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En el presente trabajo, se 1induic la mutacién de
levaduras grandes_( competentes respiratorias ) para obtenesr
colonias petite ( deficientes respiratorias ), creciendola=s en
medio YPD suplementado con bromuro de etidio a una
concentracien de 50 ug/ml. Las levaduras grandes v petite se
transformaron con plasmidos quimericos cuyo  extremo o
cudif;ca a un fragmento de longuitud variable de las proteinas
ribosomales acidas de la levadursa s, cerevisiae unido
covalentemente, hacia el extremo 3 , con el gaen Lac Z que
codifica a la enzima beta—galactosidasa.

Se demostro por primera vez que las levaduras petite se
pusden trasformar si1n gue se afecte esta condicien y sin gue
se pierdan los marcadores nucricioiazles de la cepa parental de
la que se originaron.

Se inmunizaron conejos para obtener anticuerpos
policlonales contra la beta—-galactosidasa para cuantificar a
las proteinas hibridas tanto en la fraccien ribosomal como en
la fraccién S100, de las levaduras grandes v petite empleando
el método de ELISA. Los resultados muestran que £n ambas cepas
la concentracién de las proteinas hibridas: TYG 44, TYG 45-1,
TYG 45-2, TYG 4&, T¥5 47 Hp, T¥YP 45-2 y T¥F 46 unidas al
ribosoma aumentée cuando las células pasaron de la fase media
logaritmica a la fase estacionaria. El aumento pudo deberse a
que, a diferencia del resto, siguieron sintetizandose por un
lapso de tiempo, a pesar de que los cultivos celulares hayan
llegado a la fase estacionaria. La concentracien de las
proteinas hibridas: TYG 47 Pv, TYP 44, TYP 45-1, TYP 47 Pv y
TYP 47 Hp disminuyo posiblemente a causa de un mecanismo

activo propio de la fase ectacionaria.
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En la fraccien Sl100O de las levaduras grandes, la
concentracian de proteitna nhibrida auments cuando las células
pasaron de la fase media logaritmica a la fase estacionaria.
Este aumento no fué proporcional a la incremento observado en
la fraccion ribosomal 1indicando que la sintesis de las
proteinas ribosomales acidas v su fosforilacieén Y
desfosforilacién se regulan, probablemente por mecanismos
diferentes.

En 2]l caso de la fraccién SI00, de las levaduras petite
la cantidad de proteina hibrida también auments al pasar a la
fase estacionaria, pero como la cantidad de ribosomas
disminuye en todos los casos s=sto 1ndica que necesariamente

debieron sintetizarse de " novo " .
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Las Levaduras

Las Sscaromicetes, son l2vaduras que s=2 destacan
por su  capacidad de Ttermentacién de gliacidos, de ah{ su
nombre. Los productos principales de la fermentacian son el
etancl « el biexido de carbono. Debido a esta propiedad, las
levaduras tienen mucha demanda en 1as industrias panificadora,
vinicola y cervecera ( 1 ). Ademas del uso i1ndustrial las
levaduras han contribuido al progreso cientifico ya que el

homora la

i

ha emplearoc como organismo modelo para la
=2lucidacieon de procesos bioquimicos basiros del metabolismo de
las cé#lulas eucaridticas ( &1 ). Desde el punto o= vista
experim=nt= i, algunas ventajas de la levadura son: la
unicelularidad; 21 gque cada célula tiene margenes metabolicos
mas altos, peso a peso, que otros hongos con micelin u otros
organismos mas complejos; el gque crecen en medio de cultivo de
composicien definida; el que su genoma estd organizado en
nuc lensomas y cromosomas y es dos  ordenses de magnitud menor
(1 X 10*® daltones ) que el de las células de mamifero j; el
qus2 1z duplicacién celular tarda de %20 a 180 min dependiendo
de la composicisn del medico de cultivo vy la temperatura de

1ncubacisony el gue se las puedz mantener en forma haploide o
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diploide estables ( Fig. 1 )3 v el gue se lis pu2de manipular
con la tecnologia de la Biologfia +v Genética Moleculares y de
la Ingenieria GBGenética. ( 61 ). fAlgunas caracteristicas son
tipicas de un grupo de levaduras, por ejemplo, la capacidad de
originar, “on alta frecusncia, mutantes espontaneas con
deficiencia respiratoria ( DR ), conocaidas como U Patite Y,
porgue las colonias smn significativamente mas peguedas gue
las d= la cepa parental Esta propiedad se ha @ncontrado en la

mayoria de las especi=2s de Saccharomices ( 11, 13 ).

La ainduccien masiva de petite s= logra tratando a las
células grandes con una variedad de agenlias quimicos como la
acraflavina, la cafeina, el sulfato de cobre. el c arurc de
magnesi1o y el cloruro de tebprazolio ( 11, 46 ). Las células
madre e hijas se convierfern =2n petite cuando los cultivos son
tratados con S—fluorouracilo ( 45 ) o con bromuro de etidio
( 46, 71 ). El1 bromuro d=2 elidio es altamente efectivo para
inducir petites sin afectar significativamente 1z wviabilidad
celular, i1incluso en c2lulas que no estan creciendo ( &1 ).

Al exam:inar a8 las levaduras petite se observan las

siguientes caracteristicas: 1) el avento mutacional es

irreversible, Il) existe una pérdida simultansa de varias
EeNTImas asocilizadas a la mitocondria, principalmente La
cirtocromo © oxidasa v los citocromos a, as v b o 44 3. =ain

embarga la oérdida ae wun Tactkoar cirtonlasmico 2n las petite no



Figura 1 .— Ciclo reproductivo de la levadura Sacaromyces

cereviciae ( Escobar, 1990 ).
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Liberacicn de los
esporos del asco
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significa que las mitocondrias desaparezcan como oiganelo,
aungue se deforman a juzgar . por las observaciones al
microscopio electromico ( Fig. 2 ) III) La deficienciz

respiliratoria en Sacchareomyces cerev:rsiae da como r=2sultado la

incapacidad para crecer en sustratos no fermenitzbles. debido a
las aiteracinnes mitocondriales ( 10 ).

La naturaleza irreversible de la condicisn petite se
dec2 a una mutacién por delecidn., seqin lo demuestran los
descubrimientos de que =1 DMNA mitocondrial de las células
petite tiene m=nor contenido de GC v menor tamafo. Esto indica

probablemente un dasperfacto ar el sistems e replicacicn

mitocandrial { 87 ).

El ribosoma &s wna particuls ribonucleoproterca de
aproximadaments 250 A que s= puede encontrar libre o adherida
a la membrana del reticuls endoplaésmico. La sintesis del
ribosoma eucariotico requiere de interacciones coordinadas
antre el nicleo y el citoplasma. El ribosoma Jjusga un p-pel
central en el crecimiento y mantenimiento de la célula porque

25 el catalirador de la sintesi= de lais preteinas ( 24 ).



Figura 2.— Foteararlas s| pacroscepic ~lectireniro de la caps:

72 wWvs de =, cersiiszae crecida en media YEP hasta la fase
=2stacionaria. A) Mtoconogria normal N ), mitocondria tipo
petite ( p~ !'. By Demostracien de la actividad d= 1=

citocraomo anidasa y la cirtocromo ¢ peroxidasa por la reaccion
de la 2.7 -diaminobenzidina . DAB J. La mayoria =2 las
mitocondrias pressntan lamelas ( Flechz J. C) Tipcién con
periodato de plats vy tiosemicarbazida. Las lamalas paraleslas

indiczrn mitocondriis tips petite- ( p— ) v las otras son

normales (N Y. ¢ Stevens, 1%/5 ).
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Componentes del Ribosoma.

Los ribosomas comparten caracteristicas morfolegicas en
195 tres reinos: argueobacterias, eubacterias vy eucariotec
( Fig., 3 ) ( 24 ). Estan constituidos por dos subunidades de
distinto tamaro. Estas difereancias en tamaro se reilejan en =21
coeficiente de sedimentacion que varia 2n Tuncien del numero vy
la masa relativa ( Mr ) de las proteina=s v el FliA ribosomal
( TRNMA ) gque componen 2 las subunidades ribosom=les. Po
ejemplo, el ribosoma de Gaccharomyces, un esucariote tipico,
e=td compuesto por dos subunidades: la mayor &08 y la meno
405. La subunidad 605 posee 3 moléculas de rRNA: l1a 255, la
5.85 v la 533 la especie 5.8% es 2uclusiva de los eucariotes.
La subunidad 405 ftiene una molécula de rRNA con un coeficiente
de sedimentacien de i85 ( a2 Y. Numerosos grupos de
investigadnres han analizado 3 las prot=inas ribosomales de la
levadura y la mayoriz estan de acuerdo en que la subunidad 405
contiene 0 * 5 proteinas v la subunidad &05 contiene 40 * 5

¢ Fig. & ) (.85 ).



Figura 3.— Electromicrografia de los ribosomas de eubacteria,
argueobacteria, eocitos y eucariotes tipicos. De izquierda a

derecha los organi=mos =ons: Synechocystis &701, s

cilianobscteria ( eubacteria )3 Halebacterium cuiirubrum, un

halefilo extremo ( arqueobacteria )3 Thermoproteus tenax, un

cereyisias, uWwna

&
.

anaarobio facultativo ( eocites )3 vy
levadura ( eucariote ). ( 250,000 ). Las subunidades peguefas
s= muestran en la linea A, las subunidades grandes e muestran
ern la linea C, v los diagramas de sus perfiles se muestran a

bz 1o de cada micrografia ( lineas By D ). ( Lake,1984 ).
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Figura 4.— Ribosoma de &. cerevisiae ( un eucarinbte tipico )
esta compuesto por dos subunidades: la mayor &05 vy la menor
40S5. Cada subunidad posee moléculas de rRNA designadas por su

coeficiente § de diferente tamafo gue se asocia con proteinas

para formar los ribosomas.
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Biooenesis del ribosoma en LS. cersviziae.
La formacien de los ribosomas roeguiere de la sintesis
coordinada de todos sus constituyentes: rRNAs v proteinas. Las
proteinas ribosomales, sintetiradas =0 el citoplasma, 1=
transportan 2l interior del nuclec donde se asocian con 21l
rANA precursor @n el nucleolo. El posterior ensamblaje del
ribosoma implica una serie de interacciones. modiTicaciones y
procesamientos de los rRNAs para sintetizar las subunidades

405 y &05 nativas { Fig. 5 ) & D2y 86 ).

Froteinas hibridas como resultzdo de fusiones geénicas.

Una estrategia experimental para estudiar los sistemas
de regulacien multigénicos es crear situaciones donde sea
posible identificar v medir con facilidad los productos de
e.pres1 - n. Como ejemplo esta la Tusién entre los genes del
operén Lac ( lac Z v lac ¥ ) v los genes de interés cuyo nivel
dz= expresion se cuantifica como actividad enzimAdtica de oeta
galactosidasa por métodos colorimétricos.

£1 concepto de fusieon génica como herramienta para el
analisis 12 la expre=.on genética, :parecié poar primera vez en
1965 cuandag lacob v colainc-adores describieron la fusien del

gen Lac . 2] coeren pur E de E. cpli. Estas fusiones se



Figura 5.— Esguema del proceso de biogénesis del ribosoma de
un surariote tipico. Pol I= RNA polimerasa dependiente de DNA
que transcribe exclusivamente a los genes que codifican para
el pre-rRNA; Pol II= RNA polimerasa dependiente de ONA que
transcribe exclusivamente a los gen2s gue codifican para las
proteinas; Pol III= RNA polimerasa dependiente de DNA que
transcribe a los genes gue codifican para =21 rRNA 58535 XTP=
ribonuclestidos t 1fosfatos; CHs S—-adenosilmetioninajg Pi=
fosfato inorganico; P.R.= proteina ribosomaly ATP= adenosin
trifosfatos ADP = adenosin difosfatos " Cap " = 7
metilguanidilatoy ( A Jn= poliadenilato; 7= se ignora como se
lleva a cabno el proceso. En los =ucariotes la transcripcisén se
lleva a cabo sslo en el ndcleo y la traduccien sélo en el

citoplasma. ( Zinker,1984 ).
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obtuvieron por recombinacion entra un plasmido F qua
:carreaba ambos genes , el de Lac v el de pur E, localizados
cerca uro del otro en el cromosoma de _£. cel:. Al principio,
la posibilidad de generar fusiones =ntre lLac vy otros genes se
limitaba a aqguellos genes cercanos al operon Lac. Esta
limitaciéen se supere con el desarrollo de una fécnica para
transponer al gen Lac hacia otras regiones en el cromosona
bacterianc. 0Otro paso i1mportante en la fusiéen génica fus el
desarrollo de técnicas que permitieron su deteccidén en cepas
en donde todos los agenes estructurales del operen Lac ( 2, Y v
A ) se encontraban  intactos y fusionados al aperen trp. Estas
cepas presentaban un fenotipo Lac* cuando el operén trp s=
expresaba constitutivamente debido a una mutacien en 21 gen
represor del operéen denominado trp .

Las fusiones génicas también han probado ser datiles en
el estudio del bacterisfago lambda va que los agenes
bacterianons pueden i1ncorporarse =al cromosomz de lambda par
mecanismos de recombinacieéen despuss de transducido =21 faco.
Por elemplo, la fusien del opereéen de trp de _E. celi con el
genoma de lambda permitié entender la fusion del producto del
ge2n—N de lambda. En otro eiemplo, la fusioen d=l operen Lac

bzcteriano al ope2rén del gen N de lambda, controlado por el

gen M del fago permitie la deteccien " 1n witro " del producto
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del ~en Ny, midiendo la sintesis de la beta-galactosidasa comno

marcador de esa actividad ( Fig: " 0 T O 2
E b E Sf

Las pruebas inmenolsgicas son metudos usados para
detectar substancias con 1mportancia bielénica o propiedades
farmacoloégicas. Los altos niveles de senzibilidad v
especificidad d2 las prusbas inmunolégicas son el rezultado de

1z especificidad ¥ la afinidad de la LRlan antinano-

anticuerpo, y de la existencia de métodos de deteccion
sensibles. [§ Isctopos, Tluorescencia, racicales libres,
ferritinas, bacteridfagos v enzimas ) marcando va sea al

antigeno ¢ al anticuerpo.

El ELISA ( por las siglas del inglés: Encyme Linked
Immuno Sorbent Assa. ) es un prusbz 1nnunolédégica enzaimatica
heterooénea basada en el mismo principio que las radio-—
inmuno—-pruebas ( RIA ). Lz dmic. diferencia entire un ELISA
un RIA es el wuso de una enzima, en vez de un isotopo
radioactivo, para marcar a! antigeno ¢ al anticuerpo. Al
igual gue wn RIA donde 1la m@m:irca madioactiva vya sea en =1
antigeno o en &! anticuerpm li1bres se separa del totsl d= la
radioactividad 11 formarse el compleac zntiGgenc—ant erpo

{ limite nadicactivo ), =1l ELISA =-gar=z 3 uwuna porcien de la



Figura &.— Esquema gue ilustra la seleccién directa de
recombinantes. Sslo aguellas colonias que llevan el i1nserto

son capaces de crecer en el medio dando una coloracion azul.
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"emzima marca' en forma de complejo antigeno—anticusrpo
¢ limite enzimatico ) quedando on remanente de la "2nzima
marca " wunidz ya sea al antigeno & al anticuerpo libres

soluble). La actividad enzimAdtica en el limite o fraccién
libre se cuantifica por la conversién de un sustrato incolsro
o no fluorescente a un producto altamente coloreado o

fluorescente. ( 32 ).
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Proteinas ribosomales

Mediante técnicas de electroferesis bidimensicnal es
posible SEenarar todas las protefnas constituyentes del
ribosoma ( 55 ). La mayor parte de las proteinas ribosomales
SOn DEgquenas, con pesos moleculares gque oascilan entre BOOO vy
45000 daltones, v muy basicas. con puntos i1soelectricos ( pl )
superiores a B.6 ( Fig. 7 ) @ 84 ).

Entre las diferentes proteinas del raibosoma, &9 ste un
grupo de caracter marcadamente acido ( pl .lrededor de 2.0 ) vy
localizado en la subunidad ribosomal mayors son las

denominazdas pr teinas ribosomales acidas.

Proteinas ribosomales acidas de £. coli

Las primeras proteinas ribosomales a&acidas que se

caracterizaron fueron las de los riboso 3is de E. coli. Se

localizaron en la subunidad ribosomal mayor 305, y se
denominaron L7/L12. De éstas hay cuatro copias, probablamente
como par =235 de dimeros en la particula ribosomal ( 54 )3 forman
un compl=2io con Lt proteina L1O, v en conjunto constituyen a

unaz dae las tres prowuberancias de la  subunidad mavor de



Figura 7.— Proteinas ribosomales basiczs, separadas mediante

electroforesis bidimensional. ( Warner, 1982 ).
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acuerdo con las observaciones 2 traves del microscopio
electrenico ¢ Figs. 8 )3 1 28, 735 Y. Estas dos proteinas son

2]l mismo polipéptido con el amiHa terminal libre ( L12 ) &
acetilado ( L7 ) ( 546 ). Se ha establecido que L7/L12 e==tan
involucradas con 13 funcién de 1los factores de elongacion
dependientes de la hidrelisis de GTP ( 79 ) en donde los dos
dimeros de L7 y L12 bacterizanos juegan un papel diferente;
posiblemente, uno esta directamente involucrado en la unisn al
sustrato v 21 otro en la hidrsélisis del GTP v el reciclajie de
los factores de elongacisn ( 15, 70, 79 ). Una funcién similar
na sido sugerida para las proteinas acidas ribosomales

eucarioticas ( 42, &8, 72, B8O ).

Proteinas ribosomales acidas pucaristicas

Ademas del caracter marcadamente acido, comparten
con sus equivalentes bacterianas otras caracteristicas como
son: peso molacular bajo ( 11000 a 13000 daltones ., elevada
hidrofobicidad, gran contenido relativeo en alanina, alto
contenico en a—-helice, formacion de= dimaros de alta
estabilidad., facil separacién y reconstitucién del ribosonz
( 855 B4 ).

En organismos #suraristicos, las proteinas Aacidas se

encuentran  como iz familiz de polipéptidos que ti2nen



Figura B8.- Localizacién de las proteinas ribosomales acidas
L7 ¥ L12 en el ribosoma de £, colfi. Constituyen una de las

tres protuberancias de la subunidad mayvor. ( Lake, 1980 ).
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propiredades fisicoquimicas similares, pero diferente
composicisen de  aminoacidos ¢ 75, 80, a3, )y v son

codificadas por genes 1ndependientes ( &, 29, 38, 39, 40, 53,
54, &0 ) . Protelinas de este tipo han si1do descritas v
caracterizadas =n numerosos organismos eucariotas, a saber:

el higado de 1la rata, el higadn humano, Artemia zalina,

Meurospora crassa, las ceélulas Hela, Drosophila melancgaster,

los reticulositos de conejo, el QeErmen de trigo,

Saccharomices cerevisiae, y Scrzosaccharomyces pombe (&6, 25,

29, 53, &0, 76, 80, 83, 88 ).

No obstante las protetnas ribosomales acidas
eucaristicas fienen algunas caracteristicas claramente
distinguibles de sSuUs eguivalentes procariéticos. Aungue

existen también- dos formas de proteinzs, la diferencia entre
ellas no es debida a 1a acetilacion sino mas bien a la
fosforilaciéan ( Q0 ). La presencia de estas fosfoprotéinas
demuestra que la fosforilaciéen es una caracteristica general
de las proteinas equivalentes a las de E. colr ( L7/L12 )  en
células eucariotas. Sin embargo, el ndmerao de residuos de
fosfato incorporados en =2stas pioteinas difiere de un
organismo a otro. Estas modificaciones parecen estar
relacionadas con los cambios metabélicos de la célula ( &7, BO
). Cuando s= realizan preparaciones culdadosas de ribosomas.

solo las formas fosforiladas se detectan en la part):ulas nor
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el contrario en el sobrenadante aparecen desfosforiladas ( &9,
91 ). ;

Warner v Zinker 1974 clasificaron las protefinas acidas
ribosomales de la levadura como proteinas de recambin, porque
las proteinas Aacidas recién sintetizadas se encontraron en
ribosomas previamente sintetizados ( 76, 2¢ ). Es decar,
existe un recambio entre las proteinas acidas del ribosoma con
anuellas del citoplasma, en aussncia de biosintesis de

ribosomas de novo ".

Van Agthoven 1978 reports. usands radioinmuno piruebas,
la presencia de una poza citoplasmica en 4. zal:ina. De acuerdo
con a2stos resultados Zinker 1980 detects la presencia de una
gran poza de L44/L45 libre ( desfosforiladas ) en el citosol
de lz levadura a travées de la inmunoprecipitacién.

Estos datos sugieren que 2] recambio y la fosforilacian
de las proteinas son  procesos  relacionados a  mecanismos
especificos durante la sintesis protéica ' es decir las
fosfoproteinas acidas probablemente estan involucradas en un
mecanismo que controla la actividad del ribosoma a través de
un proceso de fosforilacien/desiosforilacion. Se pilensa gque
este proceso de regulacion esté mediado por a3ctividades del

tipo d= las protein cinasas y las protein fosfatasas., que

puaden controlar la unién de las proteinas a2 la particula
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ribosomal .+ consecuenten=nte. el nivel de actividad de los
ribosomas.

Actualmente se conoce la secuencia de las protefnas
ribosomales acidas de 5 diferentes organismos incluvendo: A.
salina « 29 ) D. melanogaster ( 33 ) el higado de 1la rata ( 25
) el nigado humano ( &0 ) y $. cerevizize ( 56 ). En el cas
de 5. p moe, sé6lo una proteina ha sidc reportada ( 6 ). Cuando
la secuencia primaria de todas ellas se compara, se puaden
clasi1ficar en dos grupos que tienen, en promedio, alrededor
del JO% de similitud., E=ta, disminuye hasta 30% cuando se
comparan ambos grupos entre si. Un grupo =sta integrado por:
la proteina de mamifero P=. la de A. salipna eLlZ, de 1la D.
me lanpgaster A;, de la S. pembe Ay y de 1la §. cersvisrae L44 vy
L45; El otro grupo esta formado por la proteina de mamifero
Py, de la A. galina elLl12', de la P. melonogaster rpllc y de la
8. cerewvisiae L46 y L47. Ambos grupos de prot=inas presentan
la mismi secuencia primaria 2n los ultimos 10 aminoaci1dos
fnacia el carboxilo terminal, pero ditieren en la secuencia del
amino terminal , la cual se conserva =ntre Jlos miembros de
cada grupo. ( Figuras 9 y 10 ). &. cerevisiae es 21 idnico
eucariote que tiene dos diferentes proteinas, L44 y L45, y L4b
y L47 en cada qgrupoj datos preliminares indican que otras
l=vaduras v hongos filamentoso: tienen, al 1gual que §.

cerevisiae, mas d= dos proteinas acidas ribosomales, lo gue



Figura @.— Secuencia primaria de las proteinas Aacidas
ribosomales de %tipo Pl de £. cerevisiae y otros organismos.
(:) secuencia de residuos aminoacidos altamente conservadas y
(#*) moderadamente conservadas. La regién con conservacion
significativa estaz en los recuadros. El namero n parentesis

indica el total de residuos de aminoacidos.
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Figura 10.— Secuencia primaria de las proteinas Aacidas
ribosomales de tipo P2 de §. cereviszisze y otros organismos.
{3 secuencia de residuns aminoAcidos altamente conservadas vy
(%) moderadamente conservadas. La region con conservacion

significativa esta en los recuadros. E1l niamero en paréntesis

indica el total de residuos de amino&cidos
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sugle =2 que puede ser una caracteristica de los eucariotes
inferiores ( 56 ). A través de estudios de 1las proteinas
ribosomales de la rata. se sabe que ningun eucariote superior
contiene mas de dos esp=cies protéicas « 77 ), pero la
levadura es excepcional teniendo a dos miembros en cada grupo
¢ SF Y.

Proteinas ribcsomales acidas de &. cerevisiae

La existencia de proteinas ribosomales &cidas en &.
cerel r1s1ae Mz sido reportada poi varios arupos ( 34, 40, 50,
&8, 70, 91 ). Se ha reportado la existencia de 4 proteinas
acidas denominadas YPl-zlfa, YPil-beta. (P2-z1fa y YP2-beta
sealin li reciente nomenc latura unificada ( 8%, 38, ) & LA&7,
46, L4d v L4S Tespectivamente de acuerdo con la nomenclatura
de= Kruiswi)k y Planta 1975 ( 22 ), v que se localizan en la
subunidad ri1bosomal mayor &0S. A pesar de que estas proteinas
&cidas poseen caracteristicas fisicoquimicas muy similares
{ 1igual peso molecular, parecida movilidad =lectroforética,
poca afinidad por el colarante azul de Coomassie, formas
fosforiladas y desfosforiladas, presencia de un sé6lo grupo
fosfato ) hav datos que las distinouen entre si. lMedianta el
analisis por ul-racentrifugacién, se confirmé que L44 y L4S
rorman dimerons cuando estsn en solucien, lo aue no suweeds con

L4s6 que se comporta coma monamaro 2n las mismas condiciones.
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El gen de L4 se diferencia de 1los genes que codifican a LA44,
L4S y L47 en gue posee un intran, ademis posee las secuencias
conservadas UAErpg en 21 extremo S del DNA gue actidan como
activadores de la transcripcisn de los genes gle codifican
para las proteinas ribosomales basicas y que van asoclados a
la presencia de i1ntrones ( B4 ).

Las secuencias de aminoacidos de las cuatro proteinazs
presentan diferencias ( fig. 11). L.z homologia observada entre
L41 vy L4535 es del BOY mientras que entre #stas v L4646 sélo hay
una  similitud del 424. Se observa que L44 v L45 pose2n una
regisan coman muy conservada en 21 exbtremo carbosilo (0 30
aminoacidos ) y oftra regien idéntica que comprende los diez
primeros amino&cidos del extremo amino terminal. Las proteinas
L47 y L4s comparten con las otras dos el extremn carboxila
pero no asi el extremo amino, 21 cual es di , erente ( 55, Sé6,
B3 1.

En cuanto a la composicicn de aminoaridos s2 obssrva

que L4s posee triptofano e histidina mientras que stos

aminpacidos no =e hallan presentes an las otras dos proteinas
t 28, 29, 84 ). La arginina sélo esta presente en L45:; la
prolina disminuye drasticamente en L46 (B3 ) .

La presencia de un carboxilo terminz! i1déntico, sugiere

la existencia de un sitio de interaccioen comun @n 21 ribosons
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para los diferentes polipéptidos solubles i1nvolucrados en la

traduccion ( 56 ).

Figura 11: Secuencia de aminnacidos de las proteinas &cidas
L47, L84, 144 vy L4S cde la subunidad mayor del

ribosoma de 5. cerevisiae.

L47 Met Ser Thr Glu Ser Ala lLeu Ser Tyr Ala Ala Leu
Ile Leu Ala Asp Ser Glu Ile Blu Ile Ser Ser Glu
Lys Leu Leu Thi Leu Tnr Asn ~la Ala Asn Val Fro
Asp Glu Asn Il= Trp Ala Asp Ile Phe Alz Lys Ala
Leu Asp Gly Gin Asn La2u Lys Asp Leu Leu Yal Asn
FPhe Ser fla Gly Al= Ala Ala Pro Ala Glv Val Ala
Gly Gly Val sla Gly Bly Glu Ala Gly Glu Ala BGlu
Ala Glu | vs Blu Glu Blu S1lu Alas Lys Blu Glu E=r
AsSp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Fhe Asp

La& Met Ser =p Ser Ile Ile Zer Fhe Ala Ala Phe Ile
Leu Alz Asp Ala Gly Leu Glu Ile Thr S=r Asp Asn
Leu Lew Thre Tle Thr Lys Ala ALa Bly wAla Asn Val
Asp "Asn Val Trp Ala rsp Val Try Ala Lys Ala Leu
Glu Gly Lys A=p Leu Lys Glu Ile Leu Ser Gl Phe
His Asn Ala Gly Pro Val Ala Gly Ala Bly Ala Ala
Ser Gly Ala Ala Ala Ala Gly Bly Asp Ala Ala Ala
Glu Glu Glu Lys Glu Glu Glu Ala Ala Glu Glu Ser
Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp.

L44 Met Lys Tyr Leu Al. Ala Tyr Leu Leu Leu Asn Ala
Ala Gly Asn Thr Pro Asp Ala Thr Lys Ile Lys Ala
Ile Leu Blu Ser Val Gly Ile Glu Ile Glu Asp Blu
Lys Val Ser Ser Yal Leuw Ser Ala Leu Glu Gly Lys
Ser Yal Asp Glu Leu Ile Thr Glu Gly #=n Glu Lys
Leu Ala Ala Val Pro Ala Ala Gly Pro Ala Ser Ala
Gl, LGly Ala ~Ala Ala Ala Ser BGly Asp Ala Ala Ala
Glu Blu Glu Lys Glu Glu Glu Ala Ala Glu Glu Ser
Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu Phe Asp.

L45 Met Lys Try Leu Ala Ala Tyr Leu Leu Leu Val Glr
Glv Gly Asn Ala Ala Pro Ser fAla Ala Asp Ile Lys
nla Val Val Glu Ser Val Gly Ala Glu Val Asp Slu
Al- Arg Ile Asn Glu Leu Leu Ser Ser Leu Glu BGly
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Lyvs BGly Ser Leu Glu Glu Ile Ile Ala Glu Gly Bln
Lvs Lys Fhe Ala Ihr Val Pro Thr Gly Bly Ala Ser
Ser Ala Ala Ala Gly Ala Ala Gly Ala Ala Ala Gly
Gly Asp Ala Ala Glu Glu BGlu Lys Blu Glu Glu Ala
Lys Blu Glu Ser Asp Asp Asp Met Gly Phe Gly Leu
Phe Asp.

Por las caracteristicas mencionadasz anteriormente las
proteinas acidas de la levadura pueden ser agripadas en dos
pares: L47 / L4s vy L44 / L45 que parecen tener un papel
complementario en la funcion ribosomal ( 57, 78 ). Dos de
estas fosfoproteinas de 1a levadura L44 + L45S son analogas =z

las proteinas L7 / Li2 de E. cols ( "las cuales estan

implicadas en la interaccien de los factores de 2larogamiento

con el ribosoma )( 41 ) ¥y estan invelucradas, al menos
parcialments, en 1la 1nteraccien del factor EF-2 n el
ribosoma ( &7 ). L46 no es una proteina ribosomal tipica va
que no esta presente en la poza citoplasmica, v no furma
dimeros en solucien ( &&, 33, ) lo gque sugisre que L4s no

toms parte en el recambio de las proteinas ( B5

La equivalencia de las proteinas de la levadura con las
bacterianzs L7 y L12 se demostré =n sistemas hibridos, en
donde las proteinas de £. col: son capaces de rastituir las
funciones del ribosoma d2 la levadura en al menos algunas de
las reacciones parciales de la sintesis proteica ( 15, 70, 72,
79 ba

Comn ya se mencione , las proteinas ribosomazles acidas

puaden detectarss =n =1 citoplasma celular pero selo =n su
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forma destosforilada lo cual sugiere que la fosforilacien v 21
recambio " 1n vivo " son parte del ciclo ribosomal ¢ &9, 90,
91 ). Estos datos sugieren gue el recambio y la fosforilacién
de las proteinas en cuestiséon son procesos relacionados ente si
y probablemente con mecanismos especificos en la sintesis
protéica =2n eucariontes. Si1 esto es cierto, enfonces el total
de proteina ribosomal Acida unida al ribosoma puede cambiar

en funcran a3 la condicien metsbdlica de la célula. ( &5 ).

O &2 J E T I NV O

Comparar 1la aficiencia de expresién de los genes que
codifican para las proteinas ribosomales acidas, fusionados al
ge=n de Lac Z, entre células petite v células grances (

competentes - respiratorias ) de £. cerevis:ae en diferentes

fases de crecimi=nto.
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MATERIAL EIOLOGICO
1.1 Cepas de E. colf. Todazs derivan de la
transformacisén de la cepa C500 ( F—, thi—-1,the-1,leu

B&, Lac Y ) ¢ Fig. I2 ).

Yaligs

1.1.b.

: BV R

1.1ads

YEp 44 que contiene al plasmido YEp 357 en &] qgue
estd 1nsertada la secuencia del gen gque codifica
para los primeros 65 aminoacidos de la pruteinsz

YP2-alfa.

YEp 45-1 qgue contiene al plasmido YEp 357 en el que
esta i1insertada la secuencia del agen gue codifica
para 1os primeros 75 aminoacidos de la proteinz

YP2-beta.

YEp 45—2 gue conftiene al plésmido YEp 557 en el gue
estd 1nsertada 1la secuencia del gen que codifica

para los primeros S50 aminoacidos de la proteina

YF2-beta.
YEp 46 nue crontiene al plasmido YEp 25/ en =1 gqu=
=ta 1nsertada 13 secuencia del gen que codifica

para a5 primeros Ih  aminaarioos de 1z proteina

YFPl1-beta.



Figura 12.— Crecimiento cde las cepas de £. coll en medio
ampicilina suplementado con X—-gal.

1.- YEp 257 sin inserto ( Control )

2.— YEp 44 S5.- YEp 46

Sv— YEp 451 &.— YEp 47 Hp

4.~ YEp

45-2 7.— YEp 47 Pv

LB
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1.1.e.YEp 47 Hp que contiens al plasmido YEp 357 en el
que estd 1nsertada la secuencia del gen quea
codifica para los primeros S0 aminoacidos de

1z proteina YPi-alfa.

1.1.f.YEP 47 Pv que contiene al plasmido YEp 357 en el
que estid  i1nsertada la secuencia del gene que
codifica para los primeros 69 amincAcidos de

la proteina YP1-alfa.

1.2 Cepa de £. cerevisiae.
S._cerevisiae W03 1B, 25 una cepa de tipo de
apareamiento alfa ( MAT-alfa , grande, haploide,
con los sigwientes marcadores genéticos: ade 2,

can 1, his 3, leu 2, trip 1 y ura 3.

s i, 08 Conejos.

Dos conejos de raza Nueva /elanda de 1.4 a 2 kg

de peso y de 3-5 a2 meses.
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2.1. Y¥YPD.- Medio rico para crecer levaduras.

Sustancias necesaria:

Sulfato de amonio Acido bérico
Biotina Sulfato de cobre
Pantotenato de calcio Yoduro de potasio
Acido Télico Cloruro férrico
Inositol Sulfato de manganeso
Niacina Molibdato de sodio
Acido para-amino benzédico Sulfato de zinc
Clorhidrato de piridoxina Fosfato de potasio
Rivoflavina monobasico
Clorhidrato de tiamina Sulfato de magnesio
Cloruro de sodio Cloruro de calcio
Extracto de levadurz Peptona

Acido succinico Hidréxido de sodio

D-glucosa en solucién acuosa al S0%.
2.1.a. Base nitrogenada de levadura ( YNE 10X ).
Se disuelven 50 gr de sulfato de amonio en 500
ml. de agua bidestilada y se le agregan: 40 ml. de
una mezcla de vitaminas preparadas 250X en solucién
acuosa., 1 ml. de cada dnﬁ de los eliementos tra:za
preparados 100X en solucion acuosa, 200 m de

mezcla de =zales prenaradis 50X en solucién acuoss.



33
MEDIOS DE CULTIVO

Se afora a 1 1%t c©o agua bidestilada, se mezcla
bien v se esteriliza por filtracioen. Se conserva a
42C;

l.1.h. Mezcla de vitaminas 250X.
Biotina 2000 ug, pantotenato de calcio 4000 ug,
acido félico 2000 ug, inositol 2000 ug, niacina 40
ug, acido para—amino bencsico 20ug, clorhidrato de
piridoxina 400 ug, rivoflavina 200 ug, clorhidrato
de tiamina 400 ug: todzs ellas se disuelven junta:
en agua bidestilada. S= afora a 400 ml. y s¢
esteriliza por filtracién. Se guarda en fracciones
de 40 ml. a -7'0O=C

Z.1.c. Elementos traza 100X.
Acido bérico 50 mg, sulfato de cobre 4 mg, yoduro
de pstasio 10 mg, cloruro férrico 20 ng, sulfzto de
magnesio 40 mg, molibdato de sodio 20 mg, sulfato
de zinc 40 mg; se disuelve cada unz por separado en
10 ml. de agua bidestilada. Se conserva a
temperatura ambiente.

2.1.d. Mezcla de sales 50X.
Fosfato de potasio monobasico 5 gr, sulfato de
magnesio .5 gr, cloruro de sodio 3 gr, cloruro de
calcio 5 gr, é#ste altimo se disuelve aparte y se
agrega al resto d= la mezcla previzmente disuelta
en agua bidestilada. Se afora al final a 1 1lt. S=

almacen: en frascos de vidrio a 4<C.
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2.l.2. YPD contiene por litro:
S gr de extracto de levadura, 10 gr de peptona, 10
gr de acido succinico.y & gr de NaOH. Se esteriliza
en el autoclave a 120°C, 20 1b/in® de presisn
durante 15 min. Se deja enfriar vy se complementa
con 100 ml. de YNB ( Z2.1.a. ) y¥ 40 ml. de glucosa
al 50% ( para una concentracion final del 24 )
previamente esterilizada en el autoclave a 120°C,
120 1b/in® durante 15 min. %2 almacena a 4<C.
2.2 YPD—AGAR.- M=adio rico para crecer colonias aisladas
de levaduras.

Se prepara igual que 21 medio YFL ( Z.1.e. ) ¥
se le agrega 2% de agar. 5Se estoriliza en el
autoclave a 120°C, 20 1b/in® de presiasn durante 15
min. Se equilibra a 50°C =2n un bafo de incubacién
con agua. Se le agregan 100 ml. de YNB 10X ( 2.1.a.
}J. 8= wvacia a rcajas petri1 estériles y se dejs
solidificar a temperatura ambients . Las cajas con
21 medio se incuban 24 hrs a 3I7°C para prueb=z de
esterilidad. Se conservan a 4=°C selladas con

parafilm.

2.3. YPG-AGAR.- Medio rico solido para la seleccian
de colonias netite.
Se prepara 1gual que 1 medio YPD-Agar ( 2.2 ).
pero en w2z dJde glucosa se8 acregan  do nle d=

glicernl por litre
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2.4 SD.- Medio minimo de composicieén definida suplemen—
tado con amino&cidos y bases nitrogenadas para el

crecimiento de levaduras.

Sustancias necesarias:

Acido succinico

NaOH

D-glucosa en solucidn acuosa al 50% =

YNB 10X ( 2.1.a. )

Sulfato o clorhidrato de adenina 5S50Omg/ml en

solucién acuosa. *

Uracilo S50 mg/ml en solucisen acuosa *
L-histidina S0 mg/ml en solucidén acuosza *
L-leucina 50 mg/ml en soluc.én acuosa *
L-triptofano 50 mg/ml en solucién acuosa #**

*# Se esterilizan en el autoclave a 12¢=C, 20 1b/in=
de presién durante 15 min.
#* se esteriliza por filtracién.

2.4.a. SD contiene por litro:
10 gr de acido succimico, & gr de NalOH y 40 ml. d=
glucosa al 50% ( para una concentracién fipal de

2% ). Se esteriliza en el autoclave a 120=C, 20

l1b/1n= de presian durante 15 min. Se deja
equilibrar la temperatura del medio a la
temperatura ambisnte v se le zsrsgan 130 ml. d=

YNEB 10X ( 2.1.=3. ) 2.8 ml. de c=da uno de los
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aminoadcidos Yy bases nifrogenadas (Concentraciaen
final de 40 ug/ml ) para los cuales la cepa es

auxetrofa.

SD—-AGAR.-Medioc minimo para crecer colonlias de

levadura aisladas.

Se prepara igual gu= el medio 8D ( 2.4.a. )
y se le agrega agar al 2%. Despu#s de esterilizar
en el autoclave se equilibra a 50°C en un bafo de
incubacién con agua. S2 le agregan 100 ml. de YNB
10X ( 2.1l.a. )y los aminoacidos y bases
nitrogenadas 3 una concentracién fina! de 40 ug/m!
( 2.4 ). Se waciz a cz2j)as petri1 estériles y se
dedjan solidificar a temp=ratura ambiente. Las cajas
con el medio se 1ncuban 24 hrs 2 Z7°C para prusba
de esterilidad. Se conservan a 4°C selladae con

parafilm.

LE AMPICILINA.-Para crecar cepsa bacterianas

transformadas con el plasmido YEp 257.
Sustancias necesarias:
Bacto triptona
Extracto de levadura
NaCl
D-glucosa
Ampicilina 25 mg/ml er solucion acuosa #*
* Se esteriliza por filtracien. Se conser a e&

arciones de 1 ml. a -20=C,
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LB ampicilina contiens por litro:

10 gr de bacto triptona, 5 gr de extracto de
levadura, 5 gr de pMNaCl y 0.2% de glucosa. Se
esteriliza en el autoclave a 120°C, 20 1b/in= de
presion durante 15 min. yna.vez que la temperatura
del medio se equilibra con la del medio
ambiente se agregan 2 ml. de ampicilina Z5 mg/ml
( concentracian firmal o2 50 ug/ml ). Se conserva a
4=C por un maximo de 4 dias; la ampicilina es

inestable.

Dropout sélido.- Medio minimo para aislar clonas

de levaduras transformadas con plasmidos que tiensn

integrado =21 gen URAS.
Sustancias necesarias:

Q.72 ﬁr de mezcla Dropout /1t
D-glucosa

YNEB 10X ¢ 2.1.a. )

Agar

Mezcla Dropout sin uracilo:

Se mezclan en el mortero los aminoacidos y bases
nitrogenadas en las proporciones sigulientes: 720 mg
de adenina, L-arginina, L-histidina, L-leucina, L-
lisina, L-metionina, L-triptofano, L-tirosina y 540
my de l-treonina, teniendoc culdado de mezclarlos
periectament=2. Se usan 0.72 ar de 2sta mezcla por

litro de cultivo. S conserva a temperatura



38
MEDIOS DE CULTIVO

ambiente. Favorece la eficiencia de recuperacion de
las ceélulas transformadas.

2.7.b. Dropout sélido contiene por litro:
20 gr de glucosa, 2% de agar, 0.72 gr de la mezcla
Dropout. 5e esteriliza =n el autoclave a 120°C, 20
1b/in® de presien durante 15 min. Antes de que
solidifique se le agregan 100 ml. de YNE 10X
( Z.1.a. ) y se vacia en raias petri estériles. Las
cajas con el medio se incuban 24 hrs a 37=C para
prueba de esterilidad y se sellan con parafilm. Se
conservan a 41<C.

2.8. M&63-s6lido suplementado con x—gal: Medio para
seleccionar clonas de levadura transformadas gue
expresan al gen Lac Z.

Sustancias nec=25arias:

(NH4 ) 2504

FeS0a « 7 H=0 KH=PO.
MgS0a « 7 H=0 KOH
Agar

-

D—glucosa en solucian acuosa al S04 ( 2.4
¥YNB ( 10X ) ( 2.1.8. )
AminoAcidos y bases nitrogenadas ( 2.4 )

X—gal

Dimetilformamids
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2815 X—gal i
El x-gal se disuelve en dimetilformamida a una
concentracisn de 20 mg/ml. S2 conserva a 4<C en un
frasco ambar o cubierto con papel de estafo.
2.8.2. M&3-sslido contiene por litro:
13.6 gr de KHzPOs, £ gr de (NH3)280a, 0.5 mg
de FeS0,. + 7H=0, 4.2 gr de KOH, 0.2 gr de MgSD0a .
7H=0 los cuales se disuelven por separado, ZW de
agar, se esterilizan en el autoclave, antes de que
solidifique se2 agregan 40 ml de glucosa al 504
( 2.4 ), 100 ml de YNB 10X ( 2.1.a.) ¥ los
aminodcidos v bases nitrogenadas para los cuales la
cepa es auxsetrofa ( 2.4 ). Se vaciz a cajas petri
estériles. Una vez que el medio solidifica se
depug{tan en 21 centro de la caja 20 microlitros de
x-gal y se espatula hasta gue gquada uniformemente
distribuido en toda 1la superficie de la caja (
concentracion final del x-gal 40 wua/ml ). Se
incuban 24 hrs a 37°C para prueba de esterilidad.

Se conservan a 4°C selladas con parafilm.
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3.~ MINI- PREPARACIONES PARA LA OBTENCION DE PLASMIDOS.
Método de lisis alcal&na; modificacion del descrito
en el manual editado por Maniatis. ( 33 ).

3.1 Soluciones:

Solucién de lisis:

D-glucosa S50 oM
EDTA 10 mM
Tris-HC1 de pH B.C 25 mhM

Se coun==rva a temperatura ambiente.

Solucién de lisis + lisozima:

Lisozima 5 wg/ml en solucicon de lisis

Se prepara al momento de usarse.

Solucién fresca de SDS alcalina:

NaOH ZN i vol.
Lauril sulfato de sodio ( SDS ) al 10% i1 vol.
figua bidestilada 8 vol.

Se prepara al momento de usarse.

Solucién de Sales:
Acetato de potasio SM &0 ml
Acido acético glacial 11.5 mi

Agua bildes=lilada 200 ml
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Se consarva a temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora TE de pH 8.0 :
Tris-HC1 10 mM
EDTA 1 mi

El pH se ajusta a3 8.0 con HCl. Se conserva

temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora TBE concentrada 5X:

Tris—base 34 gr/lt
Acido berico 27.9 gr/lt
EDTA de pH B.O 0.5 M 20 ml/1l¢t

Se conserva 31 temperatura ambiente.

RNasa 'libre de DNasa:
RMasa 0.5 mg
TE de pH 8.0 10 ml

Se disuelve la RNasaz en 12 ml de TE v

u

2

incuba 3 &53°C durante 40 min para inactivar a las

DNasas. Se divide en fTracciones de 1.0 ml gue

guardan congeladas a —-20°<C.

Bromuro de etidio ( BrEt ):
Bromuro de etidio 10 mg/mi

Se disuelve en aguz bidestilzda. S=2 guarda

=1

un frasca de vidrio amba:r o de vidrio transporante
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recubierto con papel de estaro, porgue es
fotosensible, y a 4°C. PRECAUCION: =1 bromuro de

etidio es cancerigenon; se debe evitar el contacto

con la piel,

Colorante:
Gilencianol
Azul de bromofenol

Sacarc=a

Se prep:ira en solucien acuosa.

frasco Smbar 3

indistintamente.,

Clorocformo—fenol
Cloroformo 1 vol
Fenal 1 vol

TE de pH 8.0 para saturar

un frasco ambar a 4=C.

Otras:
Etanol al 75 % a -20=C.
Isopropanol

Se inocularon 25

¢ 2.6 ) en

a trabajar ¢ 1.1 Y. El &

las mucosas vy

Gilencianol—azul

temperatura

matraces de 125

la 1ngestion,

de bromofenol:

Se nuardza esn un

ambiente o© 4o

la solucién, se guarda =2n

figarosa tipo I1I

ml d2 medio LB ampicilina
ml., con la cepa E. coif
ltivo se incubéd dur-nt= Lé
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hrs a Z7°C con agitacion rotatoria ( 200 rpm ) y se
distribuyé an tubos tipo eppendorf (
aproximadamente 1.5 ml por tubo ) que se
centrifugaron durante 30 segundos. Se eliminé el
sobrenadante con la ayuda de uwuna micropipeta
equipada con puntas desechables con capacidad de
0.2 ml. El paquete celular se resuspendio en 0.1 ml
de  solucien de lisis mas lisozima ( 3 wuna
concentracion final de 5 mg/ml ) Se dejsé reposar S5
min a temperaturaz ambiente. Se z2Radierion 0.2 ml de

solucién de SDS alcalina. se mezclé por inversisn,

s2 drid reposar 5 min a 4°C, se afdadieron 0,190 ml
d2 solucién de =ales, se mezcldéd suavemente por
INVErs16n, se dejoé reposar 5  min  a 4=C. El

sobrenadante se pasc a tubos eppendorf, cuidando de
no llevarse restos celulares; se anpadie un volumen
de cloroformo fenol saturado con solucién
amortiguadora TE de pH B.u, se mezclé con un
agitador de vértice, se centrifuge por 5 min a
temperatura ambiente y se pasé la fase acuosz =&
otro eppendorft ( descartando los Q.02 a 0.05 ml
cercanos a la interfase ). Se anadid un volumen de
isopropanol a temperatura ambiente y se mezcls por
inversion. S= d=:é6 repaosar 10 min a temperatara
ambiente v s2 centrifuge por 10 min a temperatura

ambiente. A continuacieon se elim:i o el sobrenzdante
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succionsndolo con una pipeta  pasteur de puntia
alargada ( se fabricé calentando al rojo con la
llama del mechero la ‘porcién capilar de la pipeta
y estirandola bruscamente ) se agregaron 0.5 ml de
etanol al 754 a -20°C, s= centrifugs durante 10 min
a 4=C, se succione el 2tanol con una pipeta pasteur
de punta alargada v se secd el sedimento al vacio
en un desecador, teniendo cuidado cuando se rompe
el vacio para no perder la muestra. Una vez seca,
la muestra se resuspendic en 0.05 ml de TE de pH
8.0. Se anadis RNasa ( libre de DiNasas ) a una
concentraciéen final de 50 ug/ml. Se 1ncubs durante
30 min a 3I7=C y 1la solucién de pléasmido asi

obtenida se conserva a —-20°C.

DE AGARDSA PARA LA ELECTROFORESIS DE LOS PLASMIDOS.

Se pesaron [ ar. de agarosa v E1=
disolvieron en 20O ml de solucién amortiguadora TBE
0.5X rczalentandco a punto de ebullicién. Esta
solucieon se dejo enfriar hasta una temperatura de
40=C aproximadamente. Se depositec dientro del
recipiente para moldear el gesl equipado con el
peine formador de pocillos y se espersé a que

gelificara a3 temperatura ambiente. Se retirs 21

pein= y 21 gel se coloce denftro de la « Smara

horizantal ie corrida. L=z camara se llens con
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solucion TBE 0.5X suplementada con bromuro de

etidic a wna concentracien final de 0.5 ug/ml
hasta 3 mm por 2ncima de la superficie del gel. Las
muestras a probar se mezclaron con 0.003 ml de
solucien colorante gi]enciaaoi—azul de bromofenol y
se colocaron dentio de los pocillos del gel. La
electroféresis se desarrolles a2 BO V hastz gue el
gilencianol migro hasta el barde del gel.
Finalmente las muestras se obhservaron en un

tiransiluminador con lampara de lur ultravioleta.

DE LAS ENZIMAS DE RESTRIMCCION

Las ernzimas se seleccionaron de acuerdo con
el mapa de restriccién de cada plasmido, de tal
mane;a aue s=2 pbtuvieran fragmentos especificos gue
permitieran identificarlo. Par atro lado sa
prepararon los tubos eppendorf con 21 plasmido que
se iba a restringir . Primero se agregé la
solucién amortiguadora para la enzima que se uso,
después el plasmido , =n seguida el agua hasta
completar un volumen de 0,02 ml totales y
finalmente la enzima ( 1 a 10 unidades ). Esta
mezcla se incubs a 37°C durants un lapso minimo de
90 min. Finalmente el patrén de restriccion se
verifice mediante electroféeresis en uwun gel de

ararosa al 1%,
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6. -0OBTENCION DE LEVADURAS DEFICIENTES RESPIRATORIAS

"PETITE"

Se inocularon 20 ml del medio YPD ( 2.1 )
en matraces de 125 ml, con una colonia de la cepa
WZI0Z 1B ( 1.2 ). Se incubsé a 30°C durante 24 hrs
con agitacisen rotatoria para obtener un cultivo en
fase estacionaria que fue usado como "stock".

Posteriormente se preparéd un indculo de S
ml del medio YPD ( 2.1 ), diluyendo 1:250 del
"stock", 2n un matraz erlenmeyer de 125 ml estéril,
2l cual se le agregséd bromurc de etidio a una
concentracién de 50 wg/ml. El cultivo se dejs
crecer hasta la fase media logaritmica.

Por otro lado se prepararon cajas de medio YPD
soelido ( 2.2 ). Se estris la mitad de la caja con
una asada del cultivo wna wvez gue alcanze una
densidad optica de 0.6 a 0.8 a 640 nm y la otra
mitad de la caja se estrié con una asada del mismo
cultivo pero " lavado " para quitar 21 exceso de
bromuro de etidio. El lavado se realizs de la

siguiente manera: se centrifugse el cultive en tubos

corex de 3Z0 ml estériles. durante S min a 15000xqg,
a3 4=C. El sobrznadante se deseche v la pastilla,
gue corresponde al paquete ceslular. se resu endis

e 9 ml de mediao YPD [ G & ) A La suspension
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celular, se centrifugé nuevamente durante 5 min a
15000xg, a 4~C v se desacho =21 sobrenadante. La
pastilla se resuspendis y centrifugse una segunda
vez como en el paso anterior. Finalmente la
pastilla se resuspendio en 1 ml de medioc YPD ( 2.1
) y se estriso en la otra mitad de la caja con medio
YPD-sclido ( 2.2 ). La caja se incube a 320°C para
obtener las colonias de la levadura tratadas con
bromuro de etidio.

Para i1a seleccion de las levaduras petite
se preparée medio YPG-sélido ( 2.3 ) . ¥ parte de
las colonias obtenidas tratadas —on bromuro etidio
se transfirieron a este medio, ya que las petite
son aquellas clonas que crecen en medio YPD ( 2.2 )
pero no asi en el YPG ( 2.3 ).

Las colonias petite que se obtuvieron
debian conservar las mism2s auxotrofias de la cepa
parental W3I03Z-1E ( 1.2 Yig Por lo tanto se
prepararon una ssrie de cajas de medio 5D ( 2.4 )
de composician definida suplem=ntado con todos los
aminoaci1dos y bases nitrogenadas, o m2nos uno de
ellos para los cuﬁles la cepa parental es

auxsdtrofa.
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7.— METODD PARA TRANSFORMAR A LAS LEVADURAS. ( 17 )

71

Soluciones:

Solucién amortiguadora TE de pH 8.0:2
Tris—-Hcl 10 mM
EDTA 1 mk
El pH se ajusta a 8.0 con HCl. Se conserva

a temperatura ambiente.

Acetato de Litio de pH 7.9:
Acetato de litio G.1 M

Se disuelve en TE. El1 pH se ajusta a 7.9
con acido aceético glacial. Se CoOnserva a

temperatura ambiente.

Polietilén glycol ( PEG 4000 ):
Se prepara al &60% ( peso/volumen ) en aqua
y se esteriliza en el autoclave. Se conserva a

temperatura ambiente.

Se inocularon 100 ml de medio YPD ( 2.1 )
en matraces de 250 ml, con la levadura que se
“ransforme vy se dejo crecer hasta gue alcanrara la
fase logaritmica tardia. Se cosecharon las células

por centrifugacién durante S ‘min & 10,000xg en

core:x de 150 ml previamente esterilizados se

deseche el sobrenadante v la pastilla celular sé
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lave wna vezr con agua estéril a1  temperatura
ambiente . La pastilla se resuspendic, en 20 ml de
Acetato de litio. Se 1incubs durante 0 min a 30°C
con agitacien rotatoria suave ( 3,000xg ). Se
centrifugé durante 3 min a3 10,000ug y a 4°C. La
pastilla celular se resu%pendié an 3 ml de acetato
de litio y se distribuveée la suspensien colocando
0.2 ml en tubos eppendc~f. A cada tubo se le agregs
un volumen maximo de G.023 ml ( entre 0.2 v 1.0 ug
) del DNA con el que sa transforme la levadura,
se 1ncubs sin agitacien dorante 35 min a2 30°C. Se
resuspendieron las cf£lolas por inversien y se les
adicions O0.220 ml de PEG. Se mezclaron las celulas
por inversian, se incubaron durante 1 hr a 30°C sin
agitacién, se l=s dioe un chogue térmico durante S
min, a 42=0C vy se centrifugaron durante 30 seqg =n
la microfuga a temp=ratura ambicente. Se lave la
pastilla celular una vez con W.5 ml de agua
estéril y se resuspendis en 9.5 ml de YPD ( 2.1 ).
Las células se sembraron en el medico minimo dropout
salido sin wuracile ( 2.7 Y. Las cajas se incubaron
a 3Z0°C hasta que crecieron las colonias.

Se tomé parte de las colonias gque crecieron
en =1 medio dropout sin uracilo para sembrarlas en

medio M-63 =alido ( 2.8 ): ya qus las leavadui as
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transformadas expresan &l gen de LaclZ, las colonias

una tonalidad a=zul lo que permitise su seleccisn.

PURIFICACION DE LOS RIBOSOMAS ( 15 )

H5.1 Soluciones:

Amortiguador Iz

Tris-HC1l de pH 7.4 100 mM
MgCl = 12 mM
KEC1 BO mh
Beta-mercaptoetanol 5 mM

Se conserva a 4°C.

Amortiguador I1:

Tris-HC1 de pH 7.4 J0omM
MgCli= 100 mM
Acetato de amonio 500 mM
Bata-mercaptoetanol S mM
Se conserva a 4°C.
Se inocularocn Z00 ml d=l1 medio SD ura—, en

matraces de 500 ml con las cespas de levadura que s&
trabajaron, se incubaron con agitacien rotaztoria
vigorosa a 30°C, hasta que llegaron a la fase media
logaritmica. Las ceélu. as @ cos=charon g

centrifugacisen durante 5 min a 10,000wg a 4v_., Las

células ze lavaron con 490 m! de agua bidestilada y
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se centrifugaron durante 5 min a 10,000xg a 4<C. E1
paguete celular se resuspendic en 1 ml de

amortiguador I, y las células se rompieron con
perlas de vidrio (de ©.4 a 0.5 mm de diametro ),
Las perlas de vidrio se lavaron con 1 ml de
amortiguador I y la solucién ( 2 ml ) se transfirie
a tubos corex de 30 ml para ser centrifugados
durante 10 min a 22,000xg a2 4=°C para eliminar los
restos celulares. El sobrenadantz se centrifugs a
45000 rpm en el rotor S0 71 ( Beckman ) durante 4
hrs 2 4=C, a ¢travéas de un colchen de 12 ml de
sacarosa al 40% en solucisn de amertiguador II. El
sobrenadante se conserva vya gue corresponds a la
fraccien S100 ( citosol ) y la pastilla ribosomal
se lgvé con 1.0 ml de amortiguador I. Finalmente la
pastilla ribosomal se resuspendis en 1.0 ml de
amortiguadonr I Las muestras obtenidas S

conservaron a —-zo<C.

9.- CUANTIFICACION DE LA BETA-GALACTOSIDASA.( 25, &3 )
( Beta-6al )

9.1 Soluciones:

Amortiguador de Fosfatos
0.1 M de pH 7.0

k ;-HF'Dq v & H=0 100 ml D.5 M
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EH=FO4 100 ml 0.2 M
Se mezclan 40 ml de la solucisn de K=HFO,
+ 3 Hz0 con 15 ml de KH:POs mas 1465 ml de agua

bidestilada. Se conserva a temperatura ambiente.

Ortonitrofenil

beta—D—-galactopiranédsido

( ONP G ):

Se disuelve el ONFGL en amortiguador de
fosfatos 0.1 M a una concentracién de 4 mg/ml. Se

prepara al momentoc de usarse.

Amortiguador Z de pH 7.0:

NazHFPOa &5 mM
NAH=PO 4 40 mM
EC1 10 mb
FgSUa 1 mh
Z-mercaptoetanol 40 mbl

Se conserva a temperatura ambiente.

Carbonato de sodio:
Na-COx 1M

S5e conserva a temparatura ambiente.
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Se dejaron varios 1neculos de 100 ml de
cada cultivo a probar durante 16 hrs a 3I0°C y se
agitaron vigorosamente hasta gque alcanzaron las
densidades 4pticas deseadas ( fase inicial, fase
media logaritmica y fase estacionaria ). &Ee
centrifugaron durante 10 min a 10,000xg a 4=C en
tubos corex de 150 ml. La pastilla celular de cada
cultivo se resuspendis en 20 ml de agua estéril v
se pasaron a tubos corex de 30 ml. Se centrifugaron
durante 5 min a 22,00uxg a 4=C. Se des=schsé el
sobrenadante 3% las pastillas celulares se
resuspendieron en Z ml de solucion amortiquadora de
fosfatos 0.05 mM de pH 7.0 cada unz. Se agregaron
perlas de vidrio de 0.4 a2 ©.5 mm de diametro y las
células se rompieron por agitacién vigorosa en el
vortaux. Estos extractos celulares crudos se
traspasaron a otros corex de 30 ml, cuidando de no
llevarse perlas de vidrio, y se centrifugaron
durante 15 minutos a 22,000xg a 4=C. E1l
=obrenadante se distribuys en tubos de ensayo en
diferentes volumenes a probar: 0.01 ml, ©0.02 ml,
0.03 ml, etc. ( se puso un blanco can agua:J, se
llevaron a un volumen constante de 0.4 ml con el
amor*iguador de fosfatos 0.05 mM, se =2grece 0.4 ml
de =2mortiguidor Z, se agitaron en el vorts:s, y se

dejaron reposiar  durante 10 min 3 temperatura
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ambiente. En seguida las muestras se zagitaron de
nuevo en el vortex y se incubaron a 28°C durante 10
min. Se les agreqgé 0.2 ml de ONPB, se mezclo en el
vortex v se incubé de nuevo a 28°C; se comenzd a
tomar 21 tiempo ( en minutos ) hasta gue las
muestras tomaron color amarillo. La reaccien se
detuvo con ©@.5 ml de MNa=CdOsx 1.0 M. E1 color
desarrollado se cuantifice en un espectrofotémetirc
a 420 nm y la actividad se calculse con la siguiente

formula:

Actividad de beta-gal: ( D.0. 420 nm) (1000)
(Vol) (t 2n minutos)

FPara expresarla como actividad especifica (
A.E. ), la cifra que s& obtuvo se dividié entre la

concentracieon de proteina.

10.-DETERMINACION DE PROTEINAS ¢ 27 .
10.1 Soluciones:
Solucisén A:
Na-COs 10 gr
NaOH 2 gr
Nak tartrato 0.1 gr
Aforar a 300 ml

Se conserva a 4=C.
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Solucisn B:
CuS50s « SH=D 0.5 gr/ 1L

Se conserva a 4=C.

Solucian C:
50 partes de la solucién A mads 1 partes de

la solucién B, se prepara al momento de usarse.

Solucien D:

Reactive de Folin, diluido 1:1 con agua
bidestilada: se prepara al momento de usarse.
En el interior de tubos de ensayo,
higienizados con acido clorhidrico 1IN durante toda
la noche a 70=C, y por duplicado, se colocan 0.2 ml
de serozalbimina de bovino a conceEntraciones
crecientes conocidas para obtener una curva patren,
y las muestras problema. Se agrege 1 ml de solucién
C. Se mezcls por agitacien wvigorosa y se dejs
reposar durante 10 mingy se adicions 0.1 ml del
reactivo de Folin previamente diluido 1:1 con agua
bidestilada estéril, se mezcle por agitacion
vigorosa y las muestras se dejaron reposar durante

45 min. 2 temperatura ambiente. Finalmente se midig

la absorbencia a &40 nm en un espectrofotéemetro (
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Beckman DU-7 ) uszando como blanco wna muestra sslo

con agua.

11.- INMUNIZACION DE CONEJOS CONTRA BETA-GALACTODSIDASA.
11.1 Soluciones:
Amortiguador Fosfato-Salino

de pH 7.4 ( PBS ).

NazHPD, + 12 H=20 3 mM
KHPD A 1.5 mM
NaCl 0.137 mh
KC1 3 mM

Se esteriliza en ] autoclave a 120 1b/in=
de presién  duranie 15 min y s& conservs a

temperatura ambiente.

Se prepararon 0.5 ml de beta-galactosidassa
disuslta en PBS a una concentracion de 500 ug/ml,
mas 0.3 ml de adyuvante completo de Freund de tal
manera que guedara 1 ml de solucien la cual s=
inyects subcutdneamente a cada conejo ( 1.3 ) (
Fig. 13 ). Los conejos se reinmunizaron en dos
ocasiones mas, a intervalos de 15 dias con 100
ug/ml de beta-galactosidasz, preparzda como se
acaba de describir anteriormente. 10 olas después
de cada reinmunizacien. los dos cons 3 e

“sanmgraron para nbisner el =uero.



Figura 1J.— Inmunizacién de conejos contra beta-
gyalactosidasa. A y B) conejos de raca Nueva Zelanda de 1.5 a 2
kg. d= peso y de 3 a 5 meses de edad. C) Se inyectaron

zubcutaneamente ( Dunbar,198E)
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2.~ OBTENCION DEL SUERD.

Para sangrar a_los conejos, se les Trots la
parte posterior de 1z Ireja con un algodan
humedecide con xilol para ailatar las venas. Gce
hizo una incisién peguena en una de las venas con
una navajJa de bistui!'. Se colectaron 20 ml de 13
sangre® en tubos core de 30 ml evteriles., &¢
presions un poco sobre la herida para evitar que
sigul=2ra sangrarndo y se le aplicsé Topazone para
evitar una infeccisn ( Fig. 14 ).

La sangre se puso 2 incunar aurante L b
Z7=C para gue coagulara. Se separo ! colgulo de )
pared de los ftubos y se cenirifuge durante 5 min a
10,000xg. Con una pipeta pasteur se succiond el

suerog 21 cual se guards a —20=C .

13.- INMUNDDIFUSION.
1Z.1 Soluciones:
Soluciéen "Stock" de
beta—galactosidasa:
beta-galactosidasa 2080 ug/ml
Amortiguador fostato-salino  ( PBS )
La beta-gilactosidasa se disuclve en el

amortiguardor Tosfato-salino S22 Conssrva 206,



Figura 14.— Obtencien de la sangre del conejo. D y E) Se les
froté la parte posterior de la oreja con xilul para dilatar
las venas. F) 5Se hizo una incisioén peguena 2n unaz de las venas
con una navaja de bisturi. G) Se colectaron 20 ml de la sangre
en tubos corex de 30 ml. H) Se presioné un poco sobre 1la
herida para e;itar que siguiera sangrando v se le aplicaé

topazone para evitar una infeccioen ( Dunbar,1988 ).
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Colorante TCA mas Azul de Coomassie:
| CA L2 .9% 40 ml

Azul ae Coommassie G 22U Z ml

Se conserva a temperatura ambiente

Se disolv:dé agarosa hasta 2% en S ml de
FES. calentandola a punto de ebullicisn. Esta
solucien se colace sobie un portaobjetos para
tormar un g2l al cual se le hicieron una seris de
perforac:ones. Las muestras se distribuyeron como
se indica en la Fig. 15.

Una wvez colincadas las muestras dentro de
los pocillos del gel, e! poriacojelos que Llis
contenia se& coleocé dertra de una camara que
contenia algoden humedecido, nara evitar que 21 gel
se deshidrata =z, y se ronserve a 4=C. Cuando
aparecieron las bandas de precipitacién en el gel

apro: 1madamente =n o dias ) astz se lave I veces
con PBS mas 0.054 we azida de sodia a lo largo del
dia. Para tefir 21 gel se retire e’ PES mas la
azida de sodio y se colocé dentro de una camara con
la solucién colorante de TCA azul de coomassie de
manera que lo cubriera. Se dejé actuar al colorante
durante 20 min: el gel s= enjuagsd cor  agua .

finalmente se gjotografic humedo.



Figura 15.— Esguema de la inmunodifus’oén. El antisuero y sus
diluciones seriadas se depositaron en los pocillos de lsa

periferia. Al ce2ntro se colocé la beta—galactosidasa.
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( Enzyme—Linked—Immunosorbent Assay

(32, 84 ).

14.1 Soluciones:

Amortiguador.Carbnnato 0.0 M
de pH 2.6:

Na=CO03 15 mM

NaHCD= 25 mM

Se conserva a temperatura ambiente.

&3

}a

Amortiguador Fosfato—salino—Tween

de pH 6.5 ( PBST )=

NaHZ2P04 . H220 4 mii
NaZHPO4 2 mM
Nall 145 mM
Tween 20 0.5 ml
Agua destilada 1 1t.

S5e conserva a temperatura ambiente.

Amortiguador fosfato—citrato

de pH 5.0, 0.175 M:

Acido citrico anhidro Oed M 100 ml
NazPOas anhidro 0.24 M 100 ml
Agua destilada 200 ml

Se conserva a temperatura a ambiente.
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Solucian colorante—-sustrato:

Tampson fosfato citrato pH 5.0 10 ml
Orto-fenilendiamina ( OPD ) 10 mg
Agua oxigenada ( 30% ) 0.04 ml

Se prepara al momento de usarse.

Amortiguador Fosfato—salino ( PBS ):

NazHPOs. . 12 H=0 8 mM
KHFOa 1.5 mM
Nac.i 0.137 M
KC1 3 mM

e conserva a temperatura ambiente.

14.2 ELISA indirecto ( para 1la determinacion de la
cantidad éptima de proteinas a fijar en las placas para

ELISA ).

Se disolvio beta-galactosidasa a una
concentracien de 0.5 mg/ml en PBS. Se mezclaron
3.040 ml de beta-galactosidasa 0.5 mg/ml con 1.94
ml de amortiguador de carbonatos de npH 9.6 y se
prepars una placa esp=cial para ELISA como sigue:
ze colocaron 0.2 ml de beta-galactosidasa ( 5 ug/ml
) en los porillos de la fila 3 v en las filas 4 a
la 12 sa colocaron @.1 mi del amortiguador de

carboratos de ¢H 9.6. A continuacisén se tamse 0.1
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ml, con una micropipeta multicanal de la fila 3 v
se& mezclaron con los 0.1 ml del amortiguador de
carbonatos de la fila, 4 y asi sucesivamente hasta
la fila 12, para obtener diluciones seriadas a un
medio y un volumen final de 0.1 ml en cada pocillo.
La fila 1| se usé como control negativo colocandose
en cada pocillo 0.1 ml del amortiguador de
carbonatos de pH ?.6. La fila 2 se uss como control
positivo colocandose en cada pocillo 0.1 ml del
suero anti-betz—gal. La placa s2 incube durante IO
min a temperatura ambiente y se sells con papel
autozdherible para evitar la evaporzcion. Se dejs
durante 18 hrs a 4=C y en seguida se dejs
equilibrar hasta la tenperatura ambiente. El
contenido de la placa se eliminé por decantacién y
todos los pocillos se lavaron tres veces con el
amortiguador de lavado ( PEST !} sacudiendo bien la
placa entre cada lavado. Se agregaron 0.1 ml del
suero anti-beta-galactosidasa diluido en
amortiguador de lavado de la siguiente manera: en
Ay B 1:8000;3 C yv D 1:10000; E y F 1:140005 G v H
1:16000, Se incubs la placa durante 320 min a
temperatura ambiente; se lavs tres veces con el
amortiguador de lavado ( PBST ) v a caga pocillo se
12 agregé 0.1 ml de antisuero de chavo snti-conejo

conaugado con peroxidasa « Igo-peroxidasa ) ar
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pocillo, a una dilucion 1:Z000 en amortiguador de
lavado ( PBST ). La placa se incubs durante 20 min
a temperatura ambiente, se lavé cuatro veces con
amortiguador de lavado ( PBST ), se le& agregsé 0.1
ml de la solucidn colorante sustrato por pocillo vy
se incube durante 15 min a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo con ©.1 ml de Hz50s 4N por
pocillo. Finalmente la absorbencia de luz por la
mezcla de reaccisn se cuantificse a 490 nm.

14.2 ELISA de inhibicién ( para valorar soluciones

prov®i1cas ).

En este en=zavo se utilizaron dos placas. La
pramera, llamada pliaca de pegado. =2 sersibilizc
depositandn 0.1 ml por pocillo de beta-

galactosidasa ( 3 ug/ml ). En seguida se incube

durante 30 min a temperatura ambiente, se sellé con

pap=l autoadherible y se i1ncubé durante 18 hrs a
4=C . La =egunda placa, llamada placa de
tranzferencia, se utilizsé para incubar 2l

anticuerpo especifico con diluciones seriadas de
la beta-galctosidasa a concentraciones conocidas,
usada como patroéon de referencia y de las soluciones
proteicas a valorar: en este caso, d=® la pastilla
ribo=omal v de la fracecion celular S100. La placa

se prepar- de la siguiente manera: se colecaron 0.2
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ml d= beta-gal ( 5 ugsml ) en los pocillos de la
32 columna de las lineas & v B v se realizaron
diluciones, seriadas a un medio, con amortiguador
de lavado ( PBEST ) de.135 muestras de los pocillos
3 al 12 de las linea A y B, para la curva patran.
Como control positivo, en los pocillos de la
columna 2 de las lineas A y B, se colocaron 0.1 ml
del amortiguador de lavado ( PBST ) més antisuero.
Como control negativo, =n 1los pocillos de la
columna 1 de las lineas A ¥ B se colocaron 0.1 ml
del amortiguador de lavado ( PEST ) sin antisuero.
En 21 resto de los pocillos se colocaron ©O.1 ml de
las muestras problema. Se agregéd 0.1 ml por pocillo
del anti-suero contra beta-galacteosidasa a una
dilucison de 1:10000 y también 0.1 ml por pocillo
del amortiguador de lavado, de tal man=ra que todos
los pocillos de la placa tuvieron un volumen final
de 0.3 ml. Finalmente 1la placa =2 sells como se
describioc en 21 parrafo anterior y se dejs
incubando durante 15 h=~s a la tempercotura ambiente.
Finalizada la incubacian, se transfirieron 0.2 ml
de esta placa a la placa de pegado, previamente
equilibrada a la temperatura ambiente y lavada tres
veces con amortiguador de lagado ( PEST ), y se

incubs 3 la temperatura smbiente durante una hora.
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El resto del ensayo se realize como se describie

=n el método de ELISA indirecto ( 14.2 ).
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CUANTIFICACION ¥ CARACTERIZACION DE LDSE PLASMIDOS

Uno de 1los requisitos para el presente trabajo fue
obtermer una cantidad suficiente de plasmidos con los que se2
transformaria a la levadura $&. cerevisiae ( 1.2 ). Para ello,
las cepas de E. coli ( 1.1 ) se inoccularon en medio LE
ampicilina ( 2.6 ) vy las células obtenidas se procesaron como
se describié ( Metodos; seccien 3 ). La integridad de 103
plazmidos se verifico sometiendolos =z electrolere=is en un gl
de agaronsa al 1Y% seguida de 1a wvisuwalizacidn del patren de
bandas en un transiluminador con lampara de luz UV ( Meétodos:
saccién 4 ). En todas las roreparacicones de los plasmidos
utilizados, s= observaron 1las I bandas distintivas de las
forma= superenrollada, circular v circular =bierts, l.as
muesiras de plasmidos con patrones @lectroforeticos aberrantes
se desecharon.

La cantidad total de plasmido aue s= obtuvo por cada
mililitro de cultive fue aproximadamente de 1.3 ug. Este
rendimiento 2st& por debajo de las limites t=éricos si1tuado
entre 3 a 5 ug de DNA por mililitro ( 33 ). No se& nudo
encontrar la ( s ) cawsa ( = 1 que le:mlu:ara (. mn el

rendimiento bajo.
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Los plasmidos 02 tdentificezron par el patren
electroforético de bandas caracteristico de cada uno de= ellos,
después de hidrolizarlos con diférentes enzimas de restriccien
( Fig. 1&, Tabla 1 v Tabla II ) ( Mitodos; seccisn o ). El
desplazam =nto electroforético de los “7Tragmentos de cada
plasmido digerioo se muesira =n la Tabla II1. El :amafo d= los
fragmentos mbtenidos gxperim2ntalmente colncioe con los

tamarios tearicos esperados.

FENOTIPO DE LAS CELULAS PETITE

La capa W3ION5E 1B «2 ) de £. cerevisiae se {ratse can
bromuro de etidio ( Metodosy seccien & ), para obhtenar una
mutante deficiente respiratoria v asi poder comparzr 1=z
expresion de los genes de las proteinas Aacidas ribosomales
entre una levadura grande ( competente respiratoriz ) v una
l2vadura que selo dispone de la ena2roiz derszda de la
Flucslisis ( petite ). Mo se cuantifice la #=7icisncia de la
mutagénesis porgue con una sola clona petits gue se obtuviera
seria =uticiente para los propeésitos de ests trabajo.

En =1 recuwadiro 1 de la Fig. 17 se muestra =i
crecimiento de la levadurs WICI LB parental v &1 crecin 2nto
de la levadura tratada con bromurn de stidio en o2dio (PLD agar

¢ odes ) De laz coipnias gue or=clieron., wLwila parce s= sembré en



FIGURA 16.— Patron de migracien de los fragmentos de DNA del
fago lambda digerido con la enzima Hind III. La
electroféresis se desarrollo en buffer TBE; 80 V

en un gel de agarosa tipo II.
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TABLA I

Esquema del patrén de migracién de los fragmentos de DNA del
fago lambda digerido con la enzima Hind III.

et 2.03

a slectirofores. s se gesarrmll. Como se .escribis en

aria.ss v Métodos.
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TABLA I I

Plasmidos y enzimas de restriccién con las que fueron

digeridos.
PLASMIDO ENZIMA
YEp 44 EcoRI, Pst I, Hind III, Sal I
YEp 45-1 ECoRI, Hind III
YEp 45-2 EcoRI/FPst I, Hind III
YEp 46 EcoRI/Pst 1
YEp 47 Hp EcoRI/Pst I
YEp 47 Pw EcoR1/Pst 1

YEp 357 EcoRI, Pvu II
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Fragmentos de DNA obtenidos después de digerir a los
plasmidos con las enzimas de restriccisn.

a
Plasmido Enzima Fraomento
¢ Kb )
YEp 44 EcoRI 8 kb. 2.3 Kb
Fst 1 1.3 Eb
Hind III .44 ¥b, 0.86 kb
Sal) 1 1¢.3 Kb
YEp 45-1 EcoRI 8.4 Kb
Hind III 11.29 Kb
YEp 45-2 EcoRI/Pst 1 8.5 kKb
Hind II1I 8.5 kb
YEp 46 EcoRI/Pst 1 8.6 Kb
YEp 47 Hp EcoRI/Pst 1 2.73 Kb
‘Ep 47 Pw EcoRI/Pst 1 8.7 kb
YEp 357 EcoR1 7.86& Fb
Puwwa 11 5.044 Kb, 2.557 Kb,
0.343 kb
= El tzmano de los framrentos =2 calculée por comparacic

contra =1 patrén de

Lambda Hind Il1

fabta I ).

n



Figura 17.— Crecimiento en medio YPD ( contisne glucos. como
fuente de carbono) de las levaduras grandes antes ( recuadro
nunerado ) y desnuész ( recuauro contioun 3 la derecha )

tratadas con bromuro de etidio.

Lim WIOZ 1B S.—~ T¥BG 456
2.— TYG 44 &.— TYG 47 Hp
Z.— TYG 45—-1 7.— 1¥YGE 47 Pwv

4.~ TYE 45-2 .- TYG 357
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medio YPGB agar ( 2.2 ) para seleccaionar a b3 levaduras que
fueran incapaces de crecer en @l. En el recuadro 1 de la Fig.
183 se muestra gqus=, en 2ste madio; 12 levadura parental W3I03 1B
si crecise. en contraste con la levadurz tratada con bromuro de
etidio que no crecié. Este resultado dAemuestra gue esta dltima
s&8 convirtie en deficiente respiratoria, incapaz de utilizar
sustratos no fermentables, &n este casn el gliceral, que es
una de las caracteristicas que definen zl fenotipo petite
i o T 2

Para probar que las 1ev3dura; petite obtenidas
conservaban las mismas zau .otrofia gue la cepa parental W3IOL
i ¢ 1.2 ), se prepararon cajas de medio 5D agar ( 2.5 )
suplementado con los aminoacidos y bases nitrogenadas como se
describe en la Tabla IV. El resultado de este exparimento fue
que solo hubo crecimiento en 21 medio suplementado con todos
los requerimientos nutricionales de la cepa WiI0Z 1B, lo qgue

demuestra que las cepas petite derivaron de ella.
TRANSFORMACION DE LAS LEVADURAS GRANDES Y PETITE

Los genes eucaristicos fusionados al gen de Lac I
beta—-galactosidasa ) de E. coli se sxpresan en la levadura.
Este tipo de fusiones son dbtiles en el estudio de la exnresion

de 1o gen=s, wva que los productos prote cps de astos, se



Figura 18.— Crecimiento en medio YPG ( contiene glic=rol como

Tuente de carbono )de las levaduras grandes antes (recuadro

numerado

tratadzas

)y despuas ( recuadro contiguo a la derechz )

con bromureo de etidio.

W303 1B S.— TYG 4&
TYG 44 b.— TYG 47 Hp
TYG 45-1 7.- TYG 47Pv
TYG 45-2 .- TYG 357
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YPG
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TABLA IV

‘Verificacion de las auxotrofias de la levadura petite.

Ade His Leu Trip Ura Crecimiento

+ + + + Megativo
- + + + Negativo
+ - b o+ Negativo
* + ™ + Negativo
+ + * Neagativo
+ + + + Fositivo

- no se adiciond al medio SD.

+ 51 se adicionse al medio SD.
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puede detectar facilmente como actividad de beta-
galactosidasa.

Con base en lo descritd en el parrafo anterior, se
transformaron las levaduras grandes y las petite ( Métodos;
seccien 7 ) con cada uno de los plasmidos listados en la Tabla
II, - los cuales tienen insertada 1la secuencia del gen que
cndffi:a para las diferentes proteinas ribosomales Acidas (
Seccion de Material PBiolegico ) las levaduras asi{ tratadas se
sembraron en medio dropout sélido sin uracilo ( 2.7.b. ) para
seleccionar sélo clonas transformadas, ya qbe el plasmido les
proporciona el producto del gen URA 3. De cada una de las
transformantes, se tomé una parte y se sembrs en medio M &3—-x—
gal selido ( 2.8 ) para realizar una segunda seleccidén, va que
en este medio las levaduras transformadas adguieren una
coloracién azul ( Fig. 192 ). Como control de este experimento,
la cepa parental se transforme con el vector YEp 357, sin
ningan inserto; el resultado fué que crecie en ambos medios
debido a que el vector le2 proporcioné el producto del gen URA
3, peroc en el medio M 63-k-gal sélido el color de la clona fue
blanco debido a qQque no ftuvo actividad de beta-galactosidasa,
porgue la expresion del gen Lac Z requiere gue se le anteponga
un promotor eucarionte ( 27, 98 ). Las levaduras transformadas

obtenidas se enlistan en la Tabla V.



Figura 19.— Crecimiento

transformadas.

TYB <

TYG

TYG

TYG

TYB

TYG

TYG

B

o
[

it}

47 Hp

47 Pw

en medio MATD—-Xi-gal de las

BO=

11.-

12.-

TYF

TYP

TYP

TYF

TYP

TYP

a4
47 Hp

47 Pw

levaduras
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TAELA WV

Levaduras transformadas con los diferentes plasmidos

a
TYG 44 : Fusieéen YPZ-alfa ( &0 aa ) Lac Z
TYG 45~1: Fusidén YP2-beta ( 75 aa ) Lac I
Ty 45-2: Fusisén YP2-beta ( 50 aa ) Lac Z
TYGL 4o : Fusion YPl-beta ' 36 az ) Lac 7
TYG 47 Hp: Fusién YPl-alfa ¢ LD a3 ) Lac 2
TvE 47 Fuv: Fusiasn YP1-alfa ( aa ) Lac £
iYe 357 : Vector sin inserfto <

b___ -

TYP 4; t Fusieon YP2-alfa ( &5 aa ) Lac £

/e 45-1 3 Fusidén YP2-beta ( 75 aa ) Lac Z

TYP 45-2 : Fu=sian YPI-betz « D0 aa ) Lac 2

[vF 4s : Fusidén YPl-beta ( 26 2a ) lac I

i F 4, Hp: Fusién YPl-3alfa ( BO aa ) Lac Z
47 Pv: Fusién YPl-alfa ( 6% aa ) Lac =z

1¥FP 357 & VYector =in inserto <

= (/6 = W3LZ 1B aranas

b TYF = HI05 1B petitre

= Contrad
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De las clonas de las levaduras transformadas se tome
una parte v se sembre en medio YPD agar ( 2.2 ) en el que
todas crecieron. Posteriormente se pasaron a3 medio YPG agar (
Eon ] en el que ninguna creciaé., comprobindose que la
transformacien no altere a la condicion petite ( Figs. 17 vy
18 ).

A continuacién las transformantes se estriaron en medio
minimo SD URA- para su conservaciéen; en la Fig. 20 se
ejemplifica la manera en gue se conservaron las cepas TYG 44 vy

TYP 44, en este medio.

CANTIDAD DE RIBOSOMAS EN FUNCION DEL ESTADIO DE

CRECIMIENTO DE LAS LEVADURAS

De cad; una de las levaduras transformadas ( Tabla V )
se obtuvo la pastilla ribosomal v la fraccién S100
( citosol ), con el fin de cuantificar la cantidad de proteina
hibrida gue queda unida a la pastilla ribosomal y la que queda
en la fraccien del citosol a través del ensayo de Beta-
galactosidasa v el método de ELISA. Ademas se obtuvieron en
fase media logaritmica y en la fase estacionaria para observar
51 existian diferencia entre un estadio y el otro.

Para saber cuando se alcanzaban estas fases, s

realizaron las curvas de crecimiento de cada wuna de las



Figura 20.— Crecimiento de la transformante TYG 44 ( grande )
v TYP 44 ( petite ) en medio SD URA~™ en el cual se conservaron

esta y las demas transformantes.
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transformantes. Los valores obtenidos de tiempo de duplicacien
v las densidades opticas como mFdida de las diferentes fase,
s muestran en las Tablas VI y VII. En las tablas anteriores
se observa, que no hay diferencia significativa en el
crecimiento de las levaduras transformadas con respecto a 1la
levaéura sin transformar, lo que significa que el plasmido no
afecta al tiempo de duplicacién celular. La Fig. 21 es la
representacien grafica de la curva de crecimiento de las
levaduras grande W303 1B y petite =2n medio SD. El tiempo de
duplicacien de la levadura petite fué de 4 hrs, una hora vy
media mas con respecto 2]l de 1la levadura grande ( 2 :30 hrs
)y esto se debe a que, como ya se explico antes. las células
petite solo cuentan con la glucédlisis como fuente de ATP v por
lo tanto crecen mas lentamente.

La cantidad de ribosomas obtenidos de cada una de las

levaduras transformadas se muestra en la Tabla VIII.

CUANTIFICACION DE LA BETA-GALACTOSIDASA ( BETA-GAL )

EN LAS FRACCIONES RIBODSOMAL Y 5100

Se realizo el ensayo de beta-oalactosidasa ( Métodos;
seccian 9 ) en las fracciones ribosomal y S100 de cada una de
las cepas cosechada tanto en la fase media logaritmica como =n

la fase estacionaria v tambien se determine la canti lad de
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TABLA VI

Tiempo de duplicacion de las transformantes grandes en medio
minimo SD URA—.

T.D.b Pendiente Fase Media D.0. Fase
( Hrs ) Logaritmica= Estacionariac<
a

W30 1R 2:30 0.2773 0.8 — 0.9 1.8
TYG 44 2:30 0.2248 0.8 — 0.9 1.7
TYG 45-1 2:30 0.2392 0.8 - 0.9 1.6
TYG 45-2 2:30 0.2686 0.8 - 0.9 1.65
TYG 4& 2:30 0.2314 0.8 - 0.9 1.55
TYG 47Hp 2:40 05258735 D9 = L0 1.6
TYG 47Pv 2:50 0.2465 0.8 — 0.9 1.6
TYG 357 2:40 0.2048 0.7 - 0.8 1.5
= Control
L Tiempo de duplicacidén. Se calculé con la formula N=Noemt

en donde m= velocidad especifica de crecimiento ( pendiente );
N= tamarfo de la poblacidén 3 No= poblacién inicial; t= tiempo (

Hrs )3 e= logaritmo . Despejando Td= 1ln2, en donde Td= tiempo

m
de duplicacion.

= GSe midio por nefelometria a 660 nm.
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TABLA VII

Tiempo de duplicacién de las transformantes petite en medio
minimo SD URA—

T.D.b Pendiente Fase Media Fase
( Hrs ) Logaritmicas Estacionariac<
- = gl e e
Petite 4:00 L2015 0.9 1 &
TYP 44 4:1% 0. 1901 0.6 - 0.7 1.3
TYP 45-1 43100 0.1510 0.7 135
TYP 45-2 4:00 0.146% Gub = 0.7 1.4
TYP 46 5190 0,1262 0.8 = 0.5 : G |
TYF 47 Hp 3:00 0. 1568 0.9 - 0.6 1.2
TYFP 47 Pv 4118 2.3712 Bl = B.TF b
TYE 357 G200 0.18E8 o6 - 0.7 1.1
= (Control
& FEl tiempo de duplicacioen se calcuwle como se detalls en la
tabla VI.

= > midieron por natelonstria a &40 nm. .



Figura 221.— wcLurva de crecimiento de 1la levadura W30S 1B

o rEndes ® petite ( 0O ) en medio mimimo SIY URAY,
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TEaABLA VYVIIL

Cantidad de ribosomas de las levaduras transformadas

LEVADURA= D.0.240nm Pmoles de

ribosoma ®
Ivy5 44 .44 PE: b BPpe
TYG 45-1 2,30 12035 .00
Fase lledia TYE 45-2 45 .26 754 .53
Logaritmica TYGE 46 42 .67 71l.16
I¥YG 47 Hp 71.66 1194.33
TYE 47 Pw 61.33 1022.146
TYG 357 &£2.49 1041 .50
TYG 44 Z0.49 508.16
TYn 45-1 1ie.71 1978.50
Fase TYG 45 &B. = 1145.50
Estacionaria TYiz 46 S0 51 508.50
TYG 47 Hp S5C.24 8%/ .53
TG 47 Pw 4.78 S73.00
TYE =535 4% .11 718.50
IyP 44 77.14 12B4.00
TYP #45-1 31.83 '530.50
Fa=e iedia TYF 45-2 S2. B2 547 .00
Lowar!tmica TYP 45 4%.14 719,53
TYP 47 Hp 37.83 530.50
(YP 47 Pw 8i2.9% 1349 .83
IYFP 35/ 34,1« 969 .33
[YP 44 I2.66 S44.%55
I1¥YP 45-1 X393 S96H.50
Fase TYP 45— 17.28 288.00
Estacicnaria IYP 46 117 .89 L1264.67
TYP 47 Ho 110.66 1844 .77
TYF 4/ Pwv 44 .83 78050

TYR &57 49.6454 BZ7 .66

= TYuL= ! -vaduras aor:zndes.
TYF= levaduras petite.

- Se caicul=ron tomando 20 cusnta las si1ouientes
eauivalenciras: 1 D.0.zea = 40 wn dr rRNE: 21 FuM. del ribosoma
BUS = 4xlue daltones: =1 rRMa reprosents el &0% de la m=asa
totzl.
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profteina de las muestras ( Fig. 2& ) ( Métodos: seccian 1O )
para c2lculzr, con ambos datos, la actividad especifica. Las

fdaitos obte ldos se muestran en la Tabla Ix.

PRUEBA DE INMUNODIFUSION PARA DETECTAR ANTICUERPOS DE

CONEJO CONTRA LA BETA-GALACTOSIDASA

Para poder llevar a cabo el ensavo de ELISA primsro
frue necesari1o obtener anticu=srpos contrz beta-ozlactosidacsa:
de tal mans=ra gue se inmunizzron dos consios 1.5 ) con bets
uzlactosidasa ( Métodos: seccien 11) y s2 sangraron despué=s de
—ada 1nmunizaclon. LCon el suero gus se obtuvo s= realizzron
viurbas de inmenodiTtusion, colocandose =] suero ( Ab ) v Lla
beta-oalzctosidasa como se muestra =2n 13 Fia. 15. =1 observar
banasz de precipitacion en el oel., Sianitica quie e
rezpuasta 1nmune hacia el antiageno =20 ambos coneios: en el

cons10 e I la res-rcron antioenr—anticuerpno fus positiva hazta

wna  dilucien de 1:4 del =suero ( Ab ) v on la bets-
azia 'o31d-33a A4 luaiga 1310 en =1 2= sangrado ( Fig. 245 .
ira =1 coneio N2 11 fue positivas hastz :8 del =susre « Ab ).
con 13 pets ogalactosidasz diluida 1:10 en 21 3% ( Fiao. 24 0

la rarro el =suarae gQue S8 use p3ri ha3car (1as aruebpas de
EoL1s5f fra al del conzin M2 Il1. wa aus fus: éste gl ey 21 a3san o

LAFL = 1or respusste .,



Figura 22.-— Curva tipo para la cuantificacien ce proteina. Se
vtilize albidmina de suero de bovino. La curva tipo sélo es
confiable, por ser proponrcional. para medir valores entre 10 y

‘D ug de prote2ina.
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TABLA

I X

1

Unidades de Actividad de Beta—-galactosidasa

Fase Media Log.

.

Fase Estacionaria

Fraccién Fracciaon Fraccién Fraccion
Ribosomal S100 Ribosomal 5100
TYP 44 B81.02 16.73 Z202.36 15.76
TYF 45-1 191.66 99.95 113.56 20.24
TYP 45-2 0.4792 43 .07 7.02 20.87
1TYP 46 0.0095 0.316 7.86&6 1..:32
TYP 47 Ho B88.28 7.7%9 167 .66 e &l
TYP 47 FPv 135.92 io.02 148.00 b.2Z2
TYP 357= 0.00 0.00 0.00 0,00
Concentracién de proteinas ( ug )
TYP 44 .9 2.8 5.0 4.6
TYP 45-1 4.5 6.8 4.0 b B
TYP 45-2 4.0 10.4 3.0 4.4
TYP 46 2.0 3.0 $+5 3.8
TYP 47 Hep F4D 4.6 ST 4.2
TYP 4% rwv 3.0 4.0 4.5 4.8
[YP Z57= = = s
Actividad especifica de beta—galactosidasa®
TYF 44 235.148 5. 97 40.47 L.4Z2
TYP 45-1 42,99 14.69 28.5% &S0
TYF 45-2 0.1198 4.14 2.54 4.74
TYF 46 0.0047 O.1056 1.4% 0.294
IYF 4/ rHp 28,22 L.6%3 44, /0 O.788
TYP 47 Pv 33.98 2.908 32.88 1.245
TYP 3S57= 0,00 Q.00 0,00 0

= Control
b Actividad especifica= Unidades de actividad
concentracisn de proteinas




TABLA IX

(continuaciaon}
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Unidades de Actividad de Beta—-galactosidasa

Fase Media Log.

Fase Estacionaria

Fraccion

Fracciean Fraccion Fraccién

Ribosomal S100 Ribosomal 5100
TYo 44 95.42 BRad 189.28 28.446
TYG 45-1 154 .86 49 .5 100,62 40 .45
TYG 45-2 Y = F27 28.4 22.68B &7 .02
TYG 46 0.524 1.35 4.27 0.963
TYG 47 Hp 56.47 6.25 89.48 15.48
TYG 47Pv 128.64 26.48 136.78 12.49
TYG 357= 0.00 0.00 Q.00 0.00

Concentracien de proteinas ( ug )
TYG 44 2.0 2R S 6.5
TYG 45-1 4.3 5.6 3.8 T
TYG 45-2 4.0 ri J ) 4.0 4.4
TYG 46 2.0 2.0 4.5 4.0
TYG 47 Hp 4.4 Dy 5.0 JaT
TYG 47 Pwv 4.6 4.0 4.8 4.2
TYG 357= -~ - - -
Actividad especifica de Beta-galactosidasa®

I¥Ys 44 46.71 14.86 Y 4,37
TVYG 45--1 26,01 B8.83 26H.47 10.986
TYG 45-2 0.481 8.87 Do P2 14.56
TYG 46 0.262 0.675 0.94 0. 407
TYG 47 Hpo 12.82 1.78 17.89 4.18
TG 47 Py 27 .96 b.b62 28.49 A R
TYG Z57= 000 0.00 0,00 0,00

= Control.
B fctividad especifica= Unidades de actividad

concentracien de proteinas.



Figura 23.— Deteccien de anticuerpos contra beta-
galactosidasa por inmunodifusien; Conejo I.—- Se inyecto 1 ml
de beta-galactosidasa ( 500 ug/ml ) por via subcutanea en la
reglien dorsal ( VYer Fig. 13 ) a 1intervalos de 15 dias. Las
sangrias ( 1, 2, 3 ) se hicieron 10 diaxs después de cada
inmunizacisn. El suero se deposite en los pocillos externos a
dilucien qenmétf‘ica ( en el sentido de las manecillas de un
reloj ). La beta-galactosidasa se deposito en &1 pocillo
central a una cancentracisn de 2080 ug/ml ( A ) vy diluida 10

2ces Z0OB ug/ml ( B ) ( Ver Fig. 15 J.
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Figura 24 .- Deteccidn de anticuerpos contra beta-
galactosidasa por inmunodifucien; Conejo II, el cual se trato

igual que el conejo I ( Ver Fig. 23 ).



RESULTADOS

il

94



25
RESULTADOS

ENSAYO DE ELISA INDIRECTO

Se realizd una nrueba de ELISA indirecto pars
neterminar la cantidad sptima de proteina gue se debia fialar a
las placas. El suero anti-beta-galactosidasa de consio se Uss
en las =siguientes diluciones 1:8000, 110000, 1:14000 vy
1:16000 colocandose en la placa de ELISA como se muestra en la
Fig. 29.

La absorbencia de lur por la mezcla de reaccien se
cuanrtifice a 420 nm en un mini-reader I1 ( lablaz X v Fig.
26 ). Después de analizar los datos: la dilucion de el suero
anti—-beta-galactosidasa gue se eligisé fue la de 1:10000 debido
a gue 1la curva gue se obtiene con e2l11a es confiable pars
czlcular valores de beta-galactosidasa entre 5 v 0.0193 ua/ml

y con densidades epticas 3 490 nm a partir de 0.5 hasta 1.9.

CUANTIFICACION DE BETA-GALACTOSIDASA EN LAS
FRACCIONES RIBOSOMAL Y S100 MEDIANTE ELISA DE

INHIBICION

Se realiz¢ ésta prueba para valorar las muestras de lzas
fracciones ribosomal y 5100 de cada una de las levaduras

transformada=s ( Tablasz VI YII ) tanto eu la fase wmedia



Figura 25.— ELISA Indirecto.- En las lineas &4 v B, C v D, E v
Fa 6 y H . S coloce el anti-suero-Beta-galactosidasa 3
diluciones de 1:8000, 1210000, 1:14000 Y 13 1 6000
respectivamente. El1 antisuero de chiveo anticonejo conjugado
con peroxidasa ( IgG-peroxidasa ) a dilucien 1:2000. La fila 1
se usae como control negativo ( sslo tampan de lavado )i la
fila 2 se use como control positivo ( tampén de lavado + anti-
suero—-Beta-galactosidasa ). Se colocaron ©.2 ml de Eeta-
gzlactosidasa a 5 ung/ml en la fila % v de 1z fila 4 a la 12
0.1 ml de %tampen de carbonatos de pH .46 2 ceontinuacien se
tomaron 0.1 ml de la fila 3 vy s mezclaron con la fila 4 y asi

sucesivamente hasta la fila 125 obtemnendose diluciones

=eyladas.
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TAEBLA x

Curva patren de ELISA indirecto=F

AB CD EF GH*=
1= 0,035 —0.034 =0 020 -0.011
2= *, XEH *, ERE X, KR L, ¥Ex
3 0L 000 0. 3290 0= 258 0. 000
4 D.3165 D.624 C.435 0. 000
5 0.455 0.854 Q. 799 0.0005
& 00,6450 1.061 0.9244 0.04695
7 0.7515 1.355 1.095 ©.1850
8 0.970 1.396 1289 0.280
? 1.165 1.700 1.3545 0.314
10 1.331 1.6469 1.599 Q.43
11 1.324 ‘ 1.829 1.621 3.391
12 1.414 i.793 1.744 .488
1:8000 1: 10000 1:14000 1:160007

Los detalles teécnicos se describen en la seccidén de Material
y Métodos.

La dilucien de la IgG-peroxidasa fug de 1:2000

AB, CD, EF v GH son el promedio de dos determinaciones.
Control negativo . Mo se amadié el antigéno.

Control positivo. Se amadié el antigéno.

Dilucisn del antisuero.



Figura 26.— Representacién grafica del
Indirecto, donde se muestra 1la curva de

diluciones del antisuero-beta-galactosidasa:

® 1:B000
O 1:10000
O 1:14000

B 1:16000

ensayo de

cada

una

ELISA

de

las
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Figura 27.— ELISA de inhibicién. La placa de pegado se
prepare, cplocando 100 microlitros de Beta-galactosidasa a una
concentracien de Sug/ml por pocille, 1la placa, se dejo
incubando durante toda la noche a 4°C. En 1la placa de
transferencia las lineas A y B se wusaron para obtener una
curva patrén, por lo que se hicieron diluciones seriadas 1:2
de la Beta-galactosidasa a partir de la fila 3 hasta la 12.
Las filas 1 y 2 de 1la linea A y B se usaron como control
negativo ( tampén de lavado ) y control positivo ( tampen de
lavado + antisuero Beta-galactosidasa ) respectivamente. En
los pocillos del resto de la placa se distribuyeron las

muestras problema.
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o
"Placa de Pegado”
vol. final 100 A por pocillo
de B-Gal 5pg/ml
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
¢ Fon B «-B-Gal
1 AL AL AL AL A LA LA LA L 1.10000
Muestras problema
vol. final 300 "\ por pocillo
"Placa de transferencia "

I control negativo
I control positivo

1gG- Peroxidosa 1. 2000
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logaritmica como en fase estacionaria. Para ssta pruesbha se
usaron dos placas: la de pegado v la de transferencia, las
cuales se prepararon como se describe en 13 Fio. 27 ( Metodos:
seccion 14.3 ).

La absorbencia de luz por la mezcla de resccleon o
midie a 490 nm en un mini-reacer II. En la Tablz XI se
muestran los resultados de la cuantificacien., meidiante o1
método de ELISA, de las proteinas hibridas unidas, a3l ribosoms
y libres en el citosol de las levaduras arandes transformadas
v crecidas hasta las fases media looaritmica v estacionariz.
Al comparar los valores para la fraccién ribosomal de la fa=a
madia looaritmica contra los de la tase estacronaria =6
observa aue en =sta dltima, excepto YC 47 Pv, la -antidad de
proteina hibrida auments. La proporcisn en la que aumentaron
dependis tanto de que derivaran de YPl-alfa o de YPi-beta. asi
como de la longitud del polipéptido de 1la proteina Aacids
correspondiente. Asi, la oroteina hibrida que m&s aumento al
pasar a la fase estacionaria fue TYG 4& ( YPi-beta ) con casi
25 veces. Este resultado llama la atencien poraue T(6 44 es la
menos abundante en 1ns ribosomas de la fase medias logaritmaica
v 1la proteina hibrida gue menos aumente, con solo el 33 & fue
4/ Hp ¢ ¥Pi-alfa ). Las oends aumentaron en proporcilones

interymadias, + TYG 47 Pv fue 13 dnica gue disminuye en un lu%.
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TABLA XX

Cuantificacién de las proteinas hibridas mediante ELISA de
inhibicién

FASE MEDIA LOGARITMICA

pmoles de beta—galactosidasa
pmoles de ribosoma®

LEVADURA= FRACCION RIBDSOMAL FRACCION S1i00 ( CITOSOL )
1 2 PROMEDIO i 2 PROMEDIO
TYG 44 0.1425 <.1853% 0.1&640 0.484 .345 0.4155
TYG 45-1 0.0857 0.0371 0.0&14 0.3324 0.3714 ©.3527
Ty 45-2 0.0396 0.0495 O,.044¢L Q.16EY  0.1297  0.1440
TYG 46 0.0%1 0.028 0.0295 0.1384 u.156 0.147%
YL 47 Hp 0.2763 0.3251 0.2997 0.2891 0.25&47 Q.2710C
1¥YsE 357 0. 000 0,0000  0O,0000 QL0000 Q0000 O,0000

FASE ESTACIONARIA

LEVADURA= FRACOION  RIBSOMAL FRACCION S100 ( CITOs0L
i 2 PROMEDIO 1 2 PROMEDIO
TYG 44 ) P AT 1.036 1.4148 4.8998 3.589 & . 2ddq4
TYG 45-1 0.160B 0.1536 0,1572 Q47965 0©.538695 0D.53529
TYGE 45-2 0.15%98 0.16924 0.1646 1.3126 1.3824 1.3475
YE 46 0.6404 0.8852 0./7428 1.6666 1.8460 1.75&3

TYG 47 Hp 0.3854 0.4130 00,3992 1.2140  0,.B0OFS 1.0118
TYG 47 FPwv 0.3600 0.3602 0.3601 0.3478B ©.58B14 D.5644
TYG 357 OL.0000  0.0000  O,0000 Q. 0030 0 0000 O,.0000

& TYE = WI0E 1B arande.

b Egtos datos de calcularon tomando en cuenta que: 1 D.0.zea=
30 ug de rRMA: 1 mag rRMs= 1 pmolas el P.M. de 1a Beta-
galactosidasa=s 116550, Loas wvalores de 1la fracocisn S100 se=
calouwlaron en funcien de la irzccien ribosomal.

1 v 2 valores de euperimeniosz independientes.
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Ern la fraccisnm S10o0 s=2 gbhservé 1gualmente gue la
con-entracien de todas las proteinas hibridas aumentsée. La
maan: tud  del ITNCTEmMEnT tambig&n varise en funcien de oue

derivarzn de YPl-alfa 4 YPl-beta v la longitud del polipéptido
rorrespondiente a la proteina acida. La proteina hibrida que
mas aumento fue  nuevamente TYG 46 ( YPl-beta ) y la gue menos
aumento fuz TYG 47 Pv ( +Pi-zlfa ). lLas da2mas aumentaron en
proonrciones intermedias.

Es i1mporivante hacer notar aus el aumento en  la
concentracion de las protzinas hibridas en la frazccidn 5100
tio fug prop gcinnal a3l aumsnto 2n los ribosomas. por lo qgues
gste Ultimo no se debis a la lev de accion de masas
simplemonte.

NO exiéte razon evidente pars explicar el qus 1=
nrotetnz TYG 47 Pv se haya comportado de diferente maneraz. Lo
aue llama la atencion es aue tarto =2n la fraccion ribosomal
en la fr-accién del citosol las que aumentaron en  menor
proporcien son las gue derivaropn de vPl-alfa.

Eri la Tablz XI1 se muestran los resultados de 1a

cuantificacien mediante =21 ma3todo de ELISA. d= las proteinas

fribraidas wnids = la fraccioen ribosomal v libres en el citosol
de la= levaidnras petits crecidas hasta las frse= media
luaaritmlca eztacionari2. Al M E Jo= vilores npara 13

frace s robosonal de la fase wedia locarttm @ cantra las de
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TAEBELA XIT

Cuantificaciséon de las proteinas hibridas mediante ELISA de
inhibicion.

FASE MEDIA LOGARITMICA
pmoles de beta-galactosidasa
pmirles de ribosoma®

.EUQDHhH- FRACCION FTEOSOMAL FRACCION S10a ( CITDSOL )
1 2 PROMEDIO 1 2 PROMEDIO

0.24595 0.2004 0Q.2740 G.0497  0.067% 0.0588

0,150, Q1091 0O.130, 01791 0.1157 0.1474

0,010 00,0089 O0,0094 0.2680 0.2280 0,2480

= R QLBE by lene 00512 0.1402 0.0R57

D.17968 0.1748 ©.18B53 Guldga 0.103é6 001263

CLning QL0356 CLO4G04 . O6S D 38487 O 058

LUy [ TR T4 (55 I ST TN 0, 000 OO0 OO0

FGSE ESTACIDNQPIA

Lo ICTRr - FRACCION RIBOS GMAL FRACCION S100 ( ©ITOS0L )
1 2 PRDHEDIU 1 2 PROMEDIO
TYF G4 O, 074, 0 nBH? 0.08EL L 4o0s 00,2968 0.3488
Tk 451 o, 98 Foe D D Ba0162 D.3802  0.6250 05024
THF 45—% Q. I885 o e 1416 1 LOF&0 ). &ELE 1.35359
TYF Wb O.u0Bs 0, 00%95 0.0089 G.2514 0.1BR20 0196/
TYF 47 rip N, GT2G n.06Y8 0.0701 3.,2896 O.2050 Q. 2463
TYP 47 Puw 0. 27869 D BSTC 0.2550 Q.2477 Q1965 D.OZZ2
TYP 357 O, 0000  0,0000  0O,0000 0,0000 0.0000 00,0000
L 8 Wit 1B petite.

B Los valores s calzularon como s2 describic en la Tabla XT.

1 . 2 ‘alores de esperimentos independientes.
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la fase estacionaria. resulta evidente gue =1 esta wltioa.
excepto TYP 45-2 v TYF 46, la cantidad de proteinas hibridas
disminuve. La proporcién en la que disminuyeron dependis tanto
de qgue derivaran de YFl-alfa o de YPl-beta, asi como de la
longitud del polipéptido de la proteina acida correspondiente.
De tal wmanera., gues la proteimna hibrida gue més disminuve =00
la fase estaciomnariaz fue TYP 45-1 con un B8 % v la gue menns
disminuyé fue TYP 47 Pv con 43 %. Las otras disminuyveron en
proporciones i1ntermedias.

En 1la fraccien S100 se observsé .lo contrario: la
cantidad de todas las proteinas hibridas zumenté. La magnitud
del incremento también varie en funcian de gue derivaran de
YPL & YPZ v de la lonotud del polipé&ptido correspondients a
la proteina acida. La proteina hibrida gue mazs aumento fue 1yP
44 C YP2 ) v la gu=s wmenos aumento tue TYP 47 Hp con 95 Y. Las
demas aumentaron en proporciones intermedias. Puesto aue el
porcentai2 en 21 gue aumentaren en =21 citosol fud ma or al de
l2 disminucien en la fraccion ribosomal, =1 aumento en la
concentracién de las proteinas hibridas 2n la 7raccieoen S100 no
se puede explicar solamente debido a la disociaciaen de las gue
va @astaban unidas a los ribosomas. Necesariamente debisvon

sintetizarse de novo " & incrementar el reservorio en el
citoplasma. Mo hay una razén evidente parz explicar =! aus las

proteinas hibridas T1YP 45-2 v 1yF dé =e havan comportado
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frstinto. Lo dnico aua llama {3 atencion s gue ambos casos se
trata de 1z construccieéen que ti=ne la menor lonoitud del

polipaptido de la proteina ribosomal acida correspondiente.
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D I s C U S I O N

En &1 presente trabajo se abordaron cuatro preguntas
fundamentales relacionadas con la regulacién de la expresidn
de las fosfoproteinas ribosomales Acidas de 1los organismos
eucarisésticos, a saber : 1) <iCuéntas moléculas de cada una de
las cuatro especies que tiene la levadura §. cereviziae se
unen a un mal de ribosoma? : 2) £lLa cantidad waria en la
célula petite que soélo dispone de la glucolisis como fuente de
ATP? 3 3) Liflué sucede con la poza citopiasmatica de esas
proteinas =n las células petite®; y 4 ) ila concentracién de
esas proteinas 2n los compartimientos ribosdomico ¥
citoplédsmico varia cuando las c#lulas entran a la fase
estacionaria®. Pero antes de encrar en materia, se discubtiran
algunos aspectos metodolegicos relevantes.

Para la obtencién de células petite el bromuro de
etidio se use a la concenfracién de 9S50 uwugs/ml ya que a
concentraciones mas altas afecta nc =élo al DNA mitocondrial,
sino también al DNA nuclear con lo que se afecta drasticamente
la wviabilidad celular ( 100 )3 ademés se decidiéd usar las
céalulas del cultivoa " lavado " ya gqua se ha observado gue si
la exposicisen al bromuro de etidio continda. las células
entran a wuna fase donde masz del 0% del cultivo recupera la

Habiligad de formar clonas comnetentes respiratorias ¢ es
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seguida por oftra fase lenta hacia la induccién del fenotipo
petite ( 9% ). Aungque al parecer la wviabilidad celular no
disminuye, se prefirié usar el cultivo " lavada " para
asegurarse que las petits que se eligieran siempre estuvieran
en la condicién irreversible ( 2% ).

No se comprobs la eficiencia de la mutagénesis
promovida por el bromuro de etidio porgue com una séla clona
petite gue se obtuviera seria suficiente. Lo gue si se
comprobo ( Fig. 18, Tabla IV ) fu2 gue la mutagénesis salo
afectara al DNA mitocondrial por lo qus se verificéd qus se
conservaran sélo las auxotrofias de 1a cepa parental. Por
otro lado estos erperimentos no permiten diferenciar entre el
que la mitocondria esté ausente o presente pero anormal
¢ 26 Ju

Un hecho importante es que =n este trabajo se demostré
por vez primera qu=2 las levaduras petite se pueden transformar
( Fiag 19, Tabla V ) sin que se afecte estz condicion v sin
perder los marcadores nutricionales. Este hallazgo es
importante debido a que la transformacieéen, al igual gue la
infeccien viral en los eucariontes superiores, es dependiente
de energia. El que las células pet;te s2an transformables
indica aou=. o bien los requerimientos energé&ticos son bajos, o

bien gue la transformacion implica un re3arreglo smacromolecular
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a nivel de la membrana tal, que =1 flujo de energia hacia ese
sitio se ve favorecido.

Se obtuvieron los tiempbs‘de duplicacién de cada una e
las levaduras transformadas y las curvas de crecimiento tanto
de la levaduras grandes como de la levaduras petite, con el
fin de determinar el momanto en que alcanzaron la fase media
logaritmica vy la fase estacionaria. Loz datos obtenidos ( Fig.
21, Tabla VI ) muestran que la levadura grande W3I05 1B
control ) en medio minimo SD  URA*Y ftiene un tiempo de
duplicacisn de 2 hrs 30 min a3l 1gual que las transformantes de
la serie TYG ( transformante de levadura grande en medio SD
URA™ ), a euxcepcion de TYG 47 Hp vy TYG 357 que tienen un
tiempo de duplicacien de 2 hrs 40 min , es decir una
diferencia de 10 min mas, que no se considere significativa
debido a que aidn con esta diferencia estan dentro de los
limites de wvariacisn experimental. Para la levadura petite sin
transformar, en medio minimo SO URA*, se obtuvo un tiewpo de
duplicacién de 4 hrs. Esta diferenciz la explica la condicien
petite en si misma va que estas células, sélo cuentan con la
glucolisis como fuente de ATP, que se convierte en la
limitante del crecimiento ( 11, 13, 46 , 61 ). El tiempo d=
duplicacien de las transformantes petite de la serie TYP (
transformante de levadura petite en madio SD URA™ ) fue de 4

hrs + 10 min, a excepcisn de TYP 47 Pv en donde se calculs un
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tiempo de + hrs 153 min ( Fig. 21, Tabla WVII); sin embargo, ¥y
al 1gual que con las células grandes, tampoco se considers
como diferencia significativa debido a que esta dentro de los
limites de tiempo promedio calculadeo para la fase media
logaritmica. El aue 1los tiempos de duplicacien de la cepa
silvestre y el de las transformantes, ya sea grande o petite
sean similares, significa que la expresion de los plasmidos no
modifica sustancialmente al metabolismo general de las
celulas. Si1 la exprasion pla=midica { replicacion,
transcripcisn vy traduccien ) reguirierz cantidades de energia
relativaments elevadas, se hubiera refleiado en el tiempo de
duplicacien c=lula- ya qu= éste es un parametr o gue responde a
slteraciones =s=ignificativas en =21 estado de oxido-reduccisdén v
energético ( ~DP/ATP ) celulares.

De cada wuna de las levaduras transformadas, ademas de
la fraccien ribosomal, se obtuvo la fraccien S100. Como primer
método para cuantificar la proteina hibrida o2 guedara wnida
a la pastilla ribosomal, vy libre en la fraccién S100, se
utilize el ensayo de la actividad de la beta—-galactosidasa. a
la vez que se determinéd la cantidad de proteina total en cada
muestra, para con ambas, calcular la actividad especifica
( Tabla IX ).

Fstos datos sirvieron como referencia cualitativa de la

conc=ntracian relativa de las proteinpas ribosomales  Scidas
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quiméricas ( wunidas covalentemente a la beta-galactosidasa
que se expresaron en la serie de las transformantes. Cabe la
posibilidad de que la actividad é;pecifica pudiera reflejar la
concentracien real de proteina hibrida en las fracciones
ribosomal vy S100 ya que la cantidad de proteina ribosomal por
unidad de absorbencia a 260 nm es constante y en la fraccidn
5100 1la concentracisn de la proteina celular total excede,
con mucho, a la concentraciéen de la betz-galactosidasa; de no
ser asi, el tiempo de 1la duplicacien celular se habria
alterado, por las razones expuastas en el parrafo anterior.
De cualquier modo, el métoda es indirecto y por 1o tanto, se
sligié el ensayo de ELISA como método de cuantificacien
directa de la proteina hibrida.

Para poder llevar a cabo =1 ensayn de ELISA fus
necesario obtener articuerpos contra la beta-galactosidasa.
Con gsta propesito s 1NMUNLIZaron dos cConeios para su
obtencidén. Ambos conejos presentzron respuesta inmune, pero el
conejo etiquetado con el numero dos { Figs. 23 vy 24 ) dié una
m21or respuesta. Aungue no se supo con casrteza a que se debie
la diferencia para que wuno de ellos presentara una mejor
respuesta 1inmune, cabe sefalar, entre otros, los siguientes

factores:
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1) El bioterio le compra los conejos a un proveedor. No
se sabe s1 éste los mantenia con la dieta apropiada, el
espacio suficiente y en condiciones de higiene.

2) En el bioterio no se diagnostican ni se erradican
anfermedades 1nfecciosas o parasitarias.

3) Se calcula la edad de los conejos sélo en funcidn
del peso al momento de adquirirlos.

4) No se les da el suficiente tiempo para acostumbrarse
a2 su nuevo habitat.

%) La dieta de los animales varia, debido a que la
composicioen del alimento i1ndustrial no es idéntico de lote a
lote.

Los resultados obtenidos mediante =21 método de ELISA,
mostraron gque la concentracien de proteinas hibridas unidas al
ribosoma no siguis un patrén definido ( Tablas XI y XII ) ni
en las levaduras grandes ni en las petite, cuando las células
pasaron de 1la fase megia logaritmica a3 la fase estacionaria.
Estos resultados se pusden resumi: Como Sique:

1) Aumento en la concentracién al pasar a la fase
estacionaria ¢ labla XI y XII ). Este hecho se puede euplicar
s1 durante la fase exponencial las protefinas que se unen con
mavor facilidad son las proteinas nativas v no las hibridas,
o, si las proteinas hibridas oue looraron unirss doarante 1=

fase evporencial tienen mavor eficiencia de uwunién ue las
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nativas, de modo que al pasarnr a La fase estacionaria
permanecen unidas mavor tiempo en el ribosoma. de ahi gue s=
cuantifique una mayor cantidad én la fase estacionaria. 0Otra
axplicacién seria gqus las prote:nzs hibridas, a2 diferencia del
resto, sigan sinteti-andose por un lapso de tiempo, a pesar de
que los cultivos celulares se hayan estacionado. Esta posible
explicacién s2 basa =2n datos obtenidos recientemente en el
laboratorio ¢ 101, 102 ).

2) la concentracien disminuyos en los ribosomas al pasar
a la fase estacionaria. Esto == ewxplicaria si las proteinas
gJae quedaron unidas en mayor nanero fueron las nativas vy
ademas de esto su eficiencia de unien sea también mayor gue la
de las hibridas; paor esto, cuando pasaron  a la fase
estacionaria, siguieron unidas al ribosoma impidiendo que sa
unieran mas proteinas hibridas durante esta fase. 0Otra
explicaciaen seria gue existiera un mecanismo activo, proplo de
la fase estacionaria, gue redujera la canvidad de proteina
hibrida como lo suocieren zalgunos datos de la literatura
( &5 ).

For otro lado, para explicar las wvarizciones gue sa
obtuvieron, se debe tomar en cusnta gus la longitud del
polipéptido que corresponds a la prokteinz Acida fud diferente
para cada proteina hibrida., y, probs:blemente, asto afecte la

eficientia o unian a la particalz rabosomal o a3l ndmer e
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coplizs de cada polipeptido gus se pueaden unir. Por ejemplo en
a2l casno de TYG 46 ( Tabla XI ) se2 obtuvo un aumento de casi
24 wveces al pasar a la fase estacionaria. Este resultado es
inesperado depido a que es la proteina YPl-beta la que se
encuentra en menor cantidad en los ribosomas ( 57, 83 )j; sin
embargo, es 21 plasmido que contisne insertada la secuencia
del g&n gus codifica para 1a proteina Aacida con 21 menor
numero de aminodcidos, 36 , lo que pudo haber facilitado su
unién al ribosoma. Aungque TYG 446 es la proteina acida hibrida
que mas aumentéd, cabe hacer la aclaracion gue no fue ésta la
que se ancontrs en mayor cantidad &£n la fraccion ribosomal,
sino TYG 44,

FPor otro lado, los resultados de la Tabla AI muestran
qua  en la fraccien S100, la concentracisen de proteinas
hibridas aumente al pasar las levaduras grandes a la fase
estacionaria el incremento en cada caso no fue proporcional zl
aumento gus se observe en la fraccison ribosomal. Entre otras
posibilidades este resultado puede significar que la unien de
las proteinas hibridas al ribosoma pno es el resultado del
desplazamiento simple debido a la ley de accién de masas.
Estos resultados méas bién son congruentes con el gua la union
de las proteinas ribosomales Aacidas al ribcsoma depende de

mecanismos =2specificos de fosforilacion ( &5, &9, 90 ).
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En las levaduras petite, =1 aumento del reservorio
citoplasmatico al pasar a la fase estacionaria ( Tabla XII )
no se puede explicar de la misma maneraz gue en el caso de las
levaduras grandes, ya que en ellas, la cantidad de ribosomas
disminuys en todos los casos, lo gue indica gue necesariamente
debieron haberse sintetizado " de rovo ". Esta explicacisn es
compatible con los datos de la literatura ( &5 ) vy da lugar a
una hipotesis muy interesante y factible de pon2r a prueba
experimental, a saber, que la concentracion citoplasmitica de
proteinas ribosomales acidas module o requle, directa o

indirectamente la eficiencia del proceso de la traduccisn.
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En el presente trabajo se demostré por primara vez que
las levaduras petite se pusden transformar sin que se afecte
esta condicién ¥ sin gue se pierdan los marcadores

nutricionales.

A traveés del método de ELISA, =2 mostré que la
concentracion de proteina hibrida wunida al ribosoma de las
levaduras petite y grandes varia cuandao las células entran a
la fase estacionaria, encontrandose que:

L

Al La <cToncentracisdn de proteinas hibridas auments
porqua:

A.1) Lis proteinas gue se urn2n con mayor facilidad san
las protelnas nativas y no las hibridas.

A.2) Las proteinas hibridas que lograron unirse durante
la fase exponencial tienen mayor eficiencia de unisn gue las
nativas, i modo gque al pasar a la fase estacionaria
permanecen unidas mayor tiempo en el ribosoma, de ahi{ gue se
haya cuantificado una mayor cantidad en la fase estacionaria.

A.3) Las proteinas hibridas. a3 diferencia del resto.
siguen sinteti1zandose por un iapso 42 ti2;po. a pesar de gue

los cul bivos celulsres havan llegado a la Tas2 eslasciomaria.
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B) La concentracien de proteinas hibridas disminuyds en
los ribosomas al pasar a la fase estacionaria porque:

B.1) Las proteinas que q;edaron unidas en mayor nimaro
y con mejor aficiencia de unién son las proteinas nativas; lo
gue 1mpidioe gque se unieran mas proteinas hibridas durante esta
fase.

BE.2) A causa de un mecanismo activo propio de la fase

estacionaria, que reduje la cantidad de proteina hibrida.

Para la fraccien S100, la concentracien de proteinas
hibridas de 1las levaduras grandes al pasar a la fase
estacionaria aumenta, pero al no ser proporcional al
incremento observado en la fraccién ribosomal indica que la
unién de las proteinas ribosomales A&acidas al ribosoma es

dependiente de mecanismo especificos de la fosforilacién.

En el caso de la fraccion S100, de las levaduras petite
la cantidad de proteinas hibridas también =suments al pasar a
la fase estacionaria, pero com la cantidad de ribosomas
disminuyé en todos los casos esto indica gqua necesariamente

debieron de sintetizarse de " novo ".
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Adyuvante: Cuzlguiera de muchos materiales extranos
introducidos con un antioeno para elevar la respuesta inmune.
Esto incluy= bacterias mueprtas, productos bacterianos (

endotoxinas | o emulsiones ( adyuvante de Freund ).

Anticuerpo: Una proteina gue es producida como resultado de la
inducciaen de un antigeno v el cual tiene 1z habilidad de

combinarse con 21 antigeno gue estimuloc su produccian.

Antigeno: ULna substancia 12 cuwal puede 1nducir wuna respussta

inmune detectable cuando se 1ntroduce en un vertebrado.

Auxctrofa: C&lula incapacz de sintetizar una o mas

moléculas nutrientes.

Bromuro de etidio: Agente que == intercala en la cadena de
bOrA, el cual permite la rapida deteccién de la molécula de
doble cadena d2 Acidos nucléicos =n geles de agarosa. El
complejo acidos nucleicos Fd bromuro de etidio emi ke

fluorescenciz cuando es expuesto a la lur wlitravioleta.

Clona: Grupo de células=, las cualas son la progenie de wuna

sola celula.
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Coeficiente de Sedimentacién: Medida de la rapidesz la

i

gque una molécula sedimenta 2n un campo centrifugo determinados

Se expresa en unidades Svedberg ( S ).

Delecien: Mutacidn en la estructura CcTOmMOsamica por

peéerdida de nucleoctidos.

Diadlisis: Procesoc gue permite separar sustancias disuel tas a

traves de membranas semipermeables, en funcien de su radio

hidrato.

Electroferesis: Tecnica mediante la cual las moleéculas
organicas cargadas ionicamente se pueden separar en
funcian de su velocidad relativa de migracian en L Campo
eléctrico.

Eucariéta: Ceélula cuyo material genético s confina en un

nicleo rodeado por una membrana.

Factores de alargamiento: Proteinas especificas Nnecesarias
para la unién de los aminpacil tRMNAs al ribosoma en la fase
de alargamiento de la cadena de aminoacildos durant= la

sintesis proteica.
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Fluorescencia: Emizion de |z de wun color, mientras una

substancia es i1rradiada con una luz de un color diferente.

Fosforilacien: Reaccion guimica mediante la cual se une

covalentementa fosfato a un compuesto.

Gel: Una de las formas en gque puede presentarse un coloide.

En el gel predominz 1la fase sélida sobre la liguida.

Liofilizacién: Desecacisn de un material por sublimacison del
disolventa en condiciones de muy  baia temperatura vy
elevado vacio.

Petite: lLevadura con deficieicia respiratorias; s2 divide mas
despacio que las célulzs agrandes ( competentes respiratorias)

y crecen 2n colonias pequeras.

pH: El pH se define como el logaritmo negativo de la
concentracién de iones hidrégeno. Es el ndmero gue cuantifica
la acidez o alcalinidad de una solucisén acuosa. El intervalo

de la escala de pH es desde cero hasta 14.

Plasmido: FReplicén. Elemento genético extracromosémico que

ruade replicarse 1ndependientemente del cromo-oma hospedero v
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coexistir con #1. Son los principales portadores de genes

gque confieren resistencia a los antibisticos.

Proteina: Polimero compleio formado de monoemeEros que son
aminoacido= wunidos por enlaces peptidicos ( —-CO-NH- ).
Contieng carbono, hidrégeno, nitrégeno generalmente azufre,
y ocasionalmente fesforo. Por debajo de un pesc molecular de

& 000 se denomina polipéptido.

Punto isoeléctrico: Aquel valor de pH al cuzal una nalécula no

posaas carga e2léctrica neta » por lo tanto, es 1ncapars
de desplazarse en un campo eléctrico. A este pH la
solubilidad de =zlgunas proteinas es minima

RNasa ( Ribonucleasa ): Enzima capaz de hidrolizar los enlaces

fosfodiester del HHNA.

RNasa A : rompe entre pares de nuclectidos

de pirimidinas ( uridina v citosina )

RNasa T1 : rompe a nivel del nucledstido de guanina

RNasa TZ : rompe a nivel del nucleoctido de adenina



121

GLOSARID
RNA: Polimero compuesto =] nuc teeticios § purinas W
pirimidinas ') de& ribosa, unidos covalentemente por enlaces del

tipo fosfodiester.

mRNA: RNA de cadena sencilla que, unido al ribosoma, funciona
como templado para la sintesis de proteinas. A cada proteina

le corresponde un mRNA especiiico.

rRNA: RNA que constituye parte de los ribosomass; representa

hasta el &5% de la masa total de los ribosomas. En E. colil

se encuentran tres clases con coeficientes de scedimentacion

de 235, 1485, y 55. En esucariotes existen cuatro tipos de rRNA:

n
w0

5.88, 1BS v 2BS.

tRNA: Un tipo de RMA citoplza=matico del cual hay por lo
menos sesentz variedades, mas de wuno para cada aminoacido.
Este RMNA se une covalentemente a su aminoscido especifico vy

lo lleva al ribosoma durante la sintesis de proteinas

Sustrato: Molécula sobre la cual la enzima e)erce su accion

catalitica.

Transcripcién: Sintezis de moléculas de RNe usando como

templado = DiiA,
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Las sustancias empleadas vy

listan a continuacion.

1.—- Baker

Cloruro férrico

Cloruro de magnesio

Cloruro de sodio

Molibdato de sodio

Sulfato de cobre

Sulfato ferroso heptahidratado
Sulfato manganoso

Sulfato de zinc

Yoduro de potasio

2.— CALBIOCHEM

Acade folico

Biotina

Clorhidrato de piridoxina
Clorhidrato de tiamina
Tnositol

Niacina

Pantotenato de calcio

Rivontlavina

las companias proveedoras se

.- COLUMEIA LAB.

Topazone

4.-LABORATORIOS DIFCO
Agar

Bacto peptona

Bacto triptona

Extracto de levadura

5.— LABORATORY REAGEMNTS
Bromuro de etidio

Polietilen glycol

&.— MERCK

tcido acét. o olacial
Acido bérico

Acido succinico
Acetato de potasio
Ac}dn citrico anhidro

Cloruro o= calcio



REACTIVOS

MERCK ( Continuacien )
Beta—-mercaptoetanol

Bicarbonato de sodio

Carbonato de sodio anhidro
Cloruro de potasio

Cloroformo

Di-potasio hidrégeno fosfato-
tres hidrato

Ni-hidrsoenno fosfato de potasio
EDIA (Acido etilendiaminotetr acélico)
Etarnol

Fenol

Glicerol

D-glucosa

Hidroxido de sodio

Isopropanol

Persxido de hadrégeno

Sacarosa

Sodio hidrégeno fosfato hidrato
Sulfato de amonio

Sulfato de cobre

Sulfato d= magnesio

Sulfato de potasio monobasico

123

7.—-SIGMA CHEMICAL

Acetato de amonio

Adenina clorhidrato

.Agarosa tipo II

Ampicilina

Adyuvante completo de
Freund

Albuamina de bovino
Acetato de litio

Azul de bromofenol
Azul de Coomassie
Dimetilformamida
Gilensianol
Beata—-galactosidasa
L-histidina

L-leucina
L-triptofano

Lizosima

ONFG

OPD

RNasa A

Reactivo de Folin

SDS (lauril sulfato de

sodio



REACT IVOS

SIGMA (Continuacién)
Trizma=HC1
Twezan 20

X-gal (S-bromo—4-cloro-3-indol-
beta-D—-galactopiranosido )

Uracilo

124
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