hecho de que el 61.2% restante no se hubiera incorpora
do a las 3 especies y se quedara en el origen del gel, sugiere la presencia
de especies de mayor peso molecular y que podrian corresponder a especies de
ARNm. En comparacidn con este resultado, el material que quedd en el origen
del gel cuando se analizd la muestra extrafda a 25°C representa el 16%. Es
te porcentaje, asl como parte del material que no penetrd al gel, de las
otras 2 muestras, no implica necesariamente que sea ARN de mayor peso mole-
cular, ya que es posible que se hayan formado agregados de ARN cuyo tamario

no permitid la penetracidn en el gel.

4.5. Traducciones in vitro de ARN Extraido a Diferentes lemperaturas y

Electroforesis en Geles de Poliacrilamida-SDS
Para conocer si en alguna de las muestras de ARN se habfan extrafdo

mensajeros se hicieron traducciones in vitro utilizando 5 ug de ARN de
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cada muestra (ver Material y Métodos). Los resultados se cuantificaron
nidiendo la incorporacién de L-metionina - 355 como material TCA precipi-
table, y mostraron que Gnicamente la muestra de ARN extraida a 60°C habia
incorporado marca radioactiva, es decir la traduccién fue positiva para
esta muestra (Tabla 5). Para poder caracterizar el tipo de mensajeros

que habfan sido extrafdos, el producto de traduccidn se agregd a una pas-
tilla ribosomal obtenida previamente (ver Material y Métodos) y se proce-
dié a hacer la extraccidn de protefna ribosomal total (PRT) y proteinas
dcidas. Al finalizar cada extraccidn se midid la cantidad presente en ca-
da una y se encontrd que el 10 de la marca se habfa incorporado a protei-
nas cidas y el resto se encontraba en PRT. Para conocer el tipo de

ARNm, se prepard un gel de poliacrilamida-SDS para PRT (ver Material y
Métodos), se colocd la muestra en uno de los pozos y se permitid que la
electroforesis se llevara a cabo, posteriormente el gel se tifid, se secd

y se sometid a autorradiograffa, con el fin de visualizar en qué regidn
habfan migrado las protefnas marcadas con metionina 35S. los resulrados de
este gel se muestran en la figura 5. Los pesos moleculares calculados
para las proteinas marcadas van de 12000 a 14000 d, estos pesos molecu-
lares concuerdan con los de las protefnas ribosomales dcidas. Del total
de la metionina - 355 (7.02 x 105 cpm) incorporada durante la traduccidn
in vitro, el 10% (6.2 x 10& cpm) se incorpord a las protefnas ribosomales
dcidas durante la extraccidn. Este dato y el hecho de que en el gel de po-
liacrilamida - SDS se encontrara marca radioactiva iinicamente en la zona
correspondiente a estas proteinas sugiere fuertemente que con la extraccidn
de ARN a 60°C se pueden extraer mensajeros especificos para este tipo de

prote{nas dcidas.
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Con el objeto de conscer cual era la concentracidon de ARN con la que
la incorporacién de la traduccidn in vitro era mis eficiente se hizo la cur
va de concentraciones que se muestra en la figura 7, v se encontrd que 10 ug
de ARN era la concentracidén optima para llevar a cabo las traducciones. Las
muestras procedentes de este experimento también fueron analizadas en geles
de poliacrilamida - SDS, v los resultados muestran la aparicidn de una ban-

da en la regidn de las proteinas icidas.

4.6. Columnas de Oligo - DT Celulosa

Otro método para comprobar la presencia de mensajeron en las 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 fraccidn de poli (A)+, es decir, especies de ARNm. Para no descar-
tar la presencia de mensajeros en las muestras de 25 y 45°C se tomaron
845 ig de cada una de las tres muestras v se pasaron a través de la columna.
Los resultados indicaron la presencia de mensajeros Unicamente en la mues-
tra de ARN extraida a60°C (ver Fig. 8). La poblacidn de poli (A)+
(4.36 x 104 cpm) se obtuvo entre las fracciones 12 y l4 cuando se eluyvd
la columna con el amortiguador oligo-dT sin sal v representa el !.281 del to-
tal del ARN extraldo a &sta temperatura. Iguales resultados se obtuvieron
al pasar por la columna de oligo = dT celulosa, ARN extraido a 60°C marcado
radicactivamente con adenina - 1&6 (Fig. 9A). ARN total de §. cerevisiae
marcado radioactivamente con 1 uci de adenina - lﬁc. se pasd por la columna
de oligo - dT celulosa, el resultado se observa en la figura 9B. El frag-

5

mento de poli (A)+ que eluyd entre las fracciones 12 y 15 (1.1 x 107 CPM)

corresponde al 4.6% del ARN total.
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Después de haber extraldo las fracciones poli A+ (68 ug de
la muestra del ARN que se extrajo a 60°C se hicieron traducciones in vitro
para corroborar si se trataba de los mismos mensajeros. Los productos de
traduccidn se agregaron a una pastilla ribosomal y se procedid a hacer la
extraccidén de PRT y protelnas fcidas, como se indica en Material y Métodos.
Posteriormente, las muestras se corrieron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida - SDS y los resultados mostraron la presencia de bandas

correspondientes a proteinas ribosomales dcidas (Fig. 6).
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FIG. 6. Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS. 845 pg de ARN extra-
idos a 60°C se pasaron a través de una columna de oligo - dT celulosa
y el ARN poli (A)+ fue traducido in vitro en presencia de metionina -
355. el producto se agregd a una pastilla ribosomal total sin marca y
se hizo la extraccidn de protefnas ribosomales. 1) Tincidn con azul de
Coomassie; 2) Autorradiografia de 1. e) Autorradiograffa de ARN celu

lar total. 4) Autorradiografia de la traduccidn sin ARN.
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TABLA 5

REACCION in vitro CONCENTRACION DE ARN METIONINA - 27§
EN LA MEZCLA DE INCORPORADA A
REACCION PROTEINA
sin ARN - 11662
ARK 25°C 5 g 11238
ARN 45°C 5 ug 6135
ARN 60°C 5 g 35550

Los ARNs de la levadura Saccharomyces cerevisiae extraidos a 25, 45 v 60°c
fueron introducidos in vitro en el sistema de reticulocitos en presencia de
metionina - 395, Después de la incubacidn se tomaron alicuotas de la mez-
cla de reaccion para determinar la incorporacidn de aminodcidos radioacti-
vos a proteinas. Los resultados se expresan en cpm incorporados en 2 ul de
la mezcla de reaccidn.
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DISCUSION

Las fosfoprotefnas ribosomales &cidas son indispensables para la sinte
sis de protefnas, 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

duccidn.

Los ARN rinosomales de bajo peso molecular de la levadura S.
cerevisiae, se extraen con una mezcla de cloroforme - fenol (l:1), que produ-
ce poros en la membrana celular. Si postulamos que el didmetro del poro
estd directamente relacionado con la temperatura a la que se incuban las
células con la mezcla, y si nuestra hipdtesis es cierta, existiria una tem-
peratura en la que se pudieran extraer ademis de los ARN ribosomales de ba-
jo peso molecular (5.8S, 55 y 45), especies de ARN mensajerus de bajo peso
molecular peroc mayores & aquellos. Mediante la utilizacidon de la técnica
antes mencionada, y a una temperatura de 60°C logramos el objetivo del pre-
sente trabajo: Obtener una fraccidon enriquecida de ARN mensajeros para las

fosfoproteinas ribosomales dcidas.

Por medio de columnas de Oligo - dT - celulosa, comprobamos que entre
las especies de ARN de bajo peso molecular, extraidas bajo las coadiciones
va mencionadas, estaba presente una fraccidn correspondiente a ARN mensaje-
ros (Fig. 9). FPor otro lado estos mensajeros eluldos de las columnas se
sometieron a un proceso de traduccidn ir vitre, y los resulatdos fueron
positivos. Las protefnas resultentes de esta traduccidn, marcadas radio-

35 2
activamente con metionina - "°5, se sometieron a electroforesis en geles
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de poliacrilamida - SDS, junto con proteina fria como acarreador. Las
autorradiografias de estos geles muestran bandas correspondientes por pe-

so molecular, a las protelnas ribosomales dcidas (Fig. 6).

Estos resultados dan lugar al estudio de diferentes eventos fisiold-
gicos en la levadura, como por ejemplo, la regulacidén de la transcripcidn.
Para poder realizarlo es necesario, primero, detectar y clonar los genes de

estas protefnas.

Existen diferentes técnicas para la clonacidon de gemes:
a) Mediante la obtencidn de anticuerpos monoclonales o policlonales, dirigi-
dos contra las protefnas deseadas. Sin embargo, para la obtencidn de anti-
cuerpos contra las protefnas ribosomales dcidas, este no es el método mis
adecuado, debido a que topograficamente las proteinas ribosomales acidas
se encuentran en el tallo de la subunidad ribosomal 60 5, lo que produciria
una reaccidn cruzada contra esta subunidad v no sdlo contra la protefna bus-

cada.

b) Inmunoprecipitacion de polisomas. Este método 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 momen
to se estén traduciendo, sin embargo, como en el caso anterior, los anti-
cuerpos también reacclonarfan contra el tallo de la subunidad mayor y el
precipitado de los polisomas acarrearia a otros mensajeros ademis de los

que codifican para las proteinas ribosomales dcidas.

S -



¢) Un gene puede ser sintetizado enzimdticamente haciendo una cDNA ccpia
del ARN mensajero maduro, que codifique para las proteinas de las cuales
se busca el gene. En el presente trabajo, obtuvimos una fraccion enrigue-
cida de ARN mensajero para las protefinas ribosomales icidas a partir del
cuai podria sintetizarse el cDNA que posteriormente puede ser introduci-

do a un plasmido y ser amplificado en E. coli.

Una vez clonados los genes puede estudiarse la regulacién de la tracs
cripcidn de los mensajeros correspondientes. Cuancificando la concentra-
cidn de los ARN mensajeros de L&4, Las' v Li45, podemos saber si la trans-

cripcifn se lleva o nc a cabo de manera coordinada.
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CONCLUSIONES

La temperatura es un factor que aunado a la mezcla de cloroformo

fenol produce poros en la superficie celular que permite la sali

da de ARN.

La cantidad de ARN extraldo es proporciomal a ia temperatura.

La extraccidn de ARN a 60°C permite la salida de ARKN mensajeros

de bajo pesc molecular ademfis de las especies 5.85, 5§ y 4§.

Mediante la elusién de ARN poli (A)+ en columnas de oligo - dT
celulosa, un sistema de traducciln in vitro y un sistema de
electroforesis en geles de poliacrilamida se cowprobd que ios
AEN mensajeros extrafdos a 60°C codifican para proteinas riboso-

males dcidas.
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