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I. TINTRODUCCTION




Un hecho esencial para la comprension de la
estructura y organizacion funcional de los virus es

que el agente infeccioso es el acido nucleico que es-

ta contenido en una cubierta proteica protectora o
capsida, que transmite el acido nucleico de huésped

a huesped.

En 1956, Crick y Watson (1) hicieron la hipé-

tesis de que la capsida de los virus mas simples es-

ta formada por subunidades de proteina identicas aco-

pladas de un modo regular. La naturaleza multiméri-.

ca de la capsida es una necesidad fisica porque su_ ma
sa es varias veces mayor que la del acido nucleico
que encierra. La naturaleza triplete de la clave geneg
tica (2,3) indica que tres nuclebdtidos de masa media
1.000 determinan un aminoacido de masa media 100. Es
decir, un acido nucleico puedé especificar, como ma-
ximo, una masa de prdteina diez veces menor que la

suya propia.

En las proteinas multimericas, formadas por
la repeticiEn de uno o un pequefio numero de protome-
ros, estos deben disponerse de un modo regular pues,
al ser iguales, deben establecer entre si contactlos

reciprocos identicos, dando lugar a simetrias estruc-




turales. A primera.vista, podria parecer que el nume-
ro de formas con las que podria conseguirse este ob-
jetivo es grande. La realidad es, sin embargo, lo
contrario. De las tres operaciones basicas de sime-
tria (translacidén, rotacidén y reflexién), en las es-
tructuras bioldgicas a nivel molecular sélo hay que
considerar las dos primeras y las simetrias que pue-
den formarse por combinacidén de las mismas (por ejem-
plo, la simetria helicoidal), pues la presencia de
atomos de carbono asimétricos en las moléculas de los
seres vivos,.especialmente eh proteinas y écidos nu-
cleicos, elimina las simetrias de reflexién. Un ana-
lisis detallado de estas operaciones de simetria mues
tra que el numero posible de combinaciones es finito

y enumerable (4).

El analisis de una serie de virus bacterianos,
"vegetales y animales ha mostrado que la mayoria de

ellos pertenecen a tres estilos arquitecténicos :

(a) Virus alargados en forma de bastoncillo
(b) Virus isométricos o esfericos

(c) Virus con una forma que combina los esti-

los (a) y (b).

Los disefios geometricos basicos para la cons-



truccion de capsidas formadas por la asociacidn de

subunidades de proteina identicas son dos : el tubo

helicoidal y el icosaedro. La helice es la curva des-

crita por un punto sobre la superficie lateral de un
cilindro cuando éste gira alrededor de su eje longi-
tudinal y al mismo tiempo se desplaza a lo largo del
mismd eje. El1 icosaedro es uno de los cinco poliedroé
regulares formado por veinte caras, triangulos equi-

lateros, doce vertices y treinta aristas.

Virus helicoidales.

El yirus helicoidal mejor estudiado es el vi-
rus del mosaico del tabaco. Cada particula de virus
esta formada por una molécula de RNA, que contiene
unos 6.000 nucledtidos, y unas 2.100 subunidades idéﬂ
ticas de proteina, cada una de las cuales contiene
158 aminoacidos (5). Las subunidades de proteina es-
tan muy empaquetadas entre si con una distribuciodn
helicoidal y el RNA esta enrollado entre las vueltas
de la hélice de proteina, existiendo una correspon-
dencia de tres nucledtidos en el RNA por cada subuni-

dad de protcina (6).

¢Por quée una helice? Partiendo de subunidades



asimetricas igualeg, de tal modo que la posicidon re-
lativalde cada subunidad con respecto a la siguiete
sea la misma, las Unicas estructuras posibles son :
en una dimensién, una linea recta; en dos dimensiones,
una linea en zig-zag y, en tres dimensiones, una hé-
lice (7). Por tanto, la propiedad fundamental de la
‘hélite es que todas las subunidades iguales, dispues;
tas a lo largo de la misma, se encuentran en posicio-
nes equivalentes. Esto no ocurre en los extremos de
la estructura, pero éstos quedan definidos por la

longitud del RNA.

Virus icosaedricos.

Crick y Watson (1,8), cuando hicieron la hipo-
tesis de que la capsida de los virus sencillos debe-
ria estar formada por asociacién de subunidades de
proteina identicas y que esto conduce, necesariamen-
te, a estructuras regulares, indicaron'también que de
todos los tipos de simetria posibles, s6lo la sime-

tria cubica conduciria a una particula isometrica.

La propiedad fundamental de la simetria cubi-
ca es que las tres coordenadas en el espacio son

equivalentes y, por tanto, no hay preferencia por nin



guna direccién determinada. Esto conduce, automatica-

mente, a estructuras isomeéetricas o esfericas.

En cada uno de los tres tipos de simetria cu-
bica (tetraeédrica (3:2), tetraedro; octaédrica (4:3:
2), cubo y octaedro; icosaedrica (5:3:2), dodecaedro
e icosaedro), se pueden disponer en posiciones equi-
valentes sobre la superficie de una esfera 12, 24 y

60 subunidades asimétricas iguales, respectivamente.

A partir de 1956 un gran numero de observacio-
nes de virus.por difraccién-de réyos X ykmicrOSCOPia
electrdénica mostraron que de los tres tipos de sime-
tria cubica, la preferida era la icosaédrica. Practi-
camente todos los virus isometricos estudiados hasta
la fecha presentan simetria icosaedrica. La demostra-
cién mas clara de la simetria icosaédrica de los vi-
‘rus esfericos fuée la obtenida del estudio de los vi-
rus iridiscentes de los insectos, pues estos virus
son de un tamano suficientemente grande para mostrar
su estructura regular directamente en el microscopio
electronico, cuando las preparaciones se sombrean con

atomos de un metal pesado (9).

El hecho de que la forma externa de un virus



sea icosaédrica no implica, necesariamente, que esta
simetria se extienda hasta un nivel molecular. Sin
embargo, el analisis de virus isoméiricos por difrac
cién de rayos X demostré de un modo concluyente que
la simetria icosaedrica no es s0lo externa, sino que
también existe una distfibucién geométrica icosaedri-

ca de las subunidades asimetricas de proteina (10—13).

En un principio, para justificar la preferen-
cia de la simetria icosaedrica sobrec la tetraedrica
'y la octaedrica sc hicieron dos tipos de consideracio

nes .

(a) La simetria icosacédrica permite colocar
en posiciones equivalentes sobre la superficie de una
esfera un nimero de subunidades asimetricas mayor que
los otros dos tipos de simetria (60 comparado con 12
y 24, en el caso de las simetrias tetraédrica y oc-
taédrica, respectivamente). Por tanto, la superficie
de la esfera se puede cubrir con subunidades mas pe-
quetfias,lo cual supone una economia de informacion ge-

netica (14).

(b) Se puede demostrar geometricamente que si

se desea cerrar un espacio alrededor de un punto cen-



tral con un conjunto de elementos iguales, la rela-
cidn entre el nimero de elementos y el area de la su-
perficie cubierta es un minimo cuando los elementos

se disponen con simetria icosaédrica (14).

Sin embargo, cuando pudo determinarse el nume-
ro de unidades morfoldgicas o capsdmeros de los virus
isométricos se observd que este nimero no era 60 ni
un multiplo de 60, como corresponderia a una estruc-
tura con simetria icosaédrica. En general, el numero
de capsdmeros era superior a 60 (15). Como se ha in-
dicado antes, es imposible colocar mas de 60 elemen-
tos idénticos sobre la superficie de una esfera de mo
do que la posicidon relativa de cada elemento se la
misma. Para salir de la paradoja estructural resul-
tante de la discordancia entre la simetria icosaedri-
ca observada y el numero de capsoOmeros presente en
los virus isométricos, Caspar y Klug (14) abandonaron
la idea de la equivalencia matematica estricta en la
colocacidén de los capsémeros reteniendo, sin embargo,
los aspectos fisicos esenciales. El problema plantea-
do era encontrar un modo de colocar mas de 60 elemen-
tos sobre la superficie de un esfera de modo que sus

posiciones relativas sean casi equivalentes, es decir,

que la desviacidén de los angulos de enlace de unas



subunidades respecto a otras fuera minima.

La solucidén de Caspar y Klug (14) se inspird
en los principios empleados por Fuller en la cons-
truccidén de ctipulas geodésicas (16). Aplicando los
mismos principios al disefio de la capsida de los vi-
rus isomeétricos, Caspar y Klug demostraron que una
cdpsida isodimensional s6lo se puede construir de un
modo general y este método especifico conduce, nece-

sariamente, a una simetria icosaédrica.

La hipdétesis basica es que la estructura de
la capsida se mantiene por el mismo tipo de enlaces
en toda su éxtensién, pero que estos enlaces pueden
deformarse de modos ligeramente distintos. Esto tie-
ne como consecuencia que las posiciones relativas de
los capsOmeros no sean equivalentes, sino casi-equi-

valentes.

Si imaginamos un poliedro formado por unidades
estructurales agrupadas en capsomeros, el probléma
cra determinar las clases de poliedros en los que la
desviacidén de los angulos de enlace entre las unida—
des estructurales sea un minimo, comparados con los
angulos de enlace de las mismas unidades si estuvie-

sen dispuestas en posiciones estrictamente equivalen-



tés. Pawley (17) ha demostrado que solo hay dos tipos
de reticulos planos, sin simetria de reflexidn, que
pueden plegarse.para dar lugar a un poliedro convexo
en el que las posiciones relativas de los elementos
sean analogos a las existentes en el plano. Uno de
ellos es un reticulo de cuadrados y el otro de trian-
gulos equilateros. El primero solo puede plegarse paQ
ra dar lugar a un cubo, si en cada punto del reticulo
se unen tres aristas. Un reticulo de triangulos equi-
lateros puede plegarse para dar lugar a un tetraedro,
,octaedro o;icosaedrd,‘respedtivamehfe; si én'éada'Véﬁ
tice del reticulo se unen tres, cuatro o cinco aris-

tas.

Ahora supongamos que en el centro de cada cara

se encuentra una unidad estructural, formando un an-
o : . .
gulo de enlace de 90 con las subunidades contiguas
en el caso de un reticulo de cuadrados y un angulo de
o ‘ ) . o

120 en el caso del reticulo de triangulos cequilate-
ros. Si de estos reticulos planos formamos los polie-
dros indicados antes, los angulos de enlace entre las
unidades estructurales cambian un minimo en el caso
del icosaedro. Por tanto, energéticamente el icosae-

dro es la estructura mas cstable.



Si consideramos un numero mayor de unidades es
tructurales en un reticulo triangular, dividiendo ca-
da triangulo equilatero e¢n otros tres y en cada uno
de estos colocamos tres unidades estructurales iden-
ticas cuyos angulos de enlace son de 1209, al cerrar-
se el reticulo para dar lugar a una estructura con si-
metria icosaédrica, las unidades estructurales quedan
agrupadas en grupos de seis unidades o hexamcros, si-
tuados sobre los centros de las aristas, y capsoémeros

de cinco unidades o pentameros, que ocupan los doce

vértices del icosaedro. Si como hemos convenido, las
unidades estructurales son iguales, losAéngulos de ‘en
lace de los pentameros seran menos estables que los
de los hexameros, pero mas estables quec en el caso en
que los capsémeros de los vertices fuesen trimeros

(tetraedro) o tetrameros (octaqdro).

El problema queddé reducido a determinar todos
los poliedros con caras triangulares y simetria ico-

saédrica (icosadeltaedro). El primer miembro de la

serie es el icosaedro, formado por 20 caras triangu-
los equilateros. Cualquier icosadeltraedro tendra 20

T caras triangulares, sicndo T el nUmero de triangu-

lacion, es decir, el numero de triangulos equilateros

e¢n que puede dividirse el triangulo original.



.

El ntmero de triangulacion, T, solo puede tomar

ciertos valores dados por la expresion

T = sz,

siendo f cualquier nUmero entero. P viene dado por la
expresion

P - h? + hk + k2,

siendo h y k dos numeros cualesquiera primos entre si.

Para un valor fijo de P, dando a f valores su-
cesivos se obtienen las triangulaciones sucesivas del

deltaedro original.

Cada unidad estructural puede visualizarse aco-
plada a un tercio de cada cara triangular. Por tanto,

el nimero total de unidades estructurales, E, sera
E:3X20T :6OAT
Las unidades morfoldgicas o capsémeros seran

de dos tipos : hexameros, formados por el agrupamien-

to de seis unidades estructurales, y pentameros, for-

mados por el agrupamiento de cinco unidades estructu-
rales. E1 nUmero de pentameros, P, es igual al nume-
ro de vertices del icosaedro, es decir, doce. Para de-

terminar el nUmero de hexameros basta tener en cuenta



que el numero de unidades estructurales, 60T, es
igual al ntmero de unidades peresentes en hexameros,
6H, mas el de unidades presentes en pentameros, igual
a 60. Es decir,

60T = 6H + 60.
y, por tanto,

H = 10(T-1)

Virus no isométricos.

~Muchos virus bacterianos poseen una organiza-
cidn estructural mas complicada que la de los virus
helicoidales e icosaédricos (18). La cubierta protei-
ca esta formada por la capsida propiamente dicha, que
encierra al acido nucleico y una cola por la que el
virus se fija a los reccptores de la bacteria huésped
y a través de la cual se inyecta el material genético
del virus. La capsida puede presentar simetria icosaé
drica, como en el caso del fago lambda que ataca a

Escherichia coli, pero en otros casos, como en el co-

lifago T4, la capsida cs demasiado alargada para po-

seer simetria icosaédrica.

El virus no isomeétrico mejor estudiado cs el

fago Th. La capsida de este virus tiene un contorno



ekagonal alargado longitudinalmente y encierra una mo-
lécula de DNA de d&s bandas con un peso molecular de
120 x lO6 (19). T4 posee una cola, unida a la cabeza
a través de un cuello, formada por un nucleo central
rodeado de una vaina contractil. En el extremo devla

cola hay una placa basal, con simetria exagonal, de

la que salen seis fibras.

La capsida de T4 es demasiado alargada para te
ner simetria icosaédrica. Sin embargo, como extensidn
de la teoria general de la organizacidén de los virus
isométricos, se ha postulado que el disefio de la cap-
sida de T4 puede originarse por plegamiento de un re-
ticulo exagonal. De este modo la cabeza de T4 se ha

llamado un icosacdro prolato, formado por las pirami-

des de un icosaedro separadas por dos bandas ecuato-
riales de 10 triangulos cada una (20-22). Sin embargo,
el Tago Th es, estructuralmente, muy complejo (23,24)
y su quimica poco conocida, lo cual hace imposible,
por ahora, hacer una correlacidn entre la geomefria
general de la capsida y las proteinas que la forman.
Esto ha llevado a proponer otras formas geomctricas

menos convincentes para la capsida de T4 (25).

El bacteridéfago 29 es un virus pequello, espe-



cifico para varias especies de Bacillus (26), que cons
ta de una cabeza alargada con contorno exagonal (40 x
30 nm) y con fibras (14 x 2 nm), un cuello formado por
dos collares y doce apéndices radiales y una cola cor-
ta (27). E1 material Qenético de #29 es un DNA bicate-
nario con un peso molecular de unos 11 x lO6 (28),que
puede aislarse en una forma circular cerrada por una
proteina viral que puede jugar un papel importante en
el empaquetamiento del acido nucleico dentro de la

capsida (29).

La parte proteica de @29 consta de sieté pro-
teinas estructurales. La cabeza contiene, aparte de
la proteina asociada al DNA, otras  tres proteinas,
que forman la capsida y que se han denominado HPL1,
HP2 y HP3. HPLl es la proteina fundamental de la capsi-
da y HP3 es la proteina que forma las fibras; la fun-
cién de la proteina HP2 es desconocida. E1 collar sﬁ-
perior, el collar inferior, los apendices del cuello
y la cola parecen estar formados cada uno por una
proteina denominada, respectivamente, NP2, NP3, NP1

y TP1 (29-32).

El pequefio tamafio de la particula viral y del

DNA de 029 y la correlacidén ya recalizada entre los
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cémponentes estructprales del fago y las proteinas que
los forman, hacen de este virus un material adecuado
para tratar de correlacionar su geometria con las pro-
teinas que forman el virus. Para este fin es previo

un estudio quimico-fisico del virus que permita deter-
minar la masa molecular de la particula. Conocida ésta,
la del DNA y 1as masas relativas y los pesos molecula-
res de cada una de las proteinas estructurales, es po-
sible determinar el nimero de subunidades de cada pro-
teina presentes en el virus. Esto ha permitido elabo-
rar un modelo estructural para la capsida de £29 como
un icosaedro prolato, compatible no s6lo con las pro-
piedades quimicas y quimico-fisicas del virus, sino
también con la existencia de una serie de variantes
morfolbégicos del fago normal, producidos espontaneamen
te o por infeccidédn de mutantes sensibles a temperatu-

ra, crecidos a la temperatura no permisiva (33-36)."

El trabajo que presentamos contiene un método
de purificacion del fago ©29, que permite obtener del
orden de un gramo de virus infectivo y homogéneo, y
que se pucde escalar facilmente, métodos de aisla-
miento del DNA y de la proteina del virus, analisis
de bases del DNA y de aminoacidos de la proteina.del

virus, cuatro métodos diferentes e independientes pa-



ra determinar la masa molecular de 1a‘particula viral,
asi como la determinacidén de una serie de constantes
quimico-fisicas y analisis quimicos del fago. En la
purificacidén del fago se ha aislado, como una fraccibn
lateral, una serie de variantes morfoldégicos de la
particula normal que parecen presentar un ensamblaje

anomalo de los componentes estructurales del virus.



II.

MATERTITALES




IT.1. BACTERIA HUESPED Y FAGO

La bacteria huésped utilizada fué la estirpe

HM de Bacillus subtilis (26), posteriormente descrita

como perteneciente a la especie B. amyloliquefaciens

(37). Dicha bacteria y el fago 29 fueron obtenidos

de B.E. Reilly.

IT.2. MEDIOS DE CULTIVO

La triptona, extracto de levadura y el agar sc
compraron a Difco; la D-glucosa a Fisher Scientific
Co. y el antiespumante (Rhodorsil) a Siliconas de Es-

paiia S.A.
II.3. ENZIMAS

La DNasa pancreatica, recristalizada una vez
(lote D-9-DH), la RNasa pancreatica, recristalizada
una vez (lote R-642-5A) y la fosfodicsterasa de vene-
no de serpiente liofilizada (lote SPH-632) se compra-
ron a Worthington Chemical Co.; la lisozima de élara
de huevo, recristalizada tres veces (lote L-6876), a
Sigma Chemical Co. y la pronasa (grado B) a Calbio-

chem.

Para eliminar las posibles contaminaciones de

nucleasas en la pronasa, una solucidén del enzima en



Tris-C1lH 10 mM, EDTA 20 mM, pH 8,1, a una concentra-
‘ [}
cidén de 10 mg/ml, se incubd 3 horas a 37 C, se calen-
o
td6 posteriormente 5 minutos a 80 C y se enfribé inme-

diatamente en hielo (38).
IT.4. TAMPONES

Las soluciones tampdon se prepararon con agua
destilada a partir de las siguientes soluciones con-
centradas: Tris-Cl1H 1 M, pH 7,8; EDTA-Na 0,25 M, pH
7,5; acetato sbédico 1/7 M en barbital sbédico 1/7 M-

C1H 0,1 M; fosfato potasico 0,5 M, pH 7,5; ClMg 1 M.

II.5. PRODUCTOS 'Y MATERIALES VARIOS

El cloruro de cesio, grado sequanal, se obtuvo
de Pierce Chemical Co.,. el PEG 6000 se obtuvo de Ser-

va, la sacarosa de May & Baker Ltd. E1 fenol se com-

o)
pro de Merk y se destild a 180 C, calentando un ma-

traz de 1 1 que contenia aproximadamente 500 g de fe-

nol; los vapores se recogieron sobre agua destilada.

Los tubos de dialisis de Union Carbide Corpo-
ration se hirvieron en una disolucidon de EDTA 20 mM,
SDS 0.1% durante 15 minutos para eliminar nucleasas,
se lavaron con agua destilada y se conservaron esteé-

riles.



El resto de los productos quimicos usados fuc-
ron productos especiales para analisis y se utilizaron

sin posterior purificacidn.

II.6. CROMATOGRAFIA

El Spherosil tipo C, con un diametro medio de
particula de lOO-QOO’J)rcon un diametro de poro de
20-40 nm, se comprdé a Serva Feinbiochemica, GMBH Co.
Cada 300 g de Spherosil se resuspendieron agitando en
20 litros de agua deﬁionizada y se dejo sedimentar pa-
ra eliminar finos por decantgcién. Esta operacibon se
repitid cuatro veces. A continuacidén sc lavdé con 2 -li-
tros de C1IH 1 M durante 15 minutos y con HZO desioni-
zada hasta eliminar el acido, lﬁego se traté con 2 1li-
tros de NHQOH 1 M durante 15 minutos, se elimind la

base por lavado con H_ O, y finalmente, el spherosil

2
se resuspendidé en DF y se conectdé a una bomba de va-

clo para eliminar el aire de los poros.

El Sephadex G-50 se obtuvo de Sigma Chemical
Co. 100 g de Sephadex G-50 se resuspendieron en 2 li-
tros de H20 destilada con agitacidén y se dejdé sedimen-
tar para climinar finos por decantacién. Esta opera-

cibén se repitid 6 veces. A continuacidén se resuspen-

di6 en DF y se conectdé a una bomba de vacio para eli-



minar el aire de los poros.

El papel Whatman 3 MM y Whatman 1 se comprd a

Reeve Angel.

Las resinas empleadas para ¢l analisis de ami-
noacidos fueron resinas esfericas de poliestireno sul-
fonado entrecruzado con divinilbenceno. Para el anali-
sis de los aminoacidos basicos se empled la resina

+ C e .
PA-35 de Beckman (13 = 6,1; 7,5% de divinilbenceno),
en una columna de 2,3 x 0,9 cmy para los aminoacidos
’ - . . +
dcidos y neutros la resina PA-28 de Beckman (16 = 6 P

7,5% de divinilbenceno), en una columna de 69 x 0,9 cm.

Las resinas se limpiaron siguiendo el procedi-
miento indicado en el manual de instrucciones del ana

lizador de aminoacidos Unichrom de Beckman:
|

La résina se recogio pof filtracidon a tr;vés
de Whatman n? 5 en un Buchner, se pasdé a un vaso don-
de se cubrid con SO,H, 70% y la suspensidén se mantuvo
a 70—809C durante 5 hr. La suspensidén se diluyd cinco
veces anadiendo ¢l contenido del vaso lentamente so-
bre 4 volimenes de agua destilada y la resina se re-
cogidé en un Buchmner con papel Whatman no 5, lavandose

con agua destilada hasta que el filtrado dejo de sa-

lir acido. La resina se lavo con ClH 2 M hasta que el



filtrado salia incoloro y, a continuacidn, se pasd a
un vaso donde se cubrié con C1H 2 M - EDTA 0,1%. La
suspensidén se incubdé 2 hr a 70—80gC, se lavd sobre un
Buchner con H20, como antes, hasta que el filtrado sa
lia neutro. La resina se pasé a un vaso donde se cu-
brid con NaOH 2 M - EDTA 0,1%, se calent6é 30 min a
QOQC, se recogid sobre papel Whatman no 5, lavando
con agua destilada hasta tener un filtrado neutro y,

finalmente, con varios volimenes del tampdn inicial

de la columna.

Los: tampones empleados, preparados de acuerdo
con las normas indicadas en el manual de instruccio-

nes del analizador, fueron las siguientes

Molaridad
Tampon pH | del Na™
Tampbén para la muestra . 2.2f0.03 0.20
Aminoacidos &cidos y neutros,I 3.28i0.005 0.20
Aminoadcidos &cidos y neutros,II 4.25t0.02 0.20
Aminoacidos basicos : 5.28%0.02 0.35

IT.7. ELECTROFORESIS

La acrilamida, la N,N'—metilenbiéacrilamida y

el azul de Coomassie se compraron a Serva Feinbioche-



mica GMBH Co., el SDS y el Sigmacote a Sigma Chemical

Co. y la tetrametilendiamina a Eastman Chemical Co.

La acrilamida, bisacrilamida y SDS se purifi-

caron, como se describe a continuacidbn:

70 gr de acrilamida se disolvieron en 1 litro
de cloroformo a 5OgCAy la disolucidn se filtrd por
papel. El filtrado se dejbé a -2OQC durante 5 horas,
al menos, y los cristales se recogieron filtrando en
Buchner, se lavaron con cloroformo frio (—2090) y se

secaron en vacio (39).

10 gr de bisacrilamida se disolvieron en 1 1li-
tro de acetona a QSQC. La suspensién se filtrd por
papel y el filtrado se dejdé a -2OQC durante la noche.
Los cristales se recogieron por filtracidn y sé seca-

ron en vacio (39).

En un erlenmeyer de 2 litros se disolvieron 60,
gr de SDS en 1 litro de etanol 98% en ebullicién. A
la disolucidn se aniadio Celita y se¢ filtrdé por papel
Whatman 1. El1 filtrado se dejo en reposo durante la
noche a temperatura ambiente y los}cristales; recogi -

’ 'Q .
dos por filtracion se secaron a 50 C en vacio.



IT1.8. RADIOACTIVIDAD

El butil-PBD se comprd a Ciba Limited, el to-
lueno a Carlo Erba y los filtrados de papel de fibra

de vidrio Whatman GF/C y GF/A a Reeve Angel.

IT.9. MICROSCOPIA ELECTRONICA

Las rejillas de cobre electrolitico (3 mm de
diametro, 200 mallas) se compraron a Veco Zeefplaten
Falnick N.V. El1 formvar y el colodidn se éompraron a
Shawinigal Ltd. y a Mallinckrodt Chem. Co., respecti-
vamente. El1 1,2-dicloroetileno y el acetato de isoami
lo fueron productos de Sdiwchardt BMBH, el acido foé—
fotGgnstico y el acetato de uranilo se adquirieron de
Merck. Las rejillas de platino (tipo Siemens, 7 agu-

jeros) se compraron a Siemens.

Las placas y el material fotografico se ad-

quieron a Agfa-Gevaret y Kodak, respectivamente.
IT.10.EQUIPO

Fermentadores de 30 litros de Belenguer S.A.

Centrifuga Sorvall refrigcerada modelo RC2-B y
sistema KSB para flujo continuo.

Ultracentrifugas preparativas Spinco de Beck-

man, modelos L, L2-50 y L3-50.



Ultracentrifuga analitica Spinéo de Beckman,
m;delo E.

Aparato de difusién libre y electroforesis
Spinco de Beckman, modelo H.

pHmetro Radiometer, modelo 25, con escala ex-
pandida.

Fuente de alimentacién Buchler, modelo No-3-
1014 A.

Cubeta de electroforesis Buchler, modelo n@
1004 A.

Espectrofotdémetro Gilford‘(modelo 240) con
transporte lineal (modelo 2410) e impresor (modelo -
2k53).

Espectrofotometro Cary, modelov15.

Espectrofotémetro Beckman, modelo DU-2.

Analizador de aminoacidos Beckman, modelo Uni-
chrom,

Microscopio electrdénico Jeol JEM 100-B.

Liofilizaddr Virtis, modelo 10-146 MR - BA.

Fraccionador de geles (Autogeldivider de Savant
Instruments Inc.).

Microcomparador Nikon, modelo 6C.



ITI. METODO S




III.1 CRECIMIENTO DE LA BACTERIA HUESPED

B. amyloliquefaciens, cepa HM (26), se crecid

(o]
a 37 C con aireacién en un medio L (40) modificado,
que contenia triptona 1%, extracto de levadura 1%,

CiNa 0,5%, C1.Mn 0,01 mM y glucosa 10 mM. Para los

2
cultivos en fermentador el medio contenia, 0,4 ml de
antiespumante por litro de medio. El medio sin gluco-
o
sa se esterilizd en autoclave durante 20 min a 120 C;

la glucosa se esterilizdé por separado y se anadid al

medio en condiciones de esterilidad.

Los cultivos se iniciaron con un indculo al'B%
de celulas creciendo en fase logaritmica y el creci-
miento se siguié turbidimétricamente a 660 nm con un
espectrofotometro Beckman DU-2, usando cubetas de 1

cm de paso de luz. En algunas ocasiones el crecimien-

to se siguid por contaje directo de las bacterias,

anadiendo a 1 ml del cultivo 0,1 ml de formaldehido
0, 3% para contar las bacterias al microscopio en una
camara de Thoma. La figura 1l muestra la relacién en-

tre absorbancia y ntmero de células.

ITI.2. VALORACION DE ©29.

El fago se valord por el método de la placa de
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Figura 1. Relacidén entre absorbancia a 660 nm y densidad
bacteriana.



1isis (41).

A 2 ml de medio L con agar 0,6%, fundido y man
tenido a QSQC, se anadieron 0,5 ml de un cultivo de
la bacteria huésped en crecimiento logaritmico y 0,1
ml de una dilucidn del fago en DF. La mezcla se ex-
tendid sobre una placa de Petri cond 25 ml de medio L‘
sin élucosa, solidificado con agar 1,6%. Una vez soli-
dificada la capa con la bacéeria y el fago a tempera-

o}
tura ambiente, las placas se incubaron a 30 C durante

la noche para permitir la formacidon de las placas de

lisis.

IIT.3. PREPARACION DE LISADOS DE @29

16,5 1 de medio L con antiespumante en un fer-
Q .
mentador de 30 1 a 37 C, se inocularon con 500 ml de

B. amyloliquefaciens creciendo en fase logaritmica en

el mismo medio. Cuando la A660 =1 (2 x 108 bacteriés/
ml) se afiadié @29 a una multiplicidad de infeccidn de
2 fagos por bacteria y se continud la incubaciéﬁ du-
rante 3-4 horas o hasta que se produjo la lisis del
cultivo. Durante la incubacidn se mantuvo el pH cons-
tante entre 6,4 y 6,8, anadiendo 4-8 ml de NaOH 10 M

cada 30 min.



El lisado se tratd con lisozima (10 Pg/ml),
RNasa (0,1 Hg/ml) y DNasa (0,2 pg/ml) en presencia de
C12Mg 5 mM, durante 30 min a 3790 y, a continuacidn,
se centrifugd en una Sorvall de flujo continuo a

20,000 x g a un flujo de 100 ml/min para eliminar

restos celulares.

IIT.4. PURIFICACION DE §29

L.1. Concentracidén del fago

Para qoncentrar el fago del lisado se emplea-
ron dos métodos : (a) precipitacidén isoeléctrica y

(b) precipitacién con PEG 6000.

(a) Precipitacidn isoeléctrica. Al lisado a
temperatura ambiente se, afiadié lentamente y agitando
acido acético glacial hasta bajar el pH a 4.1-4.2.
Después de 1 hora sin agitacibén se afiadieron 3 g de
celita por litro y la suspensidén se filtrd por papel
de fibra de vidrio GFA con succidén. El1 fago retenido
en el filtro se resuspendid en 0,1 vol de DF manteni-

do a pH 7.8 por adicidén de NaOH 10 M.

(b) Precipitacién con PEG 6000 (42). Al lisa-
o] ~ . ~ ..
do, enfriado a 4 C en un bafio de hielo, se afiadid

PEG 6000 10% (peso/volumen). Después de dejar preci-



; o .
pitando en reposo 24-48 hr a 4-8C, se decanté el so-
brenadante y se recogidé el sedimento suspendido en el

menor volumen posible del sobrenadante.

La suspensidén se centrifugd en una Sorvall re-
frigerada a 4°C durante 30 min a 7,500 rpm en un ro-
tor GSA. El1 sedimento que contenia ‘el fago se resus-
pendié en 200 ml de DF, se incubd 30 min a 3790 con
lisozima (100 pg/ml), RNasa (1 Pg/ml) y DNasa (1 pg/
ml) y se volvié a centrifugar a ZOQC como se ha indi-

cado antes. E1 fago quedd en el sobrenadante.

L.2. Cromatografia en vidrio de poro controlado (%#3)

La muestra con el fago se cromatografid en una
columna de Spherosil tipo C, tratado como se indica
en Materiales, empaquetada por gravedad y equilibrada
con, al menos, 10 volimenes de DF. El1 volumen de la
columna era de 2,8 1 (45 cm x 63,4 cm2) y el de la
muestra nunca fué superior al 10% del volumen de la
columna. Una vez habia penetrado la muestra en ia co-
lumna, se eluyd con DF a una velocidad de flujo de 5
ml/min, recogiéndése fracciones de 20 ml. En cada

fraccion se determinod A260 y fago.

4.3, Centrifugacidn diferecencial.

Las fracciones que contenian el fago se mezcla



ron y centrifugaron en un rotor 19 de una ultracentri-
fuga Spinco L2-50 ; 18,000 rpm y 4QC durante 4 hr. E1
fago quedd en el sedimento y se resuspendidé en 0,05

volimenes de DF en un agitador rotatorio a temperatu-

ra ambiente.

L, L, Centrifugacidédn en cloruro de cesio (4k%)

Por cada gramo de la suspension del fago en DF,
a una concentracidén igual o menor que 150 unidades de

A cm ~, se afiadieron 0,66 g de C1Cs, para obtener
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una densidad de 1,43 g x cm-B. La suspensidén se cen-
trifugd en tubos de policarbonato en un rotor 30 de
una ultracentrifuga Spinco L2-50 a 139C durante 24 hr
a 24,000 rpm. La centrifuga se pard sin freno y el
gradiente se fracciond por medio de un sifodn, recogiég
dose fracciones de 1 ml. En cada fraccidén se determi-
nod A26O’ fago y en fracciones seleccionadas se deterf
mindé la densidad refractométricamente (45) o picnomé-
tricamente con una micropipeta calibrada. Las fraccio-

. . . [
nes que contenian el fago se dializaron a 4 C contra

varios cambios de DF.

4b.5. Centrifugacidén en gradiente de sacarosa (46)

En tubos de nitrato de celulosa de un rotor



Spinco SWH0, SW39 o SW25.1 se establecieron gradien-

tes de sacarosa entre el 5 y el 20% en DF y se equi-
.

libraron a 4 C. 0,2-0,3 ml de suspensidén de fago con-

teniendo no mas de 5 unidades de A cm ~ (rotores

260
SW50 o SW39) o 1 ml conteniendo no mas de 25 unidades

de Aé60 cm (rotor SW25.1) se pusieron en la parte
superior del gradiente y se centrifugd a 4°C durante
30 min a 36,000 rpm (rotores SW50 o SW39) o 60 min a
22,000 rpm (rotor SW25.1). Una vez parado cl rotor
sin freno, el gradiente se fraccioné como se ha des-
crito antes,‘recogiéndose fracéiones de seis gotas‘
(~# 0,12 ml) en el caso dc los rotores SW50 o SW39 o

de 1 ml en el caso del rotor SW21.1l. En cada fraccidn

se determind A26O y/o fago.

ITTI. 5. ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Las proteinas desnaturalizadas con SDS se so-
metieron a elecliroforesis en gel de poliacrilamida

usando dos sistemas de electroforesis diferentes.

5.1. Electroforesis en un sistema con pH continuo (47)

Los geles de 20 cm de longitud, preparados de
acuerdo con Méndez y colaboradores (30), contenian

acrilamida 10%, N, N'-metilenbisacrilamida 0,15%, te-



trametilendiamina 0,05%, SDS 0,1%, fosfato‘sédico 0,05
M, pH 7,2, y persulfato aménico 0,075% (todos los por-
centajes se dan en peso por volumen, excepto en el ca-
so de la tetrametilendiamina que se dan en volumen por

volumen) .

El electrolito era fosfato sbédico 0,05 M, pH

7,2, y SDS 0,1%.

La ﬁuestra (20-200 peg de proteina) se dializb
contra acetato amdnico 0,1 M, se liofilizd y el resi-
duo se disolvid en 0,2-0,3»m1 una solucidn que conte-
nia fosfato sbédico 0,005 M, pH 7,2, SDS 1%, 2-mercap-
toetanol 1% y urea 2 M. La mezcla se calentd 5 min en
un bafio de agua a ebullicidén para disgregar las pro-
teinas hasta las ultimas cadenas polipeptidicas y se
enfrié a temperatura ambiente. A continuacidén se afna-
didé a la muestra 0,01 ml de una disolucion de azul de
bromofenol 0,2%. La muestra se pusb sobre la parte su-
perior del gel, qﬁe habia sido sometido previamente a
.un voltaje constante de 60 volt con objeto de eliminar

el persulfato.

La electroforesis se hizo a un voltaje constan-
te de 2,5 volt/cm durante unas 15 hr, ticmpo que tar-

da en salir ¢l azul de bromofenol del gel.En otras oca



siones la electroforesis se hizo durante 20 hr.

Una vez finalizada la electroforesis, los ge-
les se fraccionaron con un fraccionador dé geles
(Autogeldivider de Savant Instruments Inc.) o se ti-
Heron con una disolucidn de ézul brillante de Coo-
massie 0,25% en metanol : acido acético : agua (5:1:
5), vy se destifieron agitandolos en acido acéfico 7%.

5.2. Electroforesis en un sistema con pH disconti-

nuo (23).

Los geles, con una longitud total de 11 cm
(8 cm el gel de .separacién y 3 cm el gel de concenéra-
cién) y 6 mm de didmetro, tenian la composicidn que
se incia en la tabla 1, la cual muestra también la
composicién del electrolito y del tampén de la mues-

tra.

La elcctroforesis se hizo a una corriente cons

tante de 5 mA hasta que el colorante salido del gel.

Los geles se fraccionaron como se ha indicado
antes o se fijaron en acido tricloroacético 50% duran-
. o) .
te la noche, se tineron durante 1 hr a 37 C en una di-
soluciodon recien preparada de azul brillante de Coo-

massie, en acido tricloroacético 50% y se destifieron



Tabla 1 . Electroforesis en poliacrilamida-SDS con

pH discontinuo.

A. Composicion del gel

Gel de Gel de
Componente separacion concentracidn

Tris-C1lH 0,375 M (pH8,8) 0,125 M (pH 68)
Acrilamida™ - 10% 3%
Bisacrilamida | 0,25% '9,075%
Dodecil sulfato sédico | 0,1% 0,1%
Tetrametilendiamina 0,025% 0,025%
Persulfato amonico 0,025% 0,025%

Todos los porcentajes se refieren a peso, excepto
el de la tetrametilendiamina, que se refiere a vo

Jumen.

B. Composicidén del electrolito

Tris 0,025 M - glicina 0,192 M (pH 8, 3)

Dodecilsulfato sbédico 0,1%

C. Composicidn del tampdn de la muestra

Tris-ClH 0,05 M (pH 6,8)
Dodecilsulfato sdédico 0,1%
2-mercaptoetanol 5%

Azul de bromofenol 0,001%




por difusidn lavando los geles repetidas veces con

acido acético 7%.

ITT.6. AISLAMIENTO DE LA PROTEINA DE §29.

6.1. Tratamiento de #29 con EDTA

25 ml de una suspension de $29, a una concen-

tracién de 40 unidades de A cm—l,a la que se habia

260

afiadido EDTA a una concentracidén final 70 mM, se in-
Q ’

cubd a 37 C durante la noche con agitacién. En estas

condiciones la mayor parte del fago libera el DNA y

las particulas se disocian dando lugar a capsidas con

y sin cuello y colas con cuello (30).

6.2. Hidrdlisis del DNA

La mezcla sec diaiizé a QQC contra varios cam-
bios de Tris-ClH 0,01 M, C12Mg 5 mM, pH 7,8, para eli-
minar el EDTA, y, a continuacién, se incub6 30 min a
37QC con DNasa (10 pg/ml), se ajustdé el pH a 9 con
KOH 1 M ¢n el plmetro y se anadio fosfodiesterasa‘de
veneno de serpiente (10 Pg/ml), continuandose la in-
cubacién durante 30 min a 379C. La meczcla se lle?é a
sequedad por liofilizacidn y el residuo se disolvid

en 3 ml de agua.



6.3. Cromatografia en Sephadex G-50

La muestra se cromatografidé en una columna de
Sephadex G-50 con un volumen de unos 220 ml (45 cm X
4,9 cm2), equilibrada y eluida con DF a uha velocidad
de flujo de 0,5 ml/min, recogiéndose fracciones de 2

ml en los que se determind A y A

260 280°

6.4. Centirifugacidén hasta equilibrio de densidad en

cloruro de cesio.

Las fracciones correspondientcs al volumen ex~
cluido, libres de nucledétidos, se mezclaron (20-25 ml)
y se centrifugaron hasta equilibrio de densidad de‘
C1Cs (densidad media = 1,43 g x cm_B) para separar cl
fago residual, no disgregado, de la proteina libre de
DNA, del mismo modo como se describido antes paré la

purificacién del fago completo.

El gradiente se fraccioné como se ha indicado
.~ o ¥ " . 7 . 3 ’ A .
antes y en cada fraccion se determino A260 Y Asgo
Las fracciones de la parte superior del gradiente, 1li-

bres de DNA y de fago intacto, se mezclaron y diali-

. o
zaron contra varios cambios de DF a 4 C.

JTI.7. AISLAMIENTO DEL DNA DE ¢29

Una suspensioén de fago (20 ml) a una concentra-



cion de 1 unidad de A cm se tratdo con 1 mg de

260
pronasa autodigerida (38) por ml en presencia de SDS

8} ,
0,5%, durante 3 hr a 37 C con agitacidén suave.Este

tratamicento se repitid dos veces consecutivas mas.

A la solucidn viscosa se¢ anadidé 1 volumen de
fenol destilado y equilibrado con Tris-ClH 0,1 M, pH
7,8, estéril y las dos fases se mezclaron por agita-
cion suave durante 5 min a temperatura ambiente. La
muestra se centrifugdé 5 min a 13.000 rpm a temperatu-
ra ambiente, para sebarar las dos fases. La capa fe-
nélica se extrajo con una bipeta esteril y la capa
acuosa se volvio a tratar dos veces mas con 1 volumen
de fenol. Las ires fases fendlicas mezcladas se ex-
trajeron con un volumen de Tris-C1H 0,1 M, pH 7,8, es-~
téril, igual a la suspension de fago inicial. Las dos
fases acuosas se mezclaron y dializaron contra varios

o
cambios de 0,1 x SSC a 4 C. La solucién de DNA diali-

o
zada se conservd a 4 C.

ITI.8. ANALISTIS QUIMICOS

8.1. Andlisis de carbono y nitrogeno

Las muestiras de fago en DF se dializaron con-

tra acetato aménico 0,1 M y se liofilizaron repetidas



veces, disolviendo cada vez el residuo en agua desti-

lada esteril. ELl residuo final se secd en vaclo en

presencia de pentdéxido de fosforo. Otras muestras de

fago en DF se precipitaron repetidas veces con 2 vo-
4 ’Q' - . 3

Jumenes de etanol absoluto a O C, se liofilizaron y

secaron como se acaba de indicar.

El1 C, H y N se determinaron en un Analizador
Elemental Perkin Elmer 240 en el Centro Nacional de

Quimica Organica (C.S.IT.C.).

8.2. AnAlisis de fésforo (48)

El reactivo se prepard inmediatamente antes
del ensayo mezclando 1 volumen de 804H2 6 N con 2 vo-
limenes de agua destilada, 1 volumen de molibdato amé

1 o T1 l o/ r '\'_'
nico (M0702& (hH4)6. il HZO) 2,5 % y 1 volumen de aci

do ascOrbico 10%.

(1) Fésforo inorgénico. A 1 ml del problema,
conteniendo 0,1-1 e de fosforo(ajustando la concen-
tracién con agua destilada) se afiadié 1 ml de reacti-
vo. Los tubos se taparon con papel de parafilm y se
incubaron 2 hr a 37QC. La densidad éptica a 820 nm
se ley6é contra un blanco tratado de un modo analogo

al problcma.



.

Las muestras que contenian proteina se despro-
teinizaron previamente por precipitacidén con acido
tricloroacético o percldérico 5%, tomando para el ana-

lisis una alicuota del sobrenadante.

(2) Fésforo total. La muestra (1 - 10 pe de
fésforo) se cvapord a sequedad en un tubo de ensayo,

se anadieron 2 gotas‘de SOQH concentrado y se ca-

2
lenté hasta que comenzaron a aparecer humos blancos
de trioxido de azufre. A continuacidén se afiadidé 1 go-
ta de acido perclérico 70% y la mucstra se calentod
hasta que quedd clara. Después de enfriar a temperatu-
ra ambiente el volumen se ajusté a 10 ml con agua des-

tilada y se tomaron alicuotas (0,1 --1 pe de fésforo)

para analisis de fésforo inorganico.
Como patrdon se utilizd una disolucidn de Poqﬂﬁ,
. L

8.3. Analisis de DNA (49)

El recactivo de difenilamina se prepard disol-
viendo 1,5 g de difenilamina en 100 ml de 4cido acéti-
co glacial y atiadiendo 1,5 ml de acido sulfurico con-
centrado. Antes de usarlo, a 20 ml.de la megcla ante-
rior se¢ anadido 0,1 ml de una disolucion de acetaldchi-

do en agua, preparada como se indica a continuacion.



La defenilamina se recristaliz6 de etanol 70%
' 0
y el acetaldehido se destild y almacend a 4 C disuel-

to en agua a una concentracién de 16 mg/ml.

La muestra se diluydé con 0104H 0,5 N para tener
una concentracidén final de 5 - 80 pe de DNA por ml. A
1 ml de la muestra se anadieron 2 ml del reactivo y
la mezcla se incubd 16 - 20 hr a BOQC. La densidad
6ptica a 600 nm se midié contra un blanco de ClOQH

0,5 N tratado de un modo anadlogo al problema.
Como patrdédn se utilizd DNA de esperma de sal-
mén disuelto en NaOH 5 mM a una concentracidén de 0,5 -

1 mg/ml. La concentracidéon del DNA patrdén se determind

por analisis de fésforo total.

8.4. An&Alisis de hexosas (50)

El reactivo se prepard disolviendo 0,05 g de.
antrona en 100 ml de Acido sulfdrico concentrado, con-

teniendo tiourca 1%.

A 0,1 ml de la muestra (1-50 pg de hexosa) se
anadieron 0,5 ml de reactivo. Las muestras se incuba-
ron a 8090 durante 15 min y se determind cl espectro
entre 500 vy 800 nm frente a un blanco sin hexosa tra-

tado del mismo modo que el problema.



Como patrones se emplearon glucosa, manosa, ga
lactosa y fucosa, asi como triptdéfano. Este amindaci-
do da color con el reactivo con un maximo entre 520
y 560 nm, diferente del maximo obtenido con las hexo-

sas a 620 nm.

Para ¢l analisis de glicoproteinas en el fago
o] préteina del fago, las muestras procedentes de
gradientes de sacarosa se dializaron durante cuatro
dias contra 8 litros de DF (2 litros/dia) para elimi=-
nar la sacarosa. A‘l'ml de la muestra se aﬁadié O,l
ml de acido tricloroacético 100% (en volumen) enfria-
do a QQC, se dejé 15 min en hielo y el precipitado'se
recogi6é centrifugando 10 min a 12.000 rpm. El1 sedimen
to se resuspendid en un pequeno volumen de fosfato
s6dico 0,01 M-SDS 0,1% (concentracién de proteina, 0,5 -
2 mg/ml) y se neutralizé con HaOH 0,5 M. Para analisis
de hexosas sc emplebd 0,1 ml de esta muestra contenién—

do 50-800 jig de proteina.

8.5. Analisis de aminoacidos (51)

Hidr6lisis de la protcina.

La proteina de $29, libre de DNA, preparada co
mo se indica en III.6, se dializd exhaustivamente Cog

(o] P
tra acetato amoénico 0,1 M a 4 C y una alicuota, que



contenia unos 0,2 mg de proteina, se pesé en un tubo
de vidrio pyrex, pesado previamente. Las muestras se
liofilizaron repetidas veces, disolviendo cada vez el
residuo en H2O destilada. Finalmente, se pesaron los

tubos con el residuo seco y se anadieron 0,25 ml de

C1H concentrado y 0,25 ml de H.O destilada. La parte

2
superior del tubo se estiré a la llama en forma de un
capilar y el contenido se congeld en una mezcla de al-
cohol-nieve carbobénica. E1 tubo se conectdé a una bomba
y después de hecho el vacio, se sacdé el tubo del bafio
de congelacién y se cerrd el capilar mientras se se-
guia aplicando el vacio. Los tubos de hidrélisis se
incubaron a lOSgC durante 24, 48 o 72 hr. Una vez
abierto el tubo, la muestra se llevo a sequedad en un
evaporador rotatorio en-vacio, se anadieron 2 ml de
H20 destilada y se volvid a evaporar. A veces, la
muestra se llevdo a sequedad en un desecador de vacio,
conteniendo KOH sé6lido, concetado a una bomba durante
la noche. El residuo seco se disolvido en 2,5 ml de
tampoén de pH 2,2 y se usé6 1 ml para el analisis de

aminoacidos acidos y neutros y 1 ml para el analisis

de los aminocacidos basicos.

Oxidacidén con acido perférmico (52,53)

El acido performico se prepard afiadiendo a 1,8



ml de acido férmico 98%, 0,2 ml de H202 30% y mante-

niendo la mezcla a temperatura ambiente durante 2 hr.

Al residuo resultante de liofilizar 1 ml de la
disolucién standard de aminoacidos (2,5 pmoles/ml) se
anadieron 0,25 ml de écidp performico y la mezcla ge
incubé en un bano de hielo durante 2,5 hr. A continug—
cidon se diluyo con 2,5 ml de agua, se liofilizo y el
residuo se disolvibé en 2,5 ml del tampdén de pH 2,2

(1 Fmol/ml).

Para la oxidacién de la muestra, 0,3 ml de lé
disolucibn de proteina se liofilizaron y el residuo
se disolvid en- 0,1 ml de acido perférmico. Después
de incubar en un bano de hielo durante 2,5 hr se ana-
dié 1 ml de agua y se liofilizo6. Al residuo se afiadie-
ron 0,3 ml de ClH 6 N y se hidrolizbé 24 hr a llOgC.
Las manipulaciones subsiguientes se describen en el
apartado anterior; la muestra se analizé en la colum-
na larga y se calcularon los micromoles de acido cis-
teico y metioninasulfona con respecto a“los picos - de
alanina y leucina, que no sc alteran por el tratamien-

]
to cdon acido performico.

Analisis de los resultados

Los picos correspondientes a cada aminoacido



.

se integraron manualmente, multiplicando la altura de
cada pico por su anchura, determinada contando los
puntos impresos existentes sobre¢ la paralcla media a
la linea base. Las areas de cada pico, comparadas con
las determinadas en ¢l analisis de una mezcla patrdn
de aminoadcidos (media de tres determinaciones), permi-
tid6 calcular las cantidades absolutas de cada amino- '

acido.

La cantidad de treonina, serina y tirosina se
doterminarondextrapolando a tiempo cero los valores
experimentales. Para la isoleucina se tomaron los va-
lores correspondientes a 72 hr. Para el resto de los

aminoacidos se tomd la media de las tres determinacio-

nes.

Valoracion del triptéfano.

El triptéfano se determindé espectrofotometrica-

mente (54,55).

. .

La proteina de 29, preparada como se indicd
anteriormente, sc¢ disolvidé en NaOH y se leyd la ab-
sorcidén a 294 y 280 nm. Empiricamente se ha estable-
cido que la rclacién molar entre tirosina y triptéfa-

no c¢s



Tyr 0,592 pq) = 0,263 ¢ g,

Try 0,263 - 0,170

280 294

Por tanto, conocidos los moles de tirosina del
analisis de aminoacidos, se pueden calcular los moles

de triptofano.

En otras ocasiones se determindé el espectro en-
tre 240 y 320 nm. En este espectro se obtienen dos ma-
ximos de absorcidomn. La pendiente de la tangentec a am-

bos picos nos permite obtener un parametro

AQ AL E max

donde E2 y El son las absorciones en los dos maximos,
correspondientes a unas longitudes de onda )\2‘y>],

respectivamente.

La reclacion entre S y la relacidon molar Tyr/Try

se da en la tabla 2.

8.6. Andlisis de bases (56)

A 1 ml de una disolucidn de DNA de $29 de 1 mg/
ml, ecn un tubo de centrifuga, se anadieron 2 vollmenes

o . ., .
de acctona a 4 C y el precipitado se recogid centrifu-



Tabla 2 . Analisis. de triptéfano. Valores de la relacion

molar tirosina/triptéfano en funcidn de S.

Tyr/Try S (nm~l) - Tyr/Try S (nm-l)
0,1 . 17,5 1,1 - 1,8
0,2 - 14,7 1,3 0,11
0,3 - 12,6 1,5 1,5
0,4 - 10,7 2,0 4,8
0,5 - 9,0 2,5 8,4
0,7 -_6,1 3,0 11,9
0,9 - 3,9 L,0 19,4
1,0 - 2,8

s = 107 . 2~ M . .

)\’) - ‘\l Emax




. 0 ,
gando 15 min a 5.000 rpm a 4 C, se sacd el sobrenadan-
te y el sedimenlo se secd con una corriente suave de

nitrogeno.

Al DNA scco se aifiadieron 0,015 ml de ClOQH 70%
y el tubo tapado con parafilm se sumergidé durante 1
hr en un bafio de agua hirviendo. Después de enfriar a
temperatura ambiente se diluydé con 2 volumenes de agua
destilada. Del hidrolizado asi obtenido se tomaron
0,01 - 0,02 ml para cromatografia en papel Whatman 1
o 3 MM, previamente lavado con el disolvente (isopro-

panol-CIlH-H_0; 170:41:39) y secado posteriormente.

2
Como marcadores se emplearon 0,015 ml de una
mezcla de las cuatro bases del DNA a una concentracibn
de 0,3 mg/ml, disueltos con 61o4u 70% diluido con 2
volimenes de agua destilada, y DNA de esperma de sal-
mén, de composicidn de bases conocida, hidiolizado a

la misma concentracidn y en las mismas condiciones

que el DNA de f29.

Después de 20 hr de cromatografia descendente
se secO el papel y las manchas se detectaron con una
lampara ultravioleta, se recortd la zona de papel co-
rrespondiente a cada mancha y el material se eluyd

agitaendo durante la noche el papel suspendido cn C1H



0,1 M. E1 volumen de 1a.disolucién se determind por
pésada y la densidéd 6ptica se midid en un éspectrofg
témetro Beckman DU-2, calibrando con CrOQKz (59), en
una cubeta de 1 cm de paso de luz. Como blanco se
utilizbé una disolucidén en C1lH 0,1 M del material elui
do de una zona del cromatograma a la que no se habia

aplicado muestra.

Para cada mancha se determinaron las relacio-
nes espectrales, que confirmaron la identificacidn de -

las mismas.

Para las diferentes bases se tomaron los coefi-
cientes de extincidn que se dan en la tabla 3, resumen

de un experimento.

ITT.9. DETERMINACION DE DENSIDADES

La densidad de disoluciones de fago o disolven-
. . p Q
te se determinaron por picnometria a 20 C, usando un
picnbémetro calibrado de 7 ml de capacidad cuya ecua-

.’ » . . .« P
cion empirica de calibracion era

W, = 7,12392 + 0,078 L,

siendo W2O la masa del liquido que llena ¢l picndmetro

y L la distancia desde ¢l cero del picnbémetro hasta el

nemisco.
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La tabla 5 indica una determinacién de la den-

sidad de una disolucidn de @29.

ITI.10.DETERMINACION DE VISCOSIDADES

La viscosidad de disoluciones de determinaron

o} .
a 20 C usando un viscosimetro de Ostwald.(57).

III.ll.DETERMINACION.DE ABSORBANCIAS

Las densidades 6pticas se determinaron en un
espectrofotémetro Beckaman DU-2, calibrado con una so-
lucidén que contenia 00,0400 g de Cr04K2 por litro de
KOH 0,05 M, usando una cubeta con un paso de luz de 1

cm (58).

Las diluciones de la solucidén concentrada para
la medida de su absorcidén a 260 nm se hicieron por
diferencia de pesada, operando del modo siguiente :
una cubeta del espectrofotdémetro que contenia una pe-

~ . ’ Q . o] .
queinia barra agitadora se pesd 1) vacia, 2 ) con di-
. Q o ’
solvente (diluyente de fago) y 3 ) tras anadir, suce-
sivamente 0,01-0,02 ml de la solucidn concentrada del
fago. Tras cada adicibdn se agitd el contenido, se pe-
s6 la cubeta y se midid la densidad éptica a 260 nm
y 350 nm para corregir la absorcidén debida a "scatte-

ring'". Las absorciones se corrigieron de acuerdo con
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la curva de calibracidon y, por la diférencia de pesa-
da, se determind el peso de la disolucidén concentrada
de fago aniadida a la cubeta. A partir de este valor

y del peso del disolvente se determindé el factor de
dilucidén (d) correspondiente a cada adicién, expresa-
do en gramos de disolucién diiuida de fago por gramo
de disoluciodon concentrada. E1 producto de la abosr-
cién a 260 nm por el factor de dilucidén correspondien-
te es una constante que indica las unidades de A26O
de la solucidén de fago original (Egbla 5). Multipli-
cando este valor por la densidad de la solucidn con-
centrada del fago se obtiene la absorcidn de¢ la solu-

R
cion por ml.

En otros casos, para determinar las unidades

de A, de la solucidén concentrada se represento

0

graficamente la A frente a 1/d-1. Después de inteﬁ

260

polar la mejor recta por minimos cuadrados, se deter-

mino d para una A = 1. El inverso del valor obte-

260

nido mas 1 da, directamente, las unidades de A260

de la solucién original (tabla 5, figura 2).

III.12.DETERMINACION DE PESO SECO

Para determinar la abosrcidn especifica

de fago, primero se midid ‘la A26 de la solucidn, co-

0
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cibén de $¥29 en diluyente de fago.



mo se acaba de indicar. A continuacidén la muestra se
dializo frente a agua destilada o, preferiblemente,
contra acetato amdénico 0,1 M. La disolucibdn dializada
se liofilizb, el residuo se resuspendibé en agua y se
volvid a liofilizar. Esta operacidén se repitid una
vez mhs. El residuo liofilizado se secd a presibén re-

o] .
ducida a 100 C en presencia de P O5 hasta peso cons-

2
tante (48 hr).

ITIX.13.DETERMINACION DE VOLUMENES ESPECIFICOS

El Volumen'especifico parcial de un soluto es
el incremento de volumen del di;olvente al aniadir la
unidad de masa de soluto a una masa, infinita de di-
solvente.

v

dm,/m,T,P (13-1)

<t
[\

Siendo Pl la densidad del disolvente en g cm_3,

V1 el volumen del disolvente en cm”, Wl el peso del

disolvente en g vy 82, V2 y W, la densidad, el volumen

2

y el peso del soluto, PB, V3 y W los de la disolu-

3’

cion y V_ el volumen especifico parcial del soluto,

2

sc tiene que

V- - \Y; -
Wy = W, + W, - W, V, (1 (13-2)



Dividiendo por V

3 X .2 (1-v2()l) (13-3)

Puesto que por definicidn de Vz, la masa del
disolvente (Wl) es infinita frente a la de soluto

(wz)

(’3=(’1+‘1"‘72(’1) c, '(13-4)

que nos permite determinar V_ a partir de la pendien-

2

como ordenada y C_ abcisa.

te de la recta que tiene e 5

)

13.1. Volumen especifico de f29.

La densidad del fago cn diluyente de fago se
o}
determind por picnometria a 20 C de disoluciones de

fago de concentraciones entre 10 mg/ml y 35 mg/mi596869).

La concentracibén de las disoluciones de $29 se
determiné midiendo la absorcidén Optica como se ha in-
dicado antes; multiplicando ésta por la absorcidn es-

3

pecifica -del fago se obtuvo la concentracidén en g cm ~.

Representando la densidad, 63, de diluciones
de fago en {funcidén de la concentracidn, C3, se define
una recta cuya ordenada en el origen es la densidad,

el, del disolvente y de cuya pendiente (1-—V2 Pl), se



puede calcular Vz.

13.2. Volumen especifico de la proteina de £29.

El volumen especifico parcial de la proteina
total de 29 sc¢ obtuvo a partir de su composiciodn de

amindécidos (60).

E1 volumen molar aparente de una proteina de
composicidbn conocida puede calcularse a partir de los
incrementos de volumen de sus aminoacidos. Si la pro-
teina gontiene n, moles del aminoacido i de peso mole
cular Mi vy volumen mo%ar aparenteléﬁJ el volumen mo-

= n. . l - )

Por tanto, el volumen especifico aparente de

la proteina, Vp’ es

1 ¢H) éfnicé i

= (13'6)
P e Mp z 5y Mi

Esta ecuacibn contiene el peso molecular de la
proteina, Mp, pero este valor no es necesario conocer

lo para determinar el volumen especifico aparente,

Vp' Si w, es el tanto por ciento en peso del aminoaci

do iy Vi el volumen especifico del mismo (= éi/Mi),



el volumen de 100 g de proteina es Wy Vi’ y el volu-

men cspecifico aparente, Vp.

) Zwi v,

p 100

v (13-7)

13.3. Volumen especifico del DNA de $29

El volumen especifico del DNA de #29 se deter-
miné a partir de su densidad de flotacidén en ClCs y
de su composicidn de bases, después de corregir el

agua ligada y pasar de cationes Cs a Na.
La ecuacidn

Mo+ 18 n - A
= M \% + 18 n (13*8)

€Cs Cs Cs

relaciona la masa media de la sal de Cs de los'nucleé

tidos del DNA con su volumen especifico (61).

MCS es la masa media de la sal de Cs de los nu-
cleétidos, n es el nimero de moles de agua ligada por
ml de nuclebtido, ecs es la densidad de flotacién del

DNA en ClCs y ch es el volumen especifico de la sal

de Cs del DNA.

Hearst y Vinograd (62,63), estudiando las den-

sidades de flotacidén del DNA de T4 en varias sales de



cesio, determinaron.que para este cation el ntmero de
moléculas de agua ligada por ml de nucledétido es 7.

La masa media dc la sal de cesio de los nucledtidos
del DNA de $29 se determind a partir de su composicidn

de bases.

Sustituyendo estos valores en la ccuacidn an-
terior se obtiene el volumen especifico de la sal de
cesio del DNA. Para pasar de la sal de cesio a la sal
sd6dica hay que tener en cuenta la diferencia de volu-

men centre diqhos‘cationes (64). Llamando CCs v CNa

los volumenes de los cationes indicados, el volumen
especifico de la sal sb6dica del DNA sera

ey —

\' M. - (C - Cy )
vN - Cs "Cs Cs Na (13-9)
a M
"Na

ITT.14.DETERMINACTION DE COEFICIENTES DE SEDIMENTACION.

14.1. Ecuaciones fundamentales (65).

Una macromolécula en disolucidn contiene una
cierta cantidad de disolvente por lo que, en general,

y el volumen, V de la particula solva-

la masa, M )
h

h’

ada so: e cneral, de nocidos.
tad on, en g ~al, desconocid

Si la solucidn se somete a un campo centrifugo,



siendo w la velocidad angular del rotor y r la distan

cia de la particula al eje de giro.

Contrarrestando a la fuerza centrifuga existe

una fuerza de flotacidén, F que, por el principio de

b1

Arquimedes, es

Al 2
Pb = theo wr (14-2)

siendo fo la densidad del disolvente.

Por tanto, la fuerza neta por particula es

F=F =~TF = (M - ()o Vh) wor (14-3)

La masa, Mh’ y el volumen, Vh’ de la particula
solvatada, valen | |

M =M (14 %l) (14-4)

v, =M (T, « Xl \‘ri) (14-5)

siendo M el peso molecular de la particula no solva-
tada, X

de la particula no solvatada, V

1 los gramos de disolvente asociados con 1 g

5 el volumen especifi-

, , =0 :
co parcial de la particula y Vl el volumen especifico



del disolvente.
‘Sustituyendo (14-4) y (14-5) en (14-3)

F =M (1 - Vze) wor . (1%-6)

La fuerza, FC, imparte a la particula una ve-

locidad constante, u,

w = -l—;— =M (1 - Vze)wzr (14-7)

sicndo f el coeficiente de rozamiento de la particula.

LLa velocidad, u, depende de la velocidad del
rotor, w, y de la distancia, r, al eje de giro. Por
tanto, es’conveniente definir una cantidad que depen-
da sblo de paramctros moleculares. Esta cantidad es el
coeficiente de sedimentacidén de la particula, s,

u M (1 —.VZ e)

s = = (14-8)
wor f

El cocficiente de sedimentacidén es, por tanto,
la velocidad que adquiere la macromolécula por campo
centrifugo unidad. En el sistema CGS sus unidades son

sag.

14.2. Corrcccidn a condiciones standard

De la ccuacidén (14-7) es claro que el coeficien



te de sedimentacidén, s, debe variar con la concentra-
cidén, ya que dependc del coeficiente de rozamiento,

f, que varia con la concentracion.

Aunque no existe una teoria gencral de la de-
pendencia de f y, por tanto, de s con la concentra-
cib6n, empiricamente se ha observado que para macromo-
léculas compactas o simétricas, el coeficiente de se-
dimentacidén suele variar linealmente con la concentra

cidn en la forma

s = s = KC (14-9)

3 ’ . , ‘ . *
mientras que para macromoléculas asimetricas la rela-

cidén empirica es

1 1
— = — + KC (14-10)
S S

Tanto en (14-9) como en (14-10), s® es el coe-
ficiente de sedimentaéién a dilucidén infinita y C la
concentracion de la disolucidén. En las dos ecuaciones
K siempre es positivo, es decir, s siempre disminuye

al aumentar C.

Como es 1lo6gico el valor del coeficiente de se-
. . . (o]
dimentacidén extrapolado a concentracidén cero, s , de-

pende de las propiedades del disolvente, por esta ra-



P o .
zon, el valor de s se reduce a condiciones standard
(] R o
de agua a 20 C como disolvente. E1 valor de s corre-
gido de este modo seria el que tendria una disoluciodn
, 0 . ,
de la macromolécula en agua a 20 C si los parametros
moleculares M, V_ y f (ecuacién (14-8)) fueran cons-

2

tantes independientes del disolvente.

Para una particula esférica no solvatada (h =

o) de masa M y volumen especifico parcial V_ el coe-

2
ficiente de rozamiento molar es
3MV ‘
f = 6Trl7 tP(M V ) (14-11)
41TN )

siendo 7 la viscosidad del medio y ¢ (m, V2) una fun-

cién de M y Vz.

Si la particula no es esférica y esta solvata-
da,
= p\l, (M, V,, n) (14-12)

siendo ¢ (M, V_, h) una funcidén desconocida determina-

2?
da por la forma, tamano y solvatacion de la particula.

. . o
Sin embargo, para corregir el valor de s a agua a

0o -
20 C se supone que ¢)(M, Vv h) es una constante in-

2’
dependiente del disolvente (65).

Por tanto, si en un cierto disolvente, d, a una



0 .
temperatura de t C tenemos, de acuerdo con (14-8) y
(14-12), un valor del coeficiente de sedimentacidén a

. Ca .. o]
dilucion infinita, St a’
]

M (1-V )
S0 4 = 2,%,d (e a (14-13)
?
Vt,d\b(Ml Vyr h)
o]
y en agua, w, a 20 C
M (1-V )
Sgo . - 2,20:\\7’ 20,'W (ll.l-’lll)
V20, 750 1)
De (13) v (1%)
1-V, , ,
o] - O 9{3 - ( 2 ’O w €20 W' (lli'-'ls)

s
20,w © t,a Voov (lvztdf’zod

En la ccuacién (14-15) el valor del volumen es-

0 -
- L ~ . P . - - c - ’- )
pecifico parcial del soluto en agua a 20 C, \2,20,w’

se sucle sustituir por el valor del volumen especifi-

0
co parcial en el disolvente experimental a 20 C,

(66), resultando

o) o ‘Dt d @'VO 30,d eLO w)

“20,w 7 Ft,d 20, (l VL,c det d)

V2,2O,d

(14-16)

En la correccibén del coeficiente de sedimenta-
cidén el facltor mas importante sucle ser la viscosidad
ya que durante un experimento de sedimentacidén la vis

~cosgidad del disolvente puede variar de un modo apre-



ciable. Por tanto, el factor debido a la viscosidad,

thd ~ Dt,W' Dt,d

y20,w ) '720,w * ?t,w

(7.7

(14-17)

suele separarse en dos subfactores, uno, variable con
la temperatura, que da la relacidén de viscosidades

del agua y otro, que da la relacidon de viscosidades
del disolvente y del agua a la temperatura del experi-

mento.

De acuerdo con (14-17), la ecuacidén (14-16) 'sec

transforma en

(14-18)

o o (7t) (Vd) (1’v25éo,d€zo,xq)

SZO,W ) St’d }20 7\\7 t (1—V2‘1t,d et‘d) '

14.3. Determinacioén experimental

Reescribiendo (14-8),

dr/dt 2.203 d logr

s =
w2 1 60 w2 dt!

siendo t' el tiempo en minutos, si representamos log
r frente a t' se obtiene una recta cuya pendiente nos
vpermite conocer el valor s de la particula a la con-

centracibén del expcrimento.



Los coeficientes de sedimentacidon de $29 en DF
se determinaron en una serie de disoluciones de con-
centraciones comprendidas entre 1 mg cm—3 y 0.056 mg
cm-B, en una ultracentrifuga analitica Beckman, mode-
lo E, a 10,589 rpm y a 2O,OQC por el método de la wve-
locidad de sedimentacidédn (67,68), empleandose un ro-
tor An-D con una célula standard de aluminio de 12

I «

El termistor se calibrdé representando los valo
res del dispositivo de medida del aparato frente a
las lecturas de un termoémetro contrastado insertadq
en el orificio del rotor donde se coloca la célula.
El rotor enfriado previamente se fué calentando lenta

mente en un termostato.

Para medir las distancias desde el eje de gi-
ro hasta la zona limite entre el disolvente y la di-
solucidn sc usd el sistema Optico schlieren que per-
mite la visualizacibén del limite en una fotorgrafia
en que aparece representado el gradiente del indice
de refraccidén, dn/dr, en funcién de la distancia, r,
como una curva de Gauss. En general, la variacidn
del indice de refraccién dn, puede considerarse direc

tamente proporcional a la variacion de concentra-



cién (69); por tanto, para la precisién requerida en
la mayoria de las medidas, la figura schlieren es una
grafica de dn/dr en funcidn de r. La abcisa corres-
pondiente a la ordenada maxima se utilizé para medir
los desplazamientos del limite a diferentes tiempos,

por medio de un microcomparador o6ptico (68).

(o]

o]
90.DF' 2 20 C en dilu-~
)

El valor obtenido para s
0
yente de fago se Qorrigié para agua a 20 C de acuerdo

con la ecuacién (14-16)

. : _ 7 )
o o Doo.or (-5 50 . pF eZO,w

s = S »
20,W = ®20,DF D20,w (1""2_20,[)1?(’20,[)1?

, la relacion de viscosgidades del DF

o) .. . '
y el agua a 20 C/se determino experimentalmente en
un viscosimetro de Ostwald obteniéendose un valor de

1,028 f o,004; V el volumen especifico par-

2,20,DF’
cial de @29 en DI, se determinbé como se indica en la

’

0
pag. 56; 620 y» la densidad del agua a 20,0 C, es
9

(o)
0,99823 y e la densidad del DF a 20 C, se de-

20,DF’
termindé experimentalmente por picnometria, obtenién-

dose un valor de 1.0072.

ITTI.15.DETERMINACION DE COEFICIENTES DE DIFUSION

15.1. Ecuaciones fundamentales (65).




Supongamos que en un.tubo que éontiene una di-
soluciép de una macromolécula de concentracidén C, co-
locamos sobre ella con cuidado disolvente puro. De es
te modo se crea un limite nitido a traveés del cual la
concentracion de soluto cambia bruscamente de cero a
Co- Este sistema no esta en equilibrio y, si se aguar
da un cierto tiempo, el potencial quimico, rg, del
soluto sera el mismo en todo el sistema. Por tanto,
la fuerza motriz que tiende a desplazar el soluto a
través del limite es el cambio del potencial quimico
con la distancia. El flujo, Jg, por unidad de area

sera

012
J2 = - L2 (—é&x—-—) : (15-1)
El potencial quimico del soluto depende .de T,

Py C, pero si T y P son constantes

(Bl

Por tanto el gradiente de concentracidn crea

el flujo- de soluto.

Como

o
/\12 :/12 + RT 1n C2Y2 (15-3)

donde Yo es el coeficicnte de actividad, que es fun-

cién de T,P y C Diferenciando respecto a Cz,

o



(3“2 RT | ()l”Yz |
7§E;T) = — 1+ cg( c““j) (15-4)

2 2

Sustituyendo (15-4) y (15-2) en (15-1)

L2RT (f)lnyz) ()Cq
1+ C2 =

— -?r-“‘-—-'—— ~ (15—5)
2 C ) C,

f) X

2
El factor Ly/Cop en (15-4) es 1/Nf,, sicndo N el nime-
ro de Avogrado y f, el coeficiente de rozamiento del '
soluto (65). Por tanto,

| (Dlnyq {bC )
Jo- - BT 1+ C - 2 (15-6)
Nf T2\ 9 ¢, D x

2

o '(>C2
J, = - D2< oge ) (15-7)

51gndo o rblan
= 1 + C2 Tﬁ;—)

no

(15-8)

El factor D_. es el coeficiente de difusion,

2
. 2 -1 - .
con unidades cm seg ~, definido experimentalmente por

la ecuacidén (15-7) que es la primera ley de Fick. La

ecuacion (15-8) indica que D, es funcién de RT, que
es una medida de la energia cinética de las moléculas,
de £,, que determina el tamaiio y forma de la molécula
y de un factor de correccion

(Dlan
1 + 02(75-6.2—

que indica que D, depende de la interaccidén soluto-so-
[



luto, es decir, de la concentraciodn.

Para soluciones ideales,

lim Yo = 1
C2—>O

Por tanto,

D, = (15-9)

Si, ademas, f2 no varia con la concentracién,Dz es

una constante.

Para la determinacion éxperimental‘de‘Dé lo
mas facil es observar como varia la concentracidén del
soluto, C2, en Tuncidén del tiempo en la regidén del 1li-

mite. Esto puede obtenerse combinando la ecuacidén (15-

7) con la ecuacién de continuidad

g .
(;; ) = -(%—Jf—)t (15-10)

que establece la conservacion de masa de la macromoleée-

cula cn el sistema.

De (15-7) y (15-10)

e} 9 9_32_)
t

~~~~~ D

c)‘t x :i;;_ 2\ Vx

y, Si suponcmos que D2 no depende de C

(15-11)

) obtenemos



b t ,e)xz

La ccuacién (15-12), que es la expresidén de la

(}Cg - D(')?c)t | (15-12)

segunda ley de Fick, indica que la velocidad de cambio

de la concentracidén de soluto en el limite de difusiédn
es proporcional a la velocidad de cambio del gradien-

te de concentracidn en el limite.

La ecuacibén (15-12) puede resolverse cn casos
especiales, una vez definidas unas ciertas condicio-
nes iniciales y de cdntorno (figura 3 ). La longitud
de la célula (coordenada x) puede considerarse muy ,
larga, en rélacién al tiempo durante el que se sigue
el proceso de difusion. Por tanto, puede suponerse
gue en la parte superior e inferior (x = +Xy - ao)
la concentracién no deja de ser cero y Co, respecti-
vamente. A tiempo t = O en x = b se crea un limite
nitido del disolvente sobre la disolucion. En estas

condiciones de difusiodén libre la solucidn de la ecua-

cién (15-12) es

x/2 \ﬁft

w2
co= 80 |1 2 eV ay| (15-13)
2 ¢ VT
(0]
siendo X
D~
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La ecuacién (15-13) es la curva en forma de S
de la figura 3, que representa 02 = f(x). La inte-
gral es la integral de probabilidad, cuyo valor, que

es una funcién de x/2 'Dt, varia desde O hasta V2,

cuando x/2 VDt varia desde O hasta ©©.

En algunos casos es mal Util tener la dCZ/dx =
f(x). Para ello, derivando (15-13) respecto a x, ob-
tenemos el gradiente de concentracib6n, que es la

"curva de error!" o campana de Gauss. :

' 2

(bcz Co L ;jt

( ‘DX) = c (15-14)
- 2 \pt :

Tanto la ecuacidén (15-13) como la (15-14) per-
miten determinar cexperimentalmente el coeficiente de

difusibn.

15.2. Correccidén a condiciones standard (65)

Para interpretar el coeficiente de difusidbn
obtenido, extrapolado a concentracioéon cero, Do,-ha de
tenerse en cuenta que una particula en disolucidn es-
ta solvatada con una cierta cantidad de disolvente,

S , adquiriendo un volumen solvatado, V

b dado por

- e TR
Vh 573 RS (15-15)



suponiendo que la particula solvatada sea una esfera

de radio Ro.

De acuerdo con la ecuacién (14-5)

= O
Vh = M (V2 +Sl Vl)

Por tanto,

V3 '
M - -
R - [W (¥, + Sl Vl)] (15-16)

El coeficiente de rozamiento de la esfera ideal

seria

O

f = 6“'7}10 (15-17)
siendo ? la viscosidad del medio.
El coeficiente de rozamiento real de la parti-

cula puede expresarse en funcidn de fo’ por medio de

la relacidn f/fo,

S ‘
£ =5 - 6T\'7 R (15-18)
o
La relacidn (f/fo) = 1 si la macromolécula sol-

vatada es, realmente, una esfera, pero, en general,

(f/fo) > 1.

Combinando (15-9), (15-16) y (15-18)
> 55 VB
RT MV, + Sl vy)

£ - poral 6W7(f/fo) = (15-19)




La ecuacidén (15-19) indica que el coeficiente
de difusidn de las particulas, Do, depende de su pe-
so molecular, M, de su volumen especifico parcial,
Vz, de (f/fo), que es un indice de la desviacidn de
la particula de la forma esférica, y del indice de

solvatacién,%.

De un modo analogo a lo hecho con el coeficien
. ., o . . .,
te de sedimentacion, s , el coeficiente de difusion,

o . .
D”, se corrige normalmente a condiciones standard de

(o]

seria
20,W,

o .
agua a 20 C. El1 valor corregido de DO, D
el coeficiente de difusibén de la particula si los pa-

rametros moleculares, M, V (f/fo) y %, (ecuacidn

2’
15-19) fuesen constantes independientes del disolven-
te. Si esto fuera asi, de acuerdo con (15-19), para

un cierto disolvente, d, a una temperatura 273 + t,

y con una viscosidad 7273+t d ’
)

0 (273 + t) v (s )
D = M,v_, (£/f ), )
td " D3 4 t,a q) 2 ot
(15-20)
Para c¢l agua a ZOQC
} -
DO _ 293 LP(M,VZ, (£/€ ), %l) (15-21)

20, W
?293,‘«

De (15-20) y (15-21)



(15-22)

= po Do73 4+ t,d ) ( 293
20,W = "t.d\ | Dogy .y 273 + ¢

y desdoblando la relacidén de viscosidades en dos sub-
factores, igual que se hizo en la correccidn del coe-

ficiente de sedimentaciébn,

(15-23)
b0 _ 5O Da ( ?273 + t (.__2_.9_2..___)
20,V A Dy J 2734\ P293 w\ 283 + t

15.3. Determinacidn experimental

Los coeficientes de difusion de £29 en DF se
determinaron en una serie de disoluciones de diferen- .
te concentracidn en un aparato de difusidn libre-elec-

. o o
troforesis de Beckman, modelo H, a 1 C y 20 C, por

tres métodos diferentes.

1) Método de la relacidn altura-area (70)

Utilizando el sistema Optico schlieren puede.
visualizarse en una placa fotografica el limite de
difusidon o zona de separacidn entre el disolvente y
la disolucibén, dando una gréfica del gradiente del in-
dice de refraccién,fan/qu en funcidén de la distancia.

Esta grafica es la representacidén de la ecuaciodon (15-

14).



)
_ X

n = A n € ~ Dt ~ (15-24)

Dx 2 \VIT Dt

siendo n = n, o+ KC vy An la diferencia total del indi-

ce de refraccidn a través del limite.

En la figura 3 , la altura, H, de la curva de

Gauss, es

[ _An 15.
Hu('bx)xzo uz‘ﬁ-f)-t' (15-25)

y el area, A, bajo la curva es

A = (.bn )‘dx =An (15-26)

Sustituyendo (15-26) en (15-25) y operando

2
(-—4——) = 41 Dt (15-27)
H .

Por tanto, representando (A/H)2 en funcidén de t
se obtienc una recta cuya pendiente es 4TtD. Sin em-
bargo, en la practica hay que reducir las dimensiones

obtenidas en la placa a las dimensiones reales en la

célula.

Asi,‘bn/)}c en la célula y la ordenada Y de la

placa schlieren estan relacionadas por la ecuacidn

In

(15-28)
dx b

i
jop]
]




Por otro lado, siendo Gv los aumentos vertica=-

les, X la coordenada en la placa y x la de la célula,

x = = (15-29)
o _ .
v
Por tanto
+00 :
An - X Y dx = Gh A (15-30)
G G
v -0 v
Sustituyendo (28) y (30) en (9),
G
h A
G
M )
= G H (15-31
2Tt v
y, siendo G = Gv/Gh’
1 AV 1
D = 2 — . (15~32)
4G H t

2) Método de Longsworth (70-72).

Utilizando un interferdmetro de Rayleigh como
sistema Optico se obtiene dircctamente una representa-
cibén del indice de refraccidn frenfe a x a través del
limite de difusidén. Esta curva es la integral de la ob
tenida con cl sistema schlieren y esta dada por 1la

ecuacibn



. 4 x/2 \/‘57;

. 4A]1 2 2
n = A -y (15-33)
2 YT e dy

0o

siendo An la diferencia total del indice de refrac-
¢cibén entre la disolucidn y el disolvente a través del

limite y y = x/2 V Dt.

Un limite de difusidén libre en una célula de un
interferdmetro (la otra célula se llena con disolven-
te) da lugar a una diferencia de indice de refraccién
que va variando con la coordenada vertical a lo largo
de la extensidén del limite de difusidén. En la fotogra-
fia se obtiene, por tanto, un desplazamiento horizon-
tal continuo de lineas, tal como se muestra en la fi-
gura 4. Las lineas verticqles en las.partes superio-
r (disolvente) e inferior (disolucidén) de las fotos
corresponden a regiones de la célula donde no hay limi
te de difusidn. Estas»lineas definen, por tanto, el
eje vertical de la célula. Las lineas diagonales en
el centro de cada foto corresponden al limite de difu-
sidén. Cada linéa corresponde a una funcidén, n(x), del
indice de refraccién en la célula; es decir, es una
curva de probabilidad integral completa (ecuacidn 15-
33), pero como la apertura lateral del aparato estéa

limitada por la falta de coherencia de la luz de la
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obtenido con un interferometro Rayleigh.
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fuente luminosa, tan pronto como una iinea se despla-
za del eje mas de una cierta cantidad, se pierde; es-
to hace que no sc¢ obtenga el trazado completo de una
linea a lo largo de todo el limite de difusion. En la
figura 5 se han montado paralelas una serie de fotos
idénficas de un mismo interferograma Rayleigh a dis-
tancias tales que las lineas ocupen seis posiciones
relativas verdaderas. De este modo puede reconstruir-
se la situacibén que se tendria si las aperturas late-
rales de las rendijas del interferdémetro fuesen mucho
mayores. En dicha figura puede verse que la grafica
correspondiente a una linea completa es la curva in-

tegral de probabilidad dada por la ecuacién (15-33).

Puesto que las coordenadas verticales, H, de
una figura dé interferencias son proporcionaleé a la
altura, h, (figura 3), en la célula, los puntos en
los que las franjas diagonales sucesivas cortan a una
vertical represehtan los niveles en el limite entre

los que el camino 6ptico difiere en una longitd de onda.

Un parametro fundamental de los calculos es el
numero total de lineas, J, que es una medida del cam-
bio total de concentracibén a través del limite. Si a

es el grosor de la celula, erl la diferencia del in
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dice de refraccidn entre la disolucidn y el disolven-

te y /x la longitud de onda de la luz,

aldn

A

En general J no es un numero entero; la parte

J =

entera es el ntmero de lineas diagonales que cortan a
una vertical;;la porcidén decimal se determiné del mo-
do siguiente : si se traza una recta como continuacidn
de una de las lineas verticales correspondiente a la
disolucién homogénea situada por debajo del limite, di
cha linceca no coincide en general con una linea verti-
cal en el disolventec situado sobre el limite de difu-
sion. La relacidn entre este desplazamiento lateral y
la separacidon de lineas verticales adyacentes es la

parte decimal de J.

Todos los calculos que se describen a continua-
cién estan basados en la idea que la distribucidn de
concentracion en el limite de difusidn es Gaussiana :
Puesto que el numero de la linea, j, es una medida de
la concentracidén en el limite de difusidén y es igual
é J/2 en-el centro (x = 0), figura-3, estos nUmeros
pueden normalizarse a la misma escala que los de las
tablas de funciones de pfobabilidad (73) usando la

proporcidn



(j--J—) 2. (2j-J)/‘J.
>/

En las tablas de funciones de probabilidad, las

"concentraciones" normalizadas

x
2
_&_ Jr e' X dx
Vi Jo :
estan tabuladas en funcidn de las "distancias!" normali-

zadas,

h

2\/'5%

y varian desde O hasta 1 cuando x varia desde O hasta

X = =

infinito.

Por tanto, una vez emparejadas las lineas j =~co-
lumnas (1) y (2) de la tabla 6 , se calculan los valo-
res (2j - J)/J para cada valor de j -columnas (3) y
(4)-; puesto que las tablas de funciones de probabili-
dad s6lo cubren la mitad positiva de la funcidén de pro
babilidad, el signo de (2j - J)/J puede ignorarse siem
pre que Jk< J/2 (jl, y los valores de hJ./2 \/-D—t ~colum-
nas (5) y (6)- se suman para obtener el valor del fac-

tor de normalizacién -columna (7)-.

Las posiciones relativas, Hj’ de los pares de
lineas emparejadas se determinan en un microcomporador

obteniéndose las columnas (8) y (9) y la diferencia,



ZXH = Hl - Hk‘ indiga la distancia entre ambas -colum

Dividiendo los valores de la columna (10) por
los de la (17) se obtiene el valor de 2 \[Dt. (AH/Ah)
-columna (11)- o sus cuadrados 4Dt ( AH/Akﬂg -colum-

na 12-.

La relacion AH/Ah es el factor de aumento del
sistema de lentes,‘que se determina fotografiando una
escala exacta dibujada sobre una placa de vidrio, que
se monta delante de la célula. La comparacidén de los
intervalos de las lineas en la fotografia con los de

la escala original permite detecrminar el valor de

AU/4nh .

Dividiendo los valores de la columna (12) por

el valor de ([lH/Ath se obtiene 4Dt.- columna(13)-.

Repitiendo todas las operaciones indicadas a
difirentes tiempos y obtenidos los correspondientes
valores de D, en general se observa que los valores
del coeficiente de difusidn suelen disminuir con el
tiempo ya que el limite de difusiéﬁ va haciéndose me-
nos nitido. Representando los distintos valores obte-
nidos para D en funcién de t puede extrapolarse para

t = O.



Tabla 6. Determinacidén de los valores 4Dt (AH/Ah)2 a

partir de un interferograma Rayleigh de di-

fusién (ver tabla 22)

Columna
(1),(2) oy Pares de lineas apareadas; el
k 1 (4 L4 3
numero de la .linea es una medi-
da de la concentracién en el 1i
mite de difusiodn.

(3),(4) (2jk—J)/J' Normalizacidén de los valores jk’
J; @ una escala igual que la de
las funciones de probabilidad.

(5),(6) X?? Xl Distancias x = -h/2 VDt normali-
zadas, obtenidas de las tablas
de funciones de probabilidad a
partir de los valores (2jk-J)/J

(7) h/2 VB% Factor de normalizacibén = Xk +
X L ]

1

(8),(9) Iﬁﬂ Hl Posiciones relativas de las 1li-
neas jk, jl, determinadas con
un microconparador.

(10) AH Distancia entre las lineas jk,
Jl = Hl—Hk.

(11) 2YDt (AH/8h) Cocientre entre (10) y (7).
(411/Ah), el factor de aumento
del sistema de lentes, se de-
termina como se indica en ¢l
texto.

(12) 4nt (C\H/Ah)z Cuadrado de (11)

. 2

(13) 4pt Cociente entre (12) v (AH/4Nh)




3) Método del papel de probabilidad (72)

Como ya se ha indicado antes, la ecuacién (15-

2k )

<2/l
¥ An g TX/UDE

Ix  2VrDe

es la derivada de la ecuacidn integral de probabilidad

(15-33).

Los valores de x en los dos puntos de infle-
xibén de la curva, es decir, la desviacidén standard,
pueden obtenerse igualando a cero la segunda derivada

de dn/dx, obteniéndose

2\/ Dt (15-34)

X. = 0 =
i
Por tanto,
2A
D= 2 (15-35)
‘ 2t

es decir, el coeficiente de difusidén es la mitad de la

varianza, 02, dividido por el tiempo de difusidn, t.

En una distribucidén normal de probabilidad la
desviacién standard, O, se encuentra en una posicidbn
correspondiente al 16% y al 84% del ntmero total de

lincas. Por tanto, una vez determinado el nimero total



de lineas, se calcu}a que porcentaje del mismo se en-
cuentra entre el centro de cada linea y un extremo de
la ceélula. Este porcentaje se representa frente a la
posicidn de la linea con respecto al eje de la célula.
Siempre que el limite sea:.suficientemente nitido al
comiénzo del experimento y el coeficiente de difusidn
no varie mucho con la concentracion, estos valores de-
ben distribuirse como una distribucidén normal acumula-
tiva. Representando esta funcidén sobre papel de probaj
bilidad debe obtenerse una recta en la que O corres-
ponde, con buena precisién, al 16 y 84% del numero to-

tal de lineas.

Representando los porcentajes de cada linea res
pecto al total (Jm) frente a sus posiciones relativas,
para cada .tiempo,se obtiene una recta de la qué puede
deducirse el valor de 7. Con los valores de 0 a dife-
rentes tiempos, repreéentando 32 en funcion de 2t

(ecuacidén 15-35), la pendiente da el valor de D.

II1.16.DETERMINACION DE MOVILIDADES ELECTROFORETICAS (65)

La movilidad electroforeética, u, de un polieclec
trolito se define como la velocidad por campo eléctri-

co unidad.



u = —— (16-1)

E
' . 2 -1
De acuerdo con (16-1) las unidades de u son cm”~ V

-1
seg .

En el caso de un polielectrolito, el numero de
grupos ionizados, positivos y negativos, y por tanto
su carga, es una funcién del pH. Aquel pH para el que
s5e hace cero la carga netaAdel polielectrolito se 1lla

ma punto isoeléctrico, pI.

Para determinar movilidades electroforeéticas
de un polielectrolito a diferentes pHs,con el fin de
determinar el punto isoeléctrico, es necesario hacer
las determinaciones a fuerza idnica cbnstante, ya que
las dimensiones de la doble capa electroquimica del
macroién son funcidén de la fuerza idnica, I, y por
tanto, una variacidn de la fuerza idnica daria lugar

a un cambio en la movilidad.

Una aproximacién de la relacidén entre movili-

dad y fuerza ibénica esta dada por la expresiodn

Ze X (kR)
u = (16-2)
6TT7R 1 + kR




o 12
donde 8w Ne "
k = I , (16-3)
1000 €k T

Z es el nimero de unidades de carga (€= 4,8 x 10"10

u.e.e.), p es la viscosidad del medio, R es el radio
de la particula, &£ es la constante dieléctrica y I es

la fuerza ibénica del medio (I = Ci Zi ).

K es el reciproco del radio de la nube idnica
de la teoria de Debye-Hiickel, que es una funcidon de
la fuerza idnica del medio : si I es grande la nube
iénica‘alrededor_delAmacroién se contrae; si I es pe-

queiia, la nube idnica se difunde y extiende.

La funcién X (kR) es la funcidén de Henry, que
varia entre 1.0 y 1.5 cuando kR cambia de cero hasta

infinito.

Para la determinacidn de las movilidades elec-
troforéticas de 029 aAdiferentes pHs se empled un
tampén de barbital sodédico-acetato sddico-ClH desde pH
2,6 a 9.‘A cste tampon se ariadié en todos los casos
Cleg a una concentracién final 0,01 M y cantidades
variables de ClNa segin el pH, para mantener la fuer-

za 1iénica constante

Las medidas de¢ movilidad se hicieron en una ceé-



Jula de 11 ml de electroforesis libre; tipo Tiselius,
dé Beckman a una teﬁperatura de;lQC para evitar dis-

torsiones térmicas, aplicandose un campo ecléectrico de
L 5 v cmnz. En todas las determinaciones la concentra

-1

cién de P29 fué de 20 unidades de A cm

260

Para determinar la posicidén en funcién del

tiempo del limite de separacién entre la disolucién y
el disolvente en las ramas ascendente y descendente
de la célula se utilizdé el sistema O6ptico Schlieren.
Representando las distancias recorridas en funcidn
del‘tiempo se obtiene una rééta‘pafa‘céda pH, cuya
pendiente es la velocidad media, Ve Dividiendo la ve
locidad media por el campo eléctrico aplicado se ob-

tiene la movilidad electroforetica.

ITT.17.ESPECTROS ULTRAVIOLETA

Los espectros ultravioleta de @29, su proteina
y DNA se determinaron en un espectrofotdémetro Cary

15, previamente calibrado con una disolucidn alcalina

de Cro,K, (58).
De las muestras conteniendo 0,6 - 0,7 unidades
de A cmn1 de fago, proteina o DNA se realizaron es

260

pectros entre 250 y 320 nm en una cubeta con un paso



de luz de 1 cm. Los valores obtenidos se corrigieron

para la absorcibén debida a "scattering'.

IIT.18.MICROSCOPIA ELECTRONICA

Preparacion de las rejillas.

Un portaobjetos iimpio y desengrasado se sumer
g€i6 en un frasco de boca ancha que contenia una diso~
lucién de colodidén al 0,75% en acetato de isoamilo y
se dejo secando a‘temperatura ambiente, en un reci-

piente cerrado 15-30 minutos.

Lé pelicula de colodién se separd del portaob-
jetos haciéndola flotar sobre una superficie limpia
de’agua destilada en una placa de Petri, y sobre la
misma se colocaron las rejillas de cobre con la cara
brillante hacia abajo. La pelicula con las rejillas
se sacO de la placa de Petri iﬁtroduciendo en el agua
un papel de filtro toéando un extremo de la pelicula
y sumergiendo lentamente hasta que toda la peli;ula
con las'rejillas quedé adherida al mismo. E1 papel de
filtro con las rejillas con pelicula se dejé a tempe-

ratura ambiente sobre varias hojas de papel de filtro

hasta quedar completamente seco.

Sobre la pelicula de colodidén se dcpositd una



pelicula de carbéon introduciendo el pépel de filtro
con las rejillas en.la cémaré de un_evaporadorASie—
mens. Una vez alcanzado un vacio de 1 x 10“5 mm de
mercurio se hizo pasar una corriente de 30-50 A du-
rante 60 seg a través de dos electrodos de carbén

con una superficie de contacto de aproximadamente

1 mmz. De este modo se obtuvo un deposito uniforme de
carbdén con un espesor de menos de 100 R, sobre la pe-

licula de colodidn.

Con un capilar se puso una gota de la muestra
sobre lakfejilla‘y‘después'de un minuto se retiréd la
mayor parte del liquido tocando 15 gota con el borae
de un papel de filtro. La muestra se contrastdé con
una gota de una disolucidn recien preparada de aceta-
to de uranilo 10—4 M en : agua:, que se aplicd y re-
tird de la rejilla del modo iﬁdicado para la coloca-
cién de la muestra. El tiempo de tincidén fué de 60

segundos. (75).

La pelicula ‘de colodidn .se elimind calentando
; - o .
la rejilla en una estufa a 180 C durante 10 minutos,
y las preparaciones se observaron al microscopio

electrénico a un voltaje de 80 KV, con una apertura

de 50 pm, a unos 40,000 aumentos.



Iv. RESULTADOS




IV.1.PURIFICACION DE $29. RENDIMIENTO Y HOMOGENEIDAD.

Un cultivo de la bacteria huésped (17 litros)
en fase logaritmica se infectd a una multiplicidad de
2 fagos/bacteria cuando la densidad del cultivo era
de unas 2 x 108 bacterias/ml (figura 6). Como puede
observarse, £29 no detiene el crecimiento bacteriano.
y anfes y poco después de la infeccidén el pH del medio
sigue disminuyendo; sin embargo, en el momenfo en que
el cultivo comienza a lisar, como indica la caida de
densidad o6ptica a 660 nm, el pH aumenta de un modo

marcado.

El lisado espontanco se tratdé con lisozima,

DNasa y RNasa, como se indica en Metodos, y, a conti-
nuacion se centrifugdé en flujo continuo para eliminar
restos celulares. El sobrenadante, que contenia el vi
rus, se tratdé con polietilenglicol que precipita cuan
titativamente el fago. E1 sedimento se pasé por una
columna de esferosil, que se eluy6é con DF. La figura
7 muestra la aparicién de un primer pico de A26O

coincidente con el pico de infectividad y un segundo

pico de material incluido que no contenia virus.

El material del primer pico se concentrd por

centrifugacion y al sedimento, resuspendido en DF, se



afiadié C1Cs hasta una densidad de 1,43 gcm'B)rsecen—
trifugd hasta equilibrio de densidad. La figura 8

muestra la distribucion de A infectividad y densi

260’
dad en las fracciones del gradiente; a una densidad

3

de 1,44 g cm ° se observa la existencia de un pico

principal de A

060> due coincide con un pico de u.f.p.

(pico I); en la parte superior del gradiente (fraccio-
nes 28 y 29) hay un pico de A260 que no contiene vi-
rus infectivo (pico III); finalmente, en la zona de

densidad 1,42 - 1,43 g em™>

se observa un pico peque-
fio de A260 y u.f.p. (pico II); este Gltimo se hace mas
claro cuando las fracciones correspondientes a una

densidéd comprendida entre 1,42 y 1,43 g cm—3 sc mez-

clan y se vuelven a centrifugar hasta equilibrio en

ClCs de densidad media 1,43 g cm™> (figura 9).

Cuando el material de los picos I, II y III se
cexamina con el microscopio electrénico se observa qﬁe
el pico I contiene P29 esencialmente homogéneo (placa
I), el pico II variantes morfolégicos de $29 (placa
IT) v el pico III, fagos completos sin DNA, estructu-
ras parciales del virus (cabezas con y sin cucllo,
que carecen de colas, cuellos con cola, etc) y Vafian—

tes morfolégicos, también libres de DNA (placa III).



El material correspondiente al pico I esta esen
cialmente‘puro, coﬁo se prueba por microscopia elec-
trénica (placa 1), por sedimentacién en gradiente de
sacarosa (figura 10) y por electroforesis de las pro-

teinas del fago (placa IV).

La tabla 7 muestra el rendimiento en la purifi-

cacion de ﬂ29lpartiendo de un lisado de 17 litros.
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Placa I. Microscopia electrdénica de 029 en el pico I del
gradiente de ClCs de la figura 8.
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Placa II. Microscopia electronica de variantes morfologicos
de 029 en el pico II del gradiente de ClCs de 1la

figura 8.



Placa ICI. Microscopia electrdnica de componentes estructu-
raies sin DNA en el pico III del gradiente de
ClCs de la figura 8.
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Plagca IV. Electroforesis en poliacrilamida-SDS (pH discon-
tinue) de las proteinas de 029 (pico 1 del gra-
diente de la figura 8).
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IV.2. COMPOSICION QUIMICA DE £29

2.1. Analisis de fago completo

La composicion elemental de §29 (C,H,N),deter-
minada como se indica en Métodos, se muestra en la ta-
Elé_é' El porcentaje medio de cada elemento, determina
do en seis preparaciones diferentes del virus, fué de

+

43,8 £ 0,3 para el carbono, 5,5 ¥ 0,2 para el hidré-

geno y 15,8 Y 0,2 para el nitrégeno.

El analisis de DNA y fésforo se muestra en la
tabla 9. Los.valores'estén referidos a la masa de fago
correspondiente a un mililitro de una solucién de virus

que tiene 1 unidad de /A ", que equivale a 0,084

7260,
mg de $29 (ver pagina 117). El valor medio de ocho
analisis del DNA de $29 fué de 46,1 % 0,4 e tomando
como patrén el DNA de esperma de salmén (figura 11),

mientras que el valor medio para el fésforo fué 4,5 :

-o,OB,u;(figura 12)»por 1 unidad de A260' :xa

La presencia de hexosas en la proteina de £29
se ensayd con antrona como se describe en Métodos.La
figura 13 muestra los espectros de absorcidon de glu-
cosa, manosa, galactosa, fucosa, triptéfano y la pro-

v

teina del fago.
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2.2. Composicién de aminoidcidos de la proteina de £29

Para la hidro6lisis de la proteina de £029 y el
posterior analisis de los aminoacidos resultantes,pre-
viamente se eliminé el DNA por tratamiento del fagp
completo con EDTA yhidrélisis del DNA con DNasa pancreé
tica y fosfodiesterasa de veneno de serpiente; la pro-
teina. se aisld libre de nucledétidos por flotacidn en
ClCs y filtracidén por Sephadex G-50, como se describe

en Métodos.

La ci;teina y la mefionina se determinaron co-
mo acido cisteico y metioninsulfona, respectivamenfe,
en hidrolizados de 24 horas de proteina oxidada con
acido perférmico. El triptéfano se determind espectro-
fotométricamente, como ‘se indica en Métodos. Los demas
aminoacidos se analizaron en hidfolizados de 24, 48 y
72 horas, corrigiendo, en el caso de serina y treonina
por la descomposicion de estos aminoacidos durante la
hidrélisis; en el caso de la isoleucina, por el menor
valor de la constante de hidrdlisis, se tomé el valor

determinado en el hidrolizado de 72 horas.

La tabla 10 muestra la composicidén de aminocaci-

dos de la proteina de £29.



Tabla 10 , Composicién de aminoacidos de la proteina

de @29
Moles, %

Aminoacido 24 hr 48 hr 72 hr Media
Lisina 4,8 4 9 - 4,8
Histidina — 2,0 — 2,0
Arginina 3,6 3,6 — 3,6
Acido aspértico 13,4 13,5 13,7 13,5
Treonina - 7,9 7,4 5,6 8,0
Serina 6,8 6,0 5,7 7,0
Acido glutamico 10,3 9,9 10,1 10,1
Prolina 2,3 2,7 2,0 2,2
Glicina 7,5 7,k 7,6 - 745
Alanina 7,5 7,0 7,2 7,2
Cisteina (4cido cisteico) 0,3
Valina 9,1 9,8 8,9 9,3
Metionina(metioninsulfona) 3,9
Isoleucina 5,5 5,7 ) 6,3
Leucina 7,6 7,3 9 7,6
Tirosina 2,4 2,1 ,8 2,4
Fenilalanina 2,9 3,3 ) 3,1
Triptéfano 1,2

100,0




2.3. Composicién de bases del DNA de $29

Para la hidrdlisis del DNA de £29 y el poste-
rior analisis de las bases resultantes, previamente se
eliminé la proteina del fago por tratamiento de éste
con pronasa en presencia.de dodecilsulfato sédicoly ex
trayendo la mezcla con fenol. E1 DNA librec de proteina
se obtuvo intacto, sedimentando en un gradiente de sa-

carosa neutro o alcalino como un solo componente.

El DNA se hidrolizd con ClOQH, como se describe
en Métodos, y las bases se separaron por cromatografia.
Después de identificar cada componente con luz ultra-
violeta, cada uno de ellos se eluyé del papel y se cuan
titatizé como se describe en la deccidén de Métodos y

en la tabla 3.

El valor de los porcentajes de cada base en el

-DNA de £29, media de cinco analisis de otras tantas

preparaciones de DNA, se muestra en la tabla 11..
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IV.3. ABSORBANCIA ESPECIFICA DE @29

La absorbaﬁcia a 260 nm de una disolucidn de
$29 en diluyente de fago por unidad de masa de £29,
se obtuvo determinando la absorbancia de la disolu-
cién y el peso seco de fago en la misma, como se ha

descrito en Métodos.

Partiendo de una disolucidn concentrada de

$29 (215 unidades de A por g de disoluciédn; f =

260
1,0146 ¥ 0,0001 g cm—?) se tomaron cuatro alicuotas
diferentes; medidas por diferencia de pesada, se di-
luyeron con un pequeilo volumen de diluyente de fago’
y se dializaron exhaustivamente contra agua desti-
lada. El1 dializado se extrajo del tubo de dialisis,

lavando éste repetidas veces con agua, y se secd has-

ta peso constante.

En un experimento independiente, tres alicuo-
tas de un preparado de P29 (284 unidades de Aseo
‘por g de disolucidn; P = 1,018 g cm_3) se diali-
zaron contra acetato amonico 0,1 M en lugar de diali-
zar contra agua destilada, para evitar que el fago
precipitase durante la dialisis. El dializado se lio-

filiz6 repetidas veces para eliminar el acetato amdni

co v, finalmente, se secd a peso constante como antes.



Los resultados de ambos expefimento% se mues-
t¥an en la figurg_li y en la tabla 12, obteniéndose
para £29 en diluyente de fago una absofcién especifi
ca a 260 nm de 0,084 mg por 1 unidad de A260 por g

de disolucidn.
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IV.4. ABSORBANCIA ESPECIFICA DE LA PROTEINA DE §29

La absorbancia especifica de la proteina de
P29 en diluyente de fago se determindé a 260 nm de un
modo analogo al empleado para la determinacién de la

absorbancia especifica del fago completo.

Después de determinar la absorbancia de la sg
lucidén concentrada en diluyente de fago, diferentes
alicuotas de la misma se dializaron exhaustivamente
contra acetato aménico 0,1 M, éste se elimindé por lio-
filizacidén y el residuo se secd hasta peso constante
en vacio a lOOQC bajo P205. Partiendo de una disolu-
cién de proteina con 14,3 unidades de.A26O rm;, se ob

tuVieron los resultados que se muestran en la tabla

13.

Por tanto, en una disolucién de proteina con
14.3 unidades de A260.por g, hay 12,1 mg de proteina
por g de disolucién, es decir, la absorbancia especi-
fica de la proteina de @29 en diluyente de fago es de

0,85 mg por 1 unidad de Ajeo Por gramo.



IV.5. VOLUMEN ESPECIFICO DE @29

El volumen especifico de P29 se determind a
partir de la relacion entre densidad y concentracidn
de disoluciones de 29, determinadas como se descri-

be en Metodos.

Ajustando los valores experimentales (tabla
14) por el método de los minimos cuadrados se obtie-

ne una relaciodn

+ 4

f: (1,0072 ¥ 0,001) + (0,392 ¥ 0,006)cC (figura 15)

De la pendiente de la recta y el valor de la
densidad del disolvente puro se obtiene (tabla 15)
para el volumen especifico de 29 en diluyente de fa-

go un valor de 0,604 ¥ 0,006 cm” g-l.
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Figura 15. Relacion entre densidad y concentracioéon de 929
en diluyente de fago a 209C.




Tabla 15. Volumen especif_ico de @29

€ = (1,0072%0,001) + (0,392%0,006) cC
- +

1- v2(> = 0,392%0,006

p= 1,0072%0, 0001 g.cm™

- +

v, P..o,6o8-o,096

+
v, = 0,608 20,006 0,60k

1,0072%0,0001

+ -1
= 0,604-0,006 cmS . g

<
|




IV.6. VOLUMEN ESPECIFICO DE LA PROTEINA DE £29

La proteina de £29 se prepardé como se descri-
be en Métodos y su volumén especifico se calculd a
partir de su composicién de aminoacidos (tabla 10)

y de los volumenes de cada aminoacido.

Los calculos ée muestran en la tabla 16. A
partir de la fraccidén molar de cada aminoacido se de
terminé el porcentaje en peso, tomando como peso de
cada aminoacido su péso mdlecular menos el peso del
mol de agua liberado en la‘fdrmacién de céda enlace
peptidico. De este mol el volumen especifico de 1la

proteina de $29 resulta 0,73 ¥ 0,01 cm3 g_l.
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IV.7. VOLUMEN ESPECIFICO DEL DNA DE 29

El volumen especifico del DNA de £29 se deter-
mind a partir de su densidad de flotacidén en ClCs
(76,77) y de su composicibén de bases, corrigiendo pa-
ra la cantidad de agua ligada por nucledtido y pésan—
do de la sal de cesio a la sal sédica. El procedimien

to se detalla en Métodos.

Los calculos se muestran en la tabla 17. A par
tir de la fraccidén molar de cada nucledotido se deter-
mind el peso molecular medio de las sales de cesio y
sodio en el DNA de $29, teniendo en cuenta el peso de
la molécula de agua perdida en la formacidén de cada
enlace nucleotidico. El volumen especifico obtenido

para el DNA de $29 resultdé 0,56 X 0,01 cm> g-l.‘



Tabla 17. Volumen especifico del DNA de #29

Fraccidn Ml Y M #
Na Na Cs Cs
molar
dAMP 6,31110,002 335,31 104i1 Lhs5. 12 138%1
dTMP 0,305%0,006 326,20 99tp 436,11  133%3
dCMP 0,196%0,002 311,19 61%1 421,10 8311
dGMP 0,188%0,003 351,22 661 461,13 8734
330%3 h41ts
@:1,697
Ces = Cna = 2409
n=1719
ro-
M + 18n
- 1 Cs
V., = -(18n + C. )+ C =
Na ﬁNa i €Cs Cs Na]
=1 [k v 126 focra, oy] 2 (567 _150’9>
330 | 1,701 350 \ 1, 70:
S (33.’3,:3- 150,9) = 0,55
330
o = *
Na = 0,55 1 0,01

1. Al peso molecular de cada nucledétido se le ha restado

18, el peso de la molécula de agua perdida en la for-

macién del enlace nucleotidico.



IV.8. COEFICIENTE DE SEDIMENTACION DE @29

El coeficiente de sedimentacidn de §29 se de-
termindé como se describe en Métodos a partir de la
velocidad de sedimentacidén del fago en diluyente de
fago a diferentes conceﬁiraciones. La tabla 18 y 1la
figura 16 muestra la posicién del limite de la figu-
ra schlieren en funcidén del tiempo para una muestra

de 29 a una concentracidén de 6,5 unidades de A26O'

Repitiendo el mismo procedimiento para dife-
rentes concentraciones de fago se obtuvieron los va-.
lores que se muestran en la tabla 19. Ajustando los
valores obtenidos por el método de los minimos cua-

drados se obtuvo para s (el coeficiente de sedi-

(o]
20,DF

mentacién a dilucidén infinita en diluyente de fago a
200C) un valor de (246%2) x 10713 seg (figura 17).,

Corrigiendo este valor para agua (tabla 20) se obtie-

ne para £29 un s = (251i2) x lO-13 seg.

20,W



Tabla 18 . Sedimentacién de 29 en una disolucidn

de concentracién 6.5 ﬁnidadeé{de Ajeor

Foto t,min r,cm log r
1 4,0 5,983 0,7769
2 6,0 6,006 0,7786
3 8,0 - 6,049 0,7817
N 12,0 6,093 0,7848
5 16,0 6,138 0,7880
6 20,0 ° 6,181 0,7911
7 24 .0 6,223 - 0,7940
8 28,0 6,269 ‘ 0,7972
9 32,0 6,311 0,8001

10 36,0 6,347 . 0,8026

11 4o,o0 6,347 0,8026

-
no

44, 0 6,449 0,8095
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Figura 16. Posicidén del limite de sedimentacién de £29
en funcién del tiempo. 6.5 unidades de Aseor
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IV.9. COEFICIENTE DE DIFUSION DE f29

La difusidén de 029 se determind en diluyente
de fago a 12C como se describe en Métodos, usando
los sistemas Opticos schlieren e interferomeétrico, y
empleando diferentes concentraciongs de vims con

objeto de extrapolar a concentracioén cero.

4,1. Método de la relacién altura-Aarea

La tabla 21 muestra los Qalores obtenidos pa-
ra una concentracién de fago de 30.0 unidades de‘A260'
Representando (A/H)z/G2 en funcidén de t se obtiene‘
una recta cuya pendiente es 4T D (figura 18). Para la
concentracién de fago indicada se obtuvo un valor para

+ 8§ =2 -1

30 _ -
Dl,DF _.(3,9 - 0,2) x 10 cm” seg



Tabla 21. Coeficiente de difusidén de £29 a 1oC y

30.0 unidades de A . Metodo de la re-
. . . 260
lacion altura-area.

C = 30.0 unidades de A26O G = 9,2
Foto t, seg ,cm2 H, cm ( /H)2/G2
3 35.130 | 37,05 23,60  0,0290
I 80, 84k 38,46 18,20 0,0488
5 106,464 37,42 16,40 0,0601
6 121.290 35,87 15,35 0,0686
7 167,664 37,73 13,50 0,0887
8 189,504 35,42 12,30 0,1069
A= 36,99
2,.2 + - + -8
(A/H)°/G" = (0,010-0,001) + (49-2) x 10 " t
8 8

4TCD = (49%2) x 107°; D = (3,9%0,2) x 10°
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'Figura 18. Relacién entre (A/H)2762 y t durante la di-
fusibén de £29 en diluyente de fago a 19C.
Concentracion = 30,0 unidades de A26O



L.2. Método de Longsworth

La tabla 22 muestra los calculos para deter-
minar el coeficiente de difusidn de 029 en las mis-
mas condiciones que en el caso anterior. Represen-
tandé los valores de 4Dt (AH/Ah)2 obtenidos en fun-
cién de t (tabla 23) se obtiene una recta cuya pen-
diente es 4D (AH/Ah)z (figura 19). Para la concentra
cioon de fago indicada se obtuvo un valor para -

‘DE?DF - (4,45Q1) x 1078 cm? seg™t



Tabla 22 . Coeficiente de difusién,de f29 a 19C: Mterferencias:

C = 3o,b unidades de A (J = 47,5 lineas) (AH/Anh) = 1

260

Jie 3y (24 ~9)/3 (25,-0)/3 0 X X,  An/2Vpt
1 24 0,9579 0,0105 1,4370 0,0093 1,4463
2 25 0,9158 0,0526 1,2210 0,0467 1,2677
3 %  0,8737 0,0947  1,0810 0,0841  1,1651,
L 27 0,8315 0,1368 0,9737 0,1218 1,0955
5 28 0,7895 0,1789 0,8854 0,1599 1,0453
6 29 0,7474 0,2211 0,8090 0,1985 11,0075
7 30 0,7053 0,2632 0,7410 0,2377 0,9787
8 34 0,6632 0,3052  0,6792 0,277% 0,9566
9 32 0,6211 0, 3474 0,6223 0,3183 0,9406
10 33 0,5789 0, 3894 0,5689 0,3601 0,9290
11 34 0,5368 0,4316 0,5187 0,4033 0,9220
12 35 0,4947 0,4737 0,4411 0,4481 0,9192
13 36 0,4526 0,5158 0,4254 0,4947 0,9201
14 37 0,4105 0,5579 0,3815 0,5435 0,9250
15 38 0,3684 0,6000 0,3391 0,5951 0,9342
16 39 0,3263 0,6421 0,2978 10,6501 0,9479
17 40 0,2842  0,6842 0,2574 0,7093 00,9667
18 41 0,2421' 0,7263 0,2180 0,7740 0,9920
19 Lo 0,2020 0,7684 0,1791 0,8459 1,0250
20 L3 0,1579 0,8105 0,1409 0,9278 1,0687
21 Ly 0,1158 0,8526 0,1030 11,0240 1,0270
22 45  0,0737  0,8947 0,0654 11,1450 1,2104
23 46 0,0316 00,9368 0,0280 1,3140

1,3420




Tabla 22. Coeficiente de difusién de £29 a -19C.
' Interferencias (continuaciédn)

Foto 3 . t = 35.130 seg J = 47,5
H H An 2{51.-£U3 d
k 1 Ah
15,239 15,639 0,400 0,2766 ° " 0,1586
15,378 15,643 0,265 0,2090 0,0910
15,445 15,645 0,200 0,1717 0,0537
- 15,480 15,649 0,169 0,1543 0,0363
15,509 15,650 0,141 0,1349 0,0169
15,526 15,653 0,127 0,1261 0,0081
15,540 15,657 0,117 0,1195 0,0010
15,559 15,659 0,100 0,1045 0,0135
15,563 15,664 0,101 0,1073 0,0107
15,569 15,668 0,099 0,1066 0,0114
15,575 15,673 0,098 0,1063 0,0117
15,583 15,576 0,093 0,1012 0,0168
15,589 15,680 0,091 0,0989 0,0191
15,599 15,684 0,085 0,0919 0,0261
15,600 15,689 0,089 0,0953 0,0227
15,608 15,695 0,087 0,0919 0,0161
15,612 15,699 0,087 0,0899 0,0281
15,615 15,704 0,089 0,0897 0,0283
15,623 15,713 0,090 0,0878 0,0302
15,625 15,719 0,094 0,0880 0,0300
15,629 15,728 0,099 0,0878 0,0302
15,631 15,738 0,107 0,0884 0,0296
15,635 15,753 0,118 0,0879 0,0299

m = 0,1180 d =0,0313
m_= 0,1108 (x4 =0,1252)

2 Dt (AH/Ah) = 0,1180; 4Dt (AH/Ah)2:= 13,92 x 1073
2 \[Dt (AH/Ah) = 0,1108; 4Dt (AH/4h)2 = 12,28 x 1073

H




Tabla 22. Coeficicnte de difusioén de £29 a l1loC.
Interferencias (continuacién)

Foto 4. t = 80,844 scg J = 47,5

H, H, Au 2Dt (AH/Ah) d
15,049 15,624 0,575 0, 3976 0,2345
15,300 15,629 0,329 0,2595 0,0964
15,381 15,633 0,252 0,2163 0,0532
15,432 15,636 0,204 0,1862 0,0231
15,459 15,642 0,183 0,1751 0,0120

15,487 15,649 0,162 0,1608 0,0023
15,500 15,654 0,154 0,1574 0,0057
15,515 15,659 O,1kk 0,1505 0,0126
15,524 15,663 0,139 0,1478 0,0153
15,531 15,667 0,136 0,146k 0,0167
15,543 15,673 0,130 0,1410 0,0221
15,550 15,679 0,129 0,1403 "~ 0,0228
15,559 15,684 0,125 0,1359 0,0272
15,562 15,690 0,128 0,1384 0,0247
15,568 15,700 0,132 0,1413 0,0218
15,576 15,708 0,132 0,1392 0,0239
15,584 15,713 0,129 0,1334 0,0297
15,590 15,722 0,132 0,1331 0,0300
15,599 15,729 0,130 0,1268 0,0363
15,604 15,738 0,134 0,1254 0,0377
15,610 15,752 0,142 0,1260 0,0371
15,613 15,773 0,160 0,1322 0,0309
15,619 15,807 0,188 0,1401 0,0230

m=0,1631 d=0,0365
m = 0,1524 (x 4= 0,1460

2 \'Dt (AH/Ah) = 0,1631; 4Dt (0H/4n)? = 26,60;c10'3

2 \Dt (AH/Ah) = 0,1524; & Dt (4¢H/ah)2 = 23,22 x 107°




Tabla 22. Coeficiente de difusién de £29 a 1oC.
Interferencias(continuacién)

Foto 5 . ¢ = 100.464 ug. J = 47,5
H, H, AH  2\Dt (AH/AR) d
13,509 14,066 0,557 0,385 0,209
13,733 14,072 0,339 0,267 0,091
13,825 14,079 0,254 0,218 0,042
13,867 14,083 0,216 0,197 0,021
13,899 14,088 0,189 0,181 0,005
13,901 14,095 0,194 0,193 0,017
13,932 14,100 0,168 0,172 0,004
13,949 14,104 0,155 0,162 0,014
13,961 14,109 0,148 0,157 0,009
13,971 14,116 0,145 0,157 0,009
13,981 14,120 0,139 0,151 0,025
13,991 14,124 0,133 0,145 0,031
13,998 14,133 0,135 0,147 0,029
14,001 14,143 0,142 0,154 0,022
14,008 14,149 0,141 0,151 0,025
14,016 14,154 0,138 0,146 0,030
14,024 14,167 0,143 0,148 0,028
14,029 14,178 0,149 0,150 0,026
14,035 14,189 0,154 0,150 0,026
14,040 14,199 0,159 0,149 0,027
14,049 14,215 0,166 0,147 0,029
14,055 14,238 0,183 0,151 0,025
14,061 14,289 0,228 0,170 0,006
m = 0,176 d = 0,033
m_= 0,167 (x4=0,132)
2 \[Dt . (AH/AR) = 0,176; 4 Dt (AH/6K)Z = 30,98 x 1077
2 Dt . (AH/Ah) = 0,167; 4 Dt (AH/Ah)2 = 27,89 x 1073




Tabla 22 . Coeficiente de difusidén de P29 a 1oC.
Interferencias (continuacién)

Foto 6. t = 121.290 seg J = 47,5
Hy H, dH  2\Dt (AH/th) d
13,133 13,955 0,822 0,5683 0,3727
13,555 13,963 0,408 0,32i8 0,1262 .
13,685 13,970 0,288 0,2471 0,0515
13,734 13,976 0,242 0,2209 0,0253
13,774 13,982 0,208 0,1990 0,0034
13,798 13,990 0,192 0,1906 0,0050
13,812 13,998 0,186 0,1900 0,0056
13,827 14,001 0,174 ~0,1819 0,0137
13,846 14,005 0,159 0,1690 0,0266
13,854 14,011 0,147 0,1582 0,0374
13,865 14,018 0,153 0,1659 0,0297
13,874 14,026 0,152 0,1654 0,0302
13,885 14,032 0,147 0,1598 0,0358
13,896 14,039 0,143 0,1546 0,0410
13,900 14,047 0,147 0,1574 0,0382
13,906 14,055 0,149 0,1572 0,0384
13,911 14,065 0,154 0,1593 0,0363
13,918 14,068 0,150 0,1512 0,04kl
13,924 14,087 0,163 0,1590 - 0,0366
13,932 14,098 0,166 0,1553 0, 0403
13,940 14,114 0,174 0,1544 0,0412
13,945 14,129 0,184 0,1520 0,0436
13,950 14,165 0,215 0,1602 0,0354
m= 0,1956 d= 0,0504
m=0,1786 (x4= 0,2016)

2 Dt (AH/AR) = 0,1956; 4 Dt (AH/Ah)Z = 38,26 x 1077
2 \\Dt (AH/Ah) 0,1786; 4 Dt (AH/Ah)2 31,90 x 1073

I
1




Tabla 22.

Coeficiente de difusidén de £29 a 1lecC.
Interferencias (continuacidn)

Foto 7.

t = 167.66L seg.  J = 47,5
H, H, AH 2VDt (4H/Ah) d
15,060 15,479 0,419 0,2897 0,0719
15,176 15,488 0,312 0,2461 0,0283
15,231 15,493 0,262 0,2248 0,0070
15,264 15,500 0,236 0,2154 0,0024
15,289 15,510 0,221 0,2114 0,0064
-~ 15,305 15,515 0,210 0,2084 - 0,0094
15,320 15,522 0,202 0,2064 0,0114
15,340 15,529 0,189 0,1976 0,0202
15,353 15,537 0,184 0,1956 0,0222
15,364 15,544 0,180 0,1938 0,0240 .
15,377 15,553 0,176 0,1909 0,0269
15,385 15,560 0,175 0,1904 0,0274
15,394 15,568 0,174 0,1891 0,0287
15,401 15,579 0,178 0,1924 0,0254
15,408 15,590 0,182 0,1948 0,0230
15,471 15,600 0,183 0;1931 0,0247
15,424 15,612 0,188 0,1945 0,0233
14,431 15,623 0,192 0,1935 0,0243
15,439 15,641 0,202 0,1971 0,0207
15,445 15,667 0,222 0,2077 0,0101
15,454 15,709 0,255 0,2263 0,0085
15,459 15,805 0,346 0,2859 0,0681
15,466 15,955 0,489 0,3644 0,1466
m = 0,2178 d = 0,0287
m = 0,2111 (x4 = 0,1148)
2 /Dt (AH/Ah) = 0,2178; & Dt (AH/Ah)Z = 47,44 x 1077
2 VDt (AH/gh) = 0,2111; 4 Dt (AH/AR)Z = 44,56 x 107°




Tabla 22. Coeficiente de difusidén de £29 a 19C.
Interferencias (continuacién)

Foto 8. t = 189.504 J = 47,5
H, H, AH 2Dt (4H/AD) d
14,979 15,457 0,478 0,3305 0,1171
15,134 15,462 0,328 0,2587 0,0453
15,199 15,469 0,270 0,2317 0,0183
15,238 15,478 0,240 0,2191 0,0057
15,260 15,486 0,226 0,2162 0,0028
015,283 15,495 0,212 0,2104 0,0030
15,298 15,501 0,207 0,2115 0,0019
15,306 15,505 0,199 0,2080 0,0054
15,325 15,514 0,189 0,2009 0,0025
15,334 15,523 0,189  0,2034 0,0100
15,350 15,533 0,183 0,1985 0,0149
15,361 15,540 0,179 0,1947 0,0187
15,372 15,549 0,177 0,1924 0,0210
15,380 15,559 0,179 0,1935 0,0199
15,390 15,571 0,181 0,1937 0,0197
15,399 15,581 0,182 0,1920 0,0214
15,405 15,596 0,191 0,1976 0,0158
15,410 15,608 0,198 0,1996 0,0138
15,419 15,623 0,204 0,1990 0,014k
15,425 15,641 0,216 0,2021 0,0113
15,430 15,672 0,242 0,2147 0,0013
15,440 15,715 0,275 0,2272 0,0138
15,449 15,936 0,287 0,2139 0,0005
m = 0,2134 d=0,0173
m_= 0,2081 (x 4= 0,0692)
2 \/Dt (AH/Ah) = 0,2134 4 DT (AH/Ah)2 = 45,54 x 107
2 Dt (AH/Ah) = 0,2081 4 Dt (AH/Ah)2 = 43,31 x 19'3




Tabla 22 . Coeficiente de difusién de £29 a 19C..

Interferencias (continuacién)

Foto 9. t = 253.10% seg J = 47,5

2 VDt (AH/Ah)

0,2322 4 Dt (AHAAh)z

1

Hy H_ AH 2\Dt (4H/Ah) d
14,051 14,641 0,590 0,4079 0,1681
14,268 14,649 0,381 0, 3005 0,0607
14,344 14,654 0,310 0,2661 0,0263
14,387 14,662 0,275 - 0,2510 0,0112
14,418 14,675 0,257 0,2459 0,0061

- 14,445 14,684 0,239 0,2372 0,0026
14,462 14,694 0,232 0,2370 0,0028
14,481 14,700 0,219 0,2289 '0,0109
14,498 14,707 0,209 - 0,2222 0,0176
14,505 14,713 0,208 0,2239 0,0159 .
14,517 14,723 0,206 0,2234 0,0164
14,533 14,735 0,202 0,2198 0,0200
14,545 14,745 0,200 0,2174 0,0224
14,556 14,756 0,200 0,2162 0,0236

- 14,564 14,767 0,203 | 0,2173 0,0225
14,574 14,783 0,209 0,2205 0,0193
14,585 14,795 0,210 0,2172 0,0226
14,595 14,805 0,210 0,2117 0,0281
14,603 14,824 ‘0,221 0,2156 0,0242
14,611 14,842 0,231 0,2162 0,0236
14,619 14,868 0,249 0, 2425 0,0027
14,624 14,901 0,277 0,2288 0,0110
14,633 14,966 0,333 0,2481 0,0083

m = 0,2398 d = 0,0246
m = 0,2322 (x4 = 0,0984)
2 Dt (AH/Ah) = 0,2398 & Dt (AH/Ah)? = 57,50 x 1077

53,92 x 1077




Tabla 22 .

Coeficiente de difusidén de 029 a locC.

Interferencias (continuacidn)

t = 341.964 seg.

~ Foto 10. J = 47,5
H, H, AH 2Dt (AH/Ah) d
13,895 14,582 0,687 0,4750 0,2022
14,165 14,590 0,425 0,3353 0,0625
14,253  14,601. 0,348 0,2987 0,0259
14,296 14,609 0,313 0,2857 0,0129
14,327 14,604 0,287 0,2746 0,0018
14,357 14,624 0,267 0,2650 0,0078
14,374 14,635 0,261 0,2667 0,0061
14,395 14,645 0,250 0, 2613 0,0115
14,413 14,653 0,240 . 0,2552 0,0176
14,426 14,664 0,238 0,2562 0,0166 -
14 445 14;676 0,231 0,2505 0,0223
14,454 14,687 0,233 0,2535 0,0193
14,465 14,698 0,233 0,2532 0,0196
14,479 14,709 0,230 0,2486 0,0242
14,496 14,722 0,226 0,2419 _0,0309
14,500 14,736 0,236 0,2490 0,0238
14,514 14,753 0,239 0,2472 0,0256
14,523 14,765 0,242 0,2440 0,0288
14,533 14,789 0,256 0,2498 0,0230
14,542 14,810 0,268 0,2508 0,0220
14,551 14,831 0,288 0,2804 0,0076
14,560 14,875 0,315 0,2602 0,0126
14,571 14,936 0,365 0,2720 0,0008
m = 0,2728 d=0,0272
m_= 0,2636 (x4=0,1088)
2Dt (AH/Ah) = 0,2728 & Dt (AH/Ah)Z = 74 42 x 1077
2\[6% (AH/Ah) = 0,2636 4 Dt (AH/Ah)2 = 69,48 x 1073




. .
Tabla 23. Valores de 4Dt (AH/Ah)“ en funcidén de t
a 19C durante la difusioén de £29 a una
concentracion de 30.0 unidades de A260

4pt (AH/Ah)2 | ¢
12,28 x 1077 A 35.130
23,22 x 10 80.844
27,89 x 1077 ' 100. 46k
31,90x 1073 : 121.290
bl ,56 x 1077 167.664
- 43,31 x 10™3 189.504
53,92>; 1077 | 253.104

69,48 x 1073 341.964
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Figura 19. Relacién entre 4Dt (AH/Ah)2 y t durante la di-
fusion de P29 en diluyente de fago a 1o2C. Con-
centracién = 30,0 unidades de A26O'



4.3. Método del papel de probabilidad

La tabla 24 muestra los calculos para deter-
minar el coeficiente de difusidén de @29 en las mis-
mas condiciones que en ei caso anterior. Represen-
tando los valores de el porcentaje del nimero total
de franjas que se encuentran entre ‘el centro de ca-
da f;anja y un extremo de la célula en funciébén de
la posicidn de la franja respe?to al eje de la célu-
la,se obtiene la figura 20 para cada uno de los tiem
pos de difusién‘que se indican en la tabla 22. Los
valores se distribuyen como distribuciones normaleg
de probabilidad acumulativas, a cada una de las cua-
les corresponde un valor de O. Represéntando 02 en
funcidén de t (figura 21) se obtiene una recta cuya
pendiente es D. De este modo se obtuvo para la con-

centracién de fago indicada un valor para p30 .

1,DF
¢,3%02) x 10-8 cm” segﬂl.
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Figura 20. Relacion entre el porcentaje de franjas y .

su posicion respecto al eje de la célula a
diferentes tiempos durante la difusion de

$29 en diluyente de fago a 12C. Concentra-
cién = 30,0 unidades de As60 '
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Figura 21. Relacién entre o2 y t durante la difusién de
$#29 en diluyente de fago a 10oC. Concentracién
= 30,0 unidades de A260'



Repitiendo el cdlculo de D para diferen-

1,DF

tes concentraciones de £29 se obtuvieron los valo-
res que se muestran en la tabla 25. Ajustando los

valores obtenidos por el método de los minimos cua~

o]

1,DF (el coeficiente de difu-

drados se obtuvo para D

5i6n a dilucidén infinita en diluyente de fago a 19C)

" un valor de (4,9 ¥ 0,1) x 10_8 cm® seg"l (figura 22).

Cuando este valor se corrige para agua a 202C (tabla
o +

26) se obtiene para £29 un valor de DZO . (9,2 -
]

0,5) x 10-8 qm2 x seg-l.

Observando los dos valores obtenidos, puecde
notarse que la correccidn de cambios de disolvente

y temperatura implica un valor casi dos veces mayor

o

50.W* Para comprobar la validez de la extrapo-

para D
lacién se repitid la determinacidén del coeficiente
‘de difusidén de £29 en diluyente de fago a 209C a
una sola concentracién de 9,3 unidades de A260' Los
resultados, obtenidos a partir del método de -
Longsworth, apareando las franjas:de interferencia
de un modo simétrico y no simétrico, se muestra en
la tabla 27, tabla 28 y figura 23, obteniendo un va-

lor para p?»3 = (8,5 ¥ 0,6) x 10-8. cm> seg_l.

20,DF
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$29

Variacion del coeficiente de difusidn de

con la concentracidn.



MOC

w\ . 3 - ¢ =
- os 72 w:oa X (&0 7 ©'6) od
| co;="9% ¢gz0 =
= wnoa x g'6 x Mmﬁommmhﬁ\mooo,ov.*NAoHo.H\moo,ov + Nﬁno,ﬁ\mo,ov + mﬁm,ﬁ\aﬁovu = mo
- ¢ _— I3 I3 3 - ¢ »)Mrom
w|OH X 26 = L22L'T X 9TO‘T X LO'T X w,OH X 6'yg = od
0S00‘T M momm
¢ - ¢ = — it = — [ —
€000 ‘0 7 leel'T TTCI T QHD
L 20T D6T /' M (4 /
¢ - ¢ = —— =, {
S00'0 r 9TO‘T TTTOT mab \
2‘yle 3 o+ I
¢ - ¢ = " =
8070 3 20°T = 5v¢%E T 6z 7 I
i +
BA 02y, vA M A T N7 mmhﬁm _ BhONQ
3 dda o¢ + 1 o o
4 4
. ) _ Jda‘'T
g-0T X (1'0 7 6'%) = oa
z xX - — ¢ - ‘ —
LOH-OH (T = %) w|0H x (T'0 7 6°%) a
6 Moz . . . .
2@ °p od ‘UOTSTITP 2P 93ULTITF20D gz erqaeg



OT'0  Z22S0°‘0 22S0°‘0 §QS0‘0 §850‘0 6. 8 C2QST‘T O90T‘T 2260°‘0 £289°‘0 8gs0‘O 9T @
TE0 24ST'0 L2ST'O0 G94T°‘0 S921‘0 oOT <2 6566°0C C6£€Q°0 LLSTO LHQL'O S9LTCO ¢t L
€60 6992‘0 6992‘0 TH63‘0 IH6Z2'O0 IT 9 L£26°0 89550 6992°0 I4%9°0 TI®H6T0 ¥T 9
92‘0 Q28€‘0 Q2Qf‘0 QTITI®¥‘O QTII®K‘0 2T < 0€6Q‘0 ESOTS‘0 Q2gf‘c ¥626‘0 QTIR‘O ET &
20‘T ©<COTIS‘'0 ©2SO0TIS‘0 %6ZBS'0 %625'0 €T § 0£68°‘0 Q28€°0 20IS‘O QTI¥‘0 %6850 2T ¥
€T 8660 89%9°0 TIL®H9‘0 TLH9'O FHI € LET6°0 6992°0 89590 IF6C°0 TL%9°0 1T ¢
29T . 26€Q‘0 26£8°‘0 L% 9L'0 L®9L'O0 ST 2 69660 LLST'O 26€Q°‘0 GOLTI'O0 L¥9L'O OT ¢
IT2‘2 O090T‘T O90T‘T €288°‘0 €288°‘'0 9T T CRET'T 22S0‘0 O090T°T 8860°‘0 €2gg‘0 6 T
LIS T - .M o | AT Tx m M e e
y Y c-Trz r-rg q r-trz r-trg
ooTI3ouwIs ojusTwednaldy OO TJI32WTIS ou ojzudtTwednaly
LT =TI ow@«. op sepepTun (‘G = 9
*SeTOUsILFILIUL *D50C © 6C¢ 2P UQISNIIP 3P SJUdTOEID0) *° /Lg eIqe]



.CT X 0€°¢ ¢_0T X CO'6%FT = , 9_0T X €4°28 = a ‘- _OT X LZ'LTT =
numﬁnﬁ\mmwpb % 098£°0 = (UP/HY) 34N ¢ = S (UV/HY) 3a % "TISC0 = (UV/HY) 204 3
098¢ ‘0 - TTISC ‘0
goce ‘o TS€0°'0 C6€6°T 706 T | glic‘o 9TIG2‘0 09S8T1‘¢2 %706 T
SoxRe‘0 7L0T‘0 Q696°T %¥299°T I%%2'0 €ERTO LSOT 2 7298°‘T
09%< ‘0 LSBT0 €Q66°‘T 92T8‘T asgec ‘o €920 £9l0°‘zg 92I8"'T
965€ ‘0 €gle'o 0s20'‘e L6TL'T L6€€'0 86620 - S6%0'% L6nwl T
992¢€ ‘0 €8 ‘0 g6%0°C 2C99°'T 620% ‘0 R6S€ 0 06203 2699t
020% ‘0 T2S ‘0 €920°‘c 28R4 T €28%°'0 TOSH 'O £866°T eRyY&e‘T
I9€% ‘0 €gel'to LG0T‘¢2 | 702€°T £€109°0 7665°0 8696 ‘T F02€°T
L88%H ‘0 OTIg0"‘'T . 09S8T1'¢ - 0640'T  ®K9RL'O $%98°‘0 G6E6T 0G20°'T
0% T, b uv T 3
.Mﬂwumt/m H Y H H qﬂwnmw,m HY H H
oo TJa29wTs ojus twednaldy OO0 TJIJOWTS ou ojustTwednady
LT = ¢-oa X 2g88‘0 = 3/T1 Zes 0Q2°IT = 2% *f o304

(UQTORNUTIZUOD) SVTOUSIDIISIUT *IJ508 © 63F °P UQTISNITIP SP 23ULTOTFS0) ° gz ®BIAQR]



g-0T * 26°%T t¢-0T x;oo,wNﬂ  _ 9-0T X €€°8 = Q@ “¢_OT X 09'6¢CT
© 6TICH'O 6€2€°0
¢zsgto 89€0 ‘0 C9CL'T L669°T ¢TIZ‘0 T652'0 QQ¥%6" T 2669°T
£€8¢€ ‘0 OCTIT ‘0 9Q9l ‘T 94490 9252 ‘o 8TIS2C 0O 75L06'T 9649 °‘T
%¥89€°‘0 $26T°0 0864 T 9009°'T 0620 €6lE'0 65.8°T 9009 ‘T
T€gcto €g6zo I%eg'T Q0ES' T 0gScf ‘o L6TE‘0 G04Q°1 QUCE T
9¢0% ‘0 QTTI®R 'O GOS8 ‘T LBER'T 9T¢R ‘0 R88€ ‘0 %291 2QER'T
9TER ‘0 699S°‘0 664Q°T 060€ ‘T 16250 068% ‘0 0862 ‘T 060€ T
228%°‘0 $608°0 7.06'T 0860°‘T 22l9'0 90290 98941 0860"'1
86650 QLTET 9g%6‘T 0TI€9‘0 T SHG6'0 CGOT T G9CL T 0TIE9*C
8% A 3 3 q v T 3
.HMIQIPEN HV H m. . ﬂvﬁlwm HY I‘ H
oo TJI32wIs ojusTwednaly ) 0D2TI32WTSs ou ojustTwednaSy
LT = ¢ ¢noa X L99°'0 = 3IA 39S 000°CT = 3 ¢ ozo4

(UQTIOBNUTIJIUOD) SBTIOUSJIDJISIUT °*D50C © 62¢ °Pp S@ﬂwdwﬂ@ °Op @3ULTIOTIS0) * Lz eIqey



_OT X €02 .= d ‘¢-0T X %{Q°LR{T = 9-0T ¥ %6'T = a 0T X SE'6CT =
= mAs%mqv 3a % fS%R€°0 = (UV/HU) 3a)e = S (UV/HY) 1d % *€€L€°0 = (UU/HY) 3dN 8

Sxge ‘o = w €€L€‘0 = w
669¢€°‘0 ggeo‘o 2929°'T 08€9°T 202z ‘o 05s2 ‘0 0€6Q°T 08€9 "' T
9g8¢€ ‘0 IETT O 7040 CR6S'T 0¢s2 ‘o0 2Rsz‘o SR¥Q‘T €661
6£9€°0 0S6T‘0 SlLEL'T STIRHS'T 6620 99.22°0 8LTIQ‘T SIHS'T
098¢ ‘0 gg62 ‘o0 €ERolL'T QILR'T 79G¢€ ‘0 €QIC‘0 TO6L°T Q1LFH'T
STO% ‘0 L60% ‘0 T06L°'T 70Q€°T 662%°0 6£9C ‘0 CHOL'T K0RE'T
2IER'O £99S¢°0 SLIQ'T ¥IGS'T 66250 84Q8% ‘0 cLELT RIGCZ'T
6€8% ‘0 T218°0 SQHY‘T H9€0°'T T€49°0 0T49°0 R40L°T L9€0'T
92g%"‘0 Q82T 0€6Q"'T £5%09°0 €eez6‘0 6TL0°T 2929°T £H09°0
qy 1. 3 v, T 3
mﬂé@m HY H m mﬁp@m. HY m. H

00TI3oWTS ojzudTwednaly OdTI3QWES ou ojzudrTwednily

LT = ¢ 50T X 966°0 = 3A $92s 000°QT = % ‘9 ojzoy

(UQTOBNUT3UOD) SBIOUDISJISQRIUI *D503 © 637 2P Qﬂﬂmdhﬂv op 923U8TIOTIIF20) °* LT eIqE]



9-0T X 9T = @ *¢.0T X LG'CHT 0T X 96°T = d *¢_0T X 9%‘9¢1 =
= (4V/HV) 3d % *68L£°0 = (Uy/Hy) *d)e = Nﬁsﬁmmﬂv 3 ¥ ‘H69€°0 = (UV/HY) 2d\T
mwm.m.o = w «u@@ﬂ ‘0 = w
£€9¢¢ ‘o gl€0‘0 666Q°T 1 2228°T €l22‘0 9g8s%e ‘o £€I80°‘¢2 222Q"'T
928¢ ‘0 geTT‘0 KI6Q‘T 9QLl T 29S2'0 66520 gReo'e 9¢Ll*T
£29¢ ‘0 IHF6T‘O0 C2I26'T TL23L*'T T662°0 €922°0 ¥€00‘g T424'T
9RLE'O g9g8c ‘o LLFH6'T 6099 ‘T LTISE 'O IHTIC'O 0GL6°T 6099 ‘T
66€°0 T90% ‘0 0626"'T - 689S° T ZgHeH'o QL€ 0 2LH6°T 6Q9S*'T
6%R2H ‘0 2gss ‘o R€00°‘C 2SHY'T €SIS0 092% 0 TIS6'T cCHYy T
099% ‘0 228l ‘o SHe€0 'S AT - TTI®9 0 T6€9°0 7T1I6Q'T AT
9%G ‘0 €602°'T £€Ig0‘2 - o02lg‘o 0€%g8"'0 6.86°0 665Q'T 024g°0
yv , T 3 q v : T, . 3
MAWﬂM$N HY H H Edwpmym HV H H
ooTI3owWTSs ojustwednaly 00TJI32WTIS ou ojudtwednaly
LT = ¢ ¢roa X gSH'0 = A o%g e = 23 L ©0304

(UQTOBNUTIJUOD) SBIOUDIDIIDIUT °I50Z © 62F °OP ﬁ@ﬁmﬂhﬂ@ 9P ©3UdTIOTIR0) * LT evIqel



9-OT X LH'T. = a monoa X €2'QHT = g-0T X oOF‘'T = a mmuOH X Q9 IRT =

= o(UV/HY) 3d % *0S8€ ‘07 = (UV/HU) 3d)2 = _(UYV/HD) 3d % '%92€'0 = (UV/HV) 34,8
06ge ‘o0 = w $92€'0 = w
265¢€°0 Ggl€o‘o GZEQ'T 0864"'T 09z ‘o L1920 29¢0‘e 0G6L°T
66S€ ‘0 GETT'O SH9Q‘T 0TS ‘T 0092‘0 g6se‘o 2oTro0‘¢e OTSL T
G0LE ‘0 S86T ‘0 0$68°1T G969 ‘T 8%0€ ‘0 SIgc ‘0 0846°T G969 °T
€HRQe ‘0 %620 A £829°‘T €09¢ ‘0 612€°0 TOG6°T C929 ‘1T
2TIO0% ‘0 $60%°‘0 20S6°T goRSG ‘T “HLSH'O LTIQE'0 G261 QOR& " T
RCERH'O 0cLs‘0 08L6*'T 090% ‘T 62S°0 c6g%H ‘0 0S6Q°T 090% ‘T
L6470 2508 ‘0 goIo‘c 0502 °‘T 9199 °‘0 §6$9°‘0 SH9Q ‘1T 0%02 ‘T
0xLSG‘0 L692°1T ,950°‘¢T 0482°0 L2060 QSH0 ‘T G2E€Q ‘T CLg8L°0
uw . T bl uv T b
mm&m$o H{y H H mmqfth H H H

OO0 TI3 QWIS ojuldtTwednaly OOTJIZQWTIS OUu ojusTwednaldy

LT = 0 _O0T X 96€°‘0 = 2/ 092*Sgc = 2 *Q 93104

i

(UQTOPNUTIUOD) BTOUSISIILIUL °"DG0Z © 68¢F °P UQESNITP 9P 23USTOTIS0) * L erqey



g-0T X I9°0

= a ‘. 0T X $8'QLT =
= _(UW/HY) 3a % 682%'0 = (UV/HV) 31ANC

@lOH X 69°0

= q mm:OH X 9G'¢CLT =
= _(4V7HY) 3Q % f99T%‘0 = (UV/HV) 30}

632%H‘0 99T®‘'0 = w
L26€°‘0 OT®0‘0 0894°T 042l'T 8€92 ‘0 SS0€°0 ggeo‘s 042l‘T
gg6¢e ‘o 962T‘0 Q€0Q‘T 2829'T 2L62°0 8962 ‘0 0846°T 2QL9°T
L€0% ‘0 €9T2 ‘0 Q9EQ"‘T S029°'T LIHE O 9¢TIC ‘0 T9€6°T GCCO ‘T
H9TIH ‘0 88TIEC ‘0 2898°T 66T £R6€°0 T2S€°0 STO6‘T 565G T
IEHR‘0 I2s%°‘0 GTO6°T HOHH'T 069% ‘0 88TI% ‘0 €898 ‘T R6HH T
gEQK ‘O mmmmmo To€6°T 900€ ‘T S086*‘0 g9£s'‘o Q9EQ‘T 900£° T
8095 ‘0 EIH60 0626°T LECO'T Gzll‘O T0LL°0 8€0Q'T LECO'T
¥T198°0 GG06°'T geco'‘e 0l2T'‘o 89TH ‘T OTIH9'T 0Q92'T 0L2T'0
qv T b Yy . T 3
tlanmem HY H H Ty FuE HV H H

00 TJI39WTS Ojud twednaly O0TJA39WIS ou ojuwdtwednaly

LT = ¢ ﬁuoa X 9€T'0 = A 096°¢CL = 13 6 o304
(UOTOBNUTRIUOD) SBTIOUIIBIIASIUT °I80Z © 63¢F °OP USISNITIP °pP 9JULTOTIS0) ° /g BIqe]



=0T X 25‘0 = @ mHH,mwa = —OT X TE'0 = @ ‘- OT X €6°€QT =

= (4V/HP) "% ‘HIEH'0 = (UV/HV) 3GAS = mﬁsqwmqv 3a ¥ *HQETH0OT= (UV/HY) 2A\T
HTEH'0 ®ge% ‘0
9%6€ ‘0 CI®HO'O0 0CTI2‘T 8049°'T ggleto 9¢TE ‘0 $986°T 8029 °T
866€ ‘0 T92T°‘0 L9HL'T 9c¢c9 ‘1 990¢ ‘0 950€ ‘0 2ge6 ‘T 9329°T
STIR O gozgg‘o 0€8L°T Gg9S¢‘'T gosc'o 8€cL ‘0 £€988°T €B9S*'1
782% ‘0 ogezg ‘o OLTIQ‘'T . 068%°T S{ox ‘o 2TI9¢ ‘o 20S68°T 06Q3% ‘T
€L6%°0 999% ‘0 206Q‘T 9€QEfT £Sgw o HEEH'O 0LTIg°T 9¢QC T
2gL6%‘0 T€S9°0 €988 AREAN 28650 86150 0€QL*‘T AREAN
9945°0 LL96°0 2g6 ‘T g096°‘0 ~ Lo6lf0 ggglL‘o 287l T €096°‘0
8G66Q°0 RIQ6'T %986‘T ~  0S00°0 QELR T 0LOL'T OCTL'T 0%00°0
Yy v . T, 3 qv , T b
o raje HY H H Mﬁpﬁm HY . H H

00T I3 2wWTs ojuostwednaly ) 00TI3wWTS ou ojusTwednaly
LT = ¢ _O0T X 2IT‘0 = 24 Bos 0268 = 3 OT o304

i

(UQTO®NUTI3UOD) SBIDUSISIISIUI °“I508 © 6Z¢F 9P UQTSNITIP Op 93USTOLF905 * lz @Tqe]



_OT X 8%'0 = @ ‘. _OT X TH'T6T = g-OT X T§'0 = a ¢ _OT X %T'€gT =
= mﬁaqwmdv 1A fSL€%°07= (UV/HV) 2d)8 = o (UV/H¥) 3ad % *ROER‘0 = (UV/HV) 32d)3

GlLeEFR‘O F0EH 0
SI2H ‘0 o%%®0‘0 0glec‘t OoTfe ‘T 9882 ‘0 egHee ‘o 289S*‘T 01¢2* T
LLO%H'0 982T‘0 TI2TC‘T GEQT'T I6TC 0 IQTIE ‘O 9T0S ‘T GEQTT
H9TI% ‘0 T€22°0 9L%HE'T SHST'T £659€°0 6TCC ‘O 796%H Y S{ST'T
80E€% ‘0O g62¢ ‘0 22Q€°T 6260°‘T Q0% ‘0 KoL 0 9LTH T 6250°T
49S%°‘0 099%‘'0 9LT%H‘T 9TS$6 ‘0 gegx ‘o ITIERH ‘0 22g€°T 9TS6°0
.¢Nm¢“o 89%9°‘0 798K T 9608°0 $2g86°‘0 0g8es ‘o 9LHE'T 9608 °‘0
TSSS5°0 9TE6‘0 9TOS ‘T 00250 THHLO 2%2°0 TSTE‘T 00.S6°C
9l0l‘0 269S°T 2694 T 0000°‘0 Q00T ‘T 0622°T 0622°T 6000 ‘0
yv T b1 1584 \ : T ¥
wﬂmpmsm HY H H T 4 HY H H

OOTI32WTES oOjudTwednaly OO TJI3 WIS ou ojudrtwednady

LT = 0 _OT X 880‘0 = %4 8es ORO"CIT = % TI o304

¥

(UQTOeNUT]UOD) SBTOUIIIFISFUL D508 © 6Cg 2P Q@ﬁWSMﬂU 9p ©3USTIOTIFSOD * LT erqer



= d f¢-0T X LE€°C6T =

_O0T X 0£‘0 _O0T X 62°‘0 = a 2L6'6gT =
= mﬁsqmmqv 1§ f98€R‘0 = (UW/HY) )8 = o (UV/HV) 3a7% *RSEF'0 = (UV/HV) 2A}j8
98€% ‘0 5GCH0
8RTIHR 0 €ER%0‘0 LGle'y eEe'y FRTC ‘0 889€ ‘0 2T09'¥ pegety
€91%‘0 €IET ‘0 2aTe ‘¥ 6€QT ¥ L2xHC 0 9THE 'O agzsy 6€QT' Y
€LIH O 9¢32‘0 Q3GC ‘¥ c6cL‘y galc‘o gERLC ‘0O 0€ly‘y 2621y
€6exR‘0 geeceto 806¢€ ‘¥ GLS0'y 99T% ‘0 0zl¢‘0 C62H'Y GLS0'y
€2¢%°0 999% ‘0 cé6zy 'y 6296 ‘¢ c62% ‘0 622%‘0 Q06¢€ ‘¥ 6296 ‘¢
006% ‘0 LEKY 'O (WAL £6ecg'¢ 299S¢°0 geesto Qesl‘y £62Q‘¢
GLHG'O 06T6°0 ases‘y $909 ‘€ 60TL‘0 L8Ol "0 CSIC'y G909°‘¢
6929°0 RL6%'T 2109 ‘% g€0T'¢ 8TITIO'T 6TLT T LSlety 8€0T ‘¢
q 7 T i q 'V ) T pi
MJwvmsm HY H H Ty rdac HY/ H H

ooTI3owTs ojusTwednaly

ooTa3owTs ou ojudTwednaly

OT X 290'0 =

A

Ses QO%°1I9T

= 3

2T o304

(UQTIOBNUTIUOD) SeTOUdIDFISQJUT

*050C © 63¢g °P UQISNITP 9P 93USTIOTIS0D

L3

erqe]



OT X 22°0 = @ f{¢-0T X T€£‘602 = g-0T X 62'0 = A f¢_OT X L9‘GEE =

= As,%mqv 3d ¥ ,mum¢,o = (4 WHV) 3d\S = ;(4V/HY) 3d % ‘{1T92%'0 = (UV/HVY) ¥aye
, GlS¥{‘O . T9L%‘0

gogx‘o | SHEFO0O 098¢ ‘¥H N g9¢¢€ ‘0 TO6€ ‘0 9TE9 ‘¥ SIfe 'y
LEERO 89€T‘0 162€'y AR 28S% 0 €L8% 0 96%9 ‘% €C6T‘T
2gew‘o - g®ee‘o 729€ 'y 92¢T 'Y L26€°0 L29€'0 €S6R'Yy S TAN R
TSS% 0 H8HE 0 glLow‘y 88S0° Y 79E€%R 0 268€°‘0 S8HR 'Y RS0
€LL%‘0 048%‘0 (S eL/2 /A7 ST96°¢ T166%°0 LSHH‘0 clow‘y SI96°¢
QKIS0 2929°‘0 €S6%‘'y  T6IQ'C 9¢6S°0 £€gHs‘o 729€°% T61Q°¢€
0g€9°‘0 60L0°'T 96%9 ‘% 28lG6" ¢ 22820 70820 T62¢ ‘% 28LlGtE
2LTL0O 928S°T 9TE9 ‘Y S oRRo‘E - €820'T ogRe‘T 09g2‘ ¥y oOR7[O‘¢
yvy T 0 yv I i
mmwpmsm HY H ‘ m MJw»msm HY H H

00TJI3wTs ojusdtwednaly . O02TJI39wWTs ou ojudtTwednaly

LT = ¢ 5-0T X TSO0‘0 = A - 38s 096°S6T = 3 €T ©o3x04

(UQTIORNUTIUOD) SBTOUBIDFILIUT °*IJ508 © 628¢ °p QQHmSMHﬁ @p 93U8TIOTIO0D ° /LT vIqel



0T X' €2°0 = a

‘CT “gzge

-0T X €280

= da L g

ce =
= S (4¥/HYD) mm 7 Syif'o = (UV/HV) 3a)e = mﬁqumwv A % f0€L%‘0 = (UV/HY) A3
SHLF'O 0€L% 0

TISH ‘0 4500 962H ‘¥ . G2ge‘y T9¢¢€ ‘0 H¥STIH O 6%6L'% g2ge'y
9g%¥% ‘0 STHTO LOLH'H g6ee 'y 9TIQE ‘0 F08€ ‘0 960.L"'% 268C‘y
%8R0 €ERe ‘o CETS ' ¥ 0022‘%w S6TI%‘0 glge o GLSY 'y 0022 ‘%
T04% ‘0 66S€*0 89GS ‘¥ 696T'H QCSK ‘0 2%0% ‘0 1309°% 696T'%
T26% ‘0 TI20S‘0 1209°'¥% 000T ‘¥ STIS O g954% ‘0 894G W O00T ‘%
OTES'O 6L69°0 6LS9 'y 0096 ‘¢ 0964°‘0 €€89°0 €CCIS'H 0096 ‘¢
2ggs‘o 2lg6‘o 9604 ‘% " ®zeTlE 90&L‘0 €gRL‘o 0L H f122l'¢E
98%L ‘0 6659°T 616L'Y C06€TE CHRIT'T 9062 ‘T 962% ‘% 0c6€T' ¢
y 7 - T 31 y v T 3
o YAz HY H H Ty *ahe HV H H

ooTxjowrs ojustwednaly 00TJI39wWEs ou ojudtwednaly
LT = ¢ _OT X THO‘0 = A Ox€"SHE = 3 T o304

f

(UQTOBNUT3UOD) SBIOUDILDIIIIUI °Do502 © 62@ °P Gowmﬁwﬂv ®p 932USTIOTJL0) * gz eIqeg



9-0OT ¥ T8'0 = d *¢_0T X QG°9¢€3 =0T X T2‘0 = a ‘c_OT X €0°€Lg =
= mﬁsq\mqv A ¥ *H9QK'0 = (UW/HY) rdpe = Nhs@imqv 3d § ‘Q@{RQK‘0 = (UWHY) 1adis
© %98%°‘0 _ 8% 8% ‘0

929%°‘0 £€8%0°‘0 904% 'y czey'y €T2€°0 coCH ‘0 £€eeg 'y cgeH'y
€1I9%°0 SSHTO GCTIS'y 004€ "' ¢96¢ ‘0 €66€°0 €69y 004€ "'y
999% ‘0 T1S2 ‘0 1196y 00TEC ‘¥ QxS H ‘0 ®C6C ‘0 320l y 00TE 'y
2egy ‘o 669¢€ ‘0 €€09'y RN $29%°0 FLINO 8059 ‘% K23ty
6050 8GTIS‘0 8059 ‘¥ 0SET'% 4 wH3s'o £€89%°0 £€09 'y OSET' ¥
€L€G6°0 8602 °0 H20.L'Y 9966 ‘¢ ITTI9 ‘0 SH9C‘0 TI9G ' % 9966 °¢
gL6s ‘0 €200°‘T €69y 0€9L°¢ gHSL‘0 gecslto SIS ¥ 0€9.L°‘¢€
€8HLO €6S9*'T €268y 0L6T1°¢C T 9660°T 9€22°T 90.L% ‘¥ 0L6T‘¢
uv T 3 uv .. T 3
MAwpm»m HY H H mmwwm%m HY . H H

ODTJI39wWEs ojudtwednaly ; O00TI]2WTIS ou ojustwednaly

LT = ¢ ¢|OH X G€0'0 = 3A 39S Q00C‘9QC = 3 €T o304

AQQMOMSSWPSOOV SeTOUDI9JI03UT °*D502 € 63F op UQISNITIP Op 293USTOTIS80H * L2 eT1ael



Tabla 28. Valores de D en funcidén de 1/t a 202C
durante la difusiodon de %29 a una con-

centracidén de 9,3 unidades de A26

0

b

D x 10°

Agrupamiento  Agrupamiento

no simétrico simétrico t,seg (1/t) x 10
2,73 3,30 11.280 0,887
2,33 2,97 15.000 0,667
1,94 2,05 18.000 0,556
1,56 1;64 21.840 0,458
1,40 1,47 25.260 0,396
0,59 0,61 73.560 0,136
0,51 0,52 89.520 0,112
0,41 0,42 113.040 0,088
0,29 0,30 161.400 0,062
0,29 0,27 195.960 0,051
0,23 0,23 245, 340 0,041
0,21 0,21 286.200 0,035
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Figura 23. Relacién entre D y 1/t durante la difusion de
$29 en diluycnte de fago a 209C. Concentracion

= 9,3 unidades de A260'



IV.10.PUNTO ISOELECTRICO DE $29

El punto isoeléctrico de #29 se determind a
1oC a partir de la relacidén entre movilidad electro-
forética y pH a fucrza iod6nica constante, como se des

cribe en Metodos.

La tabla 29 muestra las posiciones del pico.
schlieren de #29 en tampén de Michaelis (pH 2,7; I =
0,1) en la rama ascendente de una célula de Tiselius,
cuando se somete a un gradicnte de 3,46 V cm-l. Re-
presentando‘ia‘distancia‘rocorrida en funcidén del
tiempo se obtiepe una recta (figura 24), cuya pendien
te (la velocidad media de migracién) dividida por el
campo aplicado, da una movilidad electroforeéetica de

+ 5,7 x 10“5 cmz \4 segil al pH indicado.

La tabla 30 muestra los valores de la movili-
"dad electroforeética de £29 a 19C a diferentes pH y a
una fuerza iénicé de 0,1. Representando dichos valo-
res en funcibén del pH (figura 25), la interseccidn
con el eje de abcisas (u = 0), da un valor para el

punto isoéléctrico de #29 de 4,3,



Tabla 29. Distancias recorridas por ©29 a pH 2,7
y I =,0,1 sometido a un campo de 3,46
V cm
Foto t, seg Borde Pico d, cm
1 0 9.050 11.285 2.735
2 3,600 - 9.143 12.510 3.367
3 7;500 8.938 12.963 A.ozs
Ut 9.960 9.090 13.572 4,482
5 12.480 9.054 13.956 k.902
6 15.360 9.027 14.302 5.355
7 17.940 9.109 i&.goo 5-791
-8 21.540 9.080 15.650 6.570
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Figura 24. Migracidén electroforética de #29 a pH 2,7 vy
I = 0,1 en fgﬁcién de t, sometido a un campo
de 3,46 V cm .



Tabla 30. Movilidad electroforética de 29 en tampon
de Michaelis (12C; I = 0,1) en funcién del

pH.

pH u, cm” v seg"l
2,7 + 5,17;:10‘5
3,4 | + 4,51x107°
3,8 +2,89x 1077
L5 - 0,32x107°
L 9 - 0,63x107°
5,9 - 0,99x107
6,8 | - 1,62x 1077
7,8 - 1,68};10"5
7,8 - 1,70x 1077

9,0 - 1,71x10°°
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IV.11. PESO MOLECULAR DE £29

11.1. A partir de la ecuaciéon de Svedberg

Conocidos el coeficiente de sedimentacidn,

el coeficiente de ‘difusidén, D y el volu-

o] (6]
S20,W’ 20,W’

men especifico parcial, v_, de f29, el peso molecu-
(%

lar de la particula puede determinarse a partir de

la ecuacidén de Svedberg (tabla 31):

M= - RT s
D(l-&ze)

De este modo se obtiene para 29 un peso mo-

&

lecular de (17%1) x 10
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11.2. A partir de la composicidn quimica

,Conocido e¢l peso molecular del DNA de £29
(27,28), el peso molecular de la particula puede
calcularse determinando el porcentaje de la masa

total que es DNA (78).

Para ello se determindé primero el porcen-
taje de N en la proteina de $29 (tabla 32), a partir
de la composicidén de aminoacidos de la proteina del
virus, y el porcentaje de N y P en el DNA de £29
(tabla }2), a partir de la composicidén de bases del

DNA.

A partir de estos datos (tabla 34) se obtic-

ne que 1 unidad de A "de $29 contiene 85i2 ps de

260
. i +
virus, de los cuales, 18-1 jg son DNA. De estos va-

lores y del peso molecular del DNA, M = (llfl) x 106

se obtiene para 29 un peso molecular de (l9fl) X lO6

)



Tabla 32 . Porcentaje de N en la proteina de £29

Fraccion 1

Aminoacido molar M W W (N)
Lisina 0,048 128,19 6,2%0,1 1,34%0,02
Histidina 0,020 137,16 2,7%0,2 0,84%0,03
Arginina 0,036 156,21 5,6%0,2 2.02%0, 04
Acidc aspartico 0,135 115,10 15,6f0,2 1,89t0,01
Treonina 0,080 101,12 8,1%0,1 1,12%0,01
Serina 0,070 87,09 6,1%0,1 0,98%0,01
Acido glutamico 0,101 129,13 13,0%0,1 1,41%0,01
Prolina 0,022 97,13  2,1%0,1 0,31%0,01
Glicina 0,075 57,07 4.,3%0,1 1,050,01
Alanina 0,072 71,09 5,1%0,1 1,01%0,01
Cisteina 0,003 103,15 0,3%0,1 0,04%0,01
Valina 0,093 89,15 8,3%0,1 1,30%0,01
Metionina 0,039 131,21 5,1%f0,1 0,55%0,01
Isoleucina 0,063 113,17 7,1%0,1 0,88%0,01
Leucina 0,076 112,17 8,6%0,1 1,06%0,01
Tirosina 0,024 163,19  3,9%0,2  '0,34%0,01
'Fenilalanina 0,031 147,19  4,6%0,2 0,43%0, 01
Triptofano 0,012 186,22 2,2%0,2 0,34%0, 02

108,9%0,6 16,91%0,07

+
% de N en proteina = 16’9110’07 x 100 = 15,5 ¥ 0,1
108,9 -0,6

1. Al peso molecular de cada aminoacido se le ha restado
18,

formacion de cada enlace peptidico.

es decir, el peso del mol de agua liberado en la
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V. DISCUSTON



El objetivo fundamental de esta tesis ha si-
do la determinacion de la composicion quimica y de
los parametros quimicofisicos.del fago #29 necesa-
rios para calcular su masa molecular, con el fin de
estimar el numero de subunidades de cada una de las
7 proteinas estructurales presentes en la capsida ’

del virus (30).

Para dicho estudio era previo disponer de
virus homogénco en cantidad suficiente. Los métodos
publicados para la purificacidén de $29 eran aﬂecua—
dos para obtener peqﬁeﬁas,cantidades de virus (27,
30), pero no para obtener la cantidad de fago sufi-
cicnte para regiizar los analisis que se describen

en csta tesis.

El método de purificacidén de 29 que se des-
cribe aqui parte de 17 litros de ﬁn lisado devbacte—
rias infectadas, pero la escala del proceso puede au-
mentarse facilmente. Como es general en cualquier
proceso de purificacidon de macromoléculas en gran
escala, uno de los primeros pasos del proceso es la
concentracién del fago presente en el lisado. Esta
concentracion puede hacerse por precipitacion iso-
eléctrica a pH 4,3A0 con polietilenglicol (42). Los
dos procedimientbs dan lugar a una bucna recupera-

cién del virus, pero el segundo es mas conveniente



por su economia y suavidad.

El segundo paso de la purificacidén es una cro
matografia a través de vidrio con poros de diametro
medio 20-40 nm (43, 79-81). Como este tamafio es in-
ferior al del virus, éste aparece en el volumen ex-
cluido de la columna, bien separado de los contamif
nantes de menor tamailo. Despueés de este paso el virus
completo esté.contaminado con particulas vacias (sin
DNA) y otros componcntes estructurales (cabezas con
o sin cuello), que no quedan retrasados en la colum-

na de vidrio poroso.

Las particulas completas pucden separarse de
las que no confienen DNA, por centrifugacién en C1lCs
hasta equilibrio de densidad (44). En el gradiente
de densidad aparecen tfes zonas (I, II y III, figura
8). E1 pico I (p= 1,4k ¢ cn™?) es virus infectivo,
el pico IT ( ez 1,42) son variantes morfoldgicos es-
pontancos de la particula gue contienen DNA y el pi-
co III (Q(IL,&O) contiene una mezcla de particulag

sin acido nucleico.
El fago #29 obtenido de este modo es homoge-
neo por varios criterios:

a) Al microscopio electrdénico se observan par-

ticulas virales completas.



b) El material sedimenta como un solo compoc-

nente en un gradiente de sacarosa.

¢c) Por velocidad de sedimentacién en la ul-
tracentrifuga, por difusidén y por electroforesis 1li-

bre se obscrva sdélo un componente.

d) En el material purificado sb6lo se obser-.
van, por eclectroforesis en gel de poliacrilamida las
siete proteinas virales previamente identificadas

analizando virus marcado con aminoacidos radioactivos

(30).

El rendimiento de virus homogéneo obtenido, ’
respecto al virus total presente en el lisado, fué
de un 50%. Como 1 ml de una solucidén de ©29 que con-

tiene 1 unidad de A cquivale a 0,084 mg de £29

260

(padg. 117), las 5.589.unidades de A de virus ho-

260
mogéneo procedentes de un lisado de 17 litros (ta-

bla 7), equivalen a 469 mg de virus.

Adoptando para £29 una masa molecular de 18 x
lO6 (ver mas adelante), como 5.589 unidades de A260
=

equivalen a 5.5 x lOl) unidades formadoras de pla-

cas, el numero total de particulas es

16

b}

5.589 x 0,084 x 1072
18 x 106

de las cuales un 34,3% (5.5 x 1015) son infcecctivas.

x 6,02 x 1023 = 1,6 x 10




El peéo molecular de $29 se determindé por dos
métodos: (1) a partir de la ecuacidén de Svedberg,
una vez determinados los coeficientes de sedimenta-
cién y difusién y el volumen especifico parcial de
la particula y (2) a partir de analisis quimicos del
fago completo, DNA y la proteina, y tomando para ¢l

peso molecular del DNA un valor de 11 x 106 (28).

Para la determinacidon del volumen especifico
es necesario conocer la relacibén existente entre la
A260 del fago y el peso seco del mismo. De medidas
realizadas en dos exﬁerimentos diferentes se obtuvo
para $29 en diluyente de fago una absorbancia espe-

cifica de 11,9 i 0,1 unidades de A por mg de vi-

260
rus por g de disolucidn. Es decir, 1 ml de una sus-
pension de #29 en diluyente de fago que tiene una

A = 1, contiene 0,084 mg de virus.

260

El volumen especifico se determiné a partir
de la reclacién entre densidad y concentracién de di-
soluciones de 029 en diluyente de fago a 202, obte-

+-

niéndose un valor para v, = 0,604 0,006 cm? g_l.

2

El coeficiente de sedimentacidén de $29 se de-
terminé a 202 en diluyente de fago a diferentes con-
centraciones, se extrapold a concentracidén cero y,fi-

nalmente, se corrigidé para el valor correspondiente a



agua, obteniéndose un sgo . (251 - 2) = io™13 seg.
)

El coeficiente de difusidn de #29 se determi-
né en diluyente de fago a 12C con objeto de minimi-
zar convecciones térmicas. Partiendo de una disolu-
cidén concentrada de virus (30 unidades de A26O por
ml) el coeficiente de difusidén se obtuvo por tres

métodos diferentes, obteniéndose los siguientes re-

sultados:
. 30 .8 2 -1
Metodo | Dl,DF x 1O cm  seg
Relacidén altura-area 3,9 : 0,2
Longsworth . bk - 0,1
Papel de probabilidad £,3 % 0,2

Para concentraciones mas diluidas del virus
el Dy pp se determiné empleando solo el método de la
k]

‘relacidon altura-area. De la relacion entre coeficien-

te de difusidén y concentracidén se¢ extrapold a dilu-

cion infinita, obteniéndose un Di DF = (4,9 : 0,1)
b
b 'S 10”8 cm2 Seg_l. Corrigiendoc este valor para agua
a 20¢C se obtiene para £29 un Dgo WS (9,2 < 0,5) x
-8 2 -1 ,

10 cm seg .

Como puede observarse, la correccioén de tem-

pevatura practicamente duplica el valor del coefi-



ciente de difusidn; para garantizar la validez de
la correccion se determindé el valor del coeficiente
de difusidén de P29 a 20°C en diluyente de fago a

una unica concentracién (9,3 unidades de A ) obte-

260

., + “8 2 "l
niéndose un Dgé?DF = (8,5 - 0,6) x 10 cm. seg .

Corrigiendo para las diferencias de viscosi-
dad del agua y del diluyente de fago a 202 (tabla 20)

se obticne

-

8 x 1,028=.(8,7f0,6) x 10_8 cmzseg ,

p?:3 = 8,5x10
20,W

un valor muy.préximo.al calculado a partir de las

medidas realizadas a 1l@ecC.

. ) - o o
Sustituyendo los valores de Voo S2O,W y D20,W

en la ecuacion de Svedberg se obtiene para la masa

molecular de $29 un valor de (17 : 1) x 106 g mol_l.

El modo de determinar la masa molecular de
un fago, conocida la masa de su DNA, se basa en ana-
lisis puramente quimicos (78), que permiten determi-
nar el porcentaje de la masa total del virus que es
DNA. Este método requiere analizar por separado el

virus completo, la proteina y el DNA.

Refiriendo todos los valores a 1 ml de una

disolucion de 329 que tenga una A26 = 1, a partir

0

de un analisis de P total en fago y de la composicion



de bases del DNA, se obtienen 48 Fg‘de DNA Na por

-+

unidad de A Este valor es muy préximo a 46,1 -

260°

0,4, obtenido de un analisis directo del DNA en fa-

go.

Para calcular los microgramos de proteina de

fago por unidad de A se determina, primero, los

260
microgramos de N en la proteina del fago, que es
igual a la diferencia entre ¢l N total en el fago,
deducido del porcentaje de N en el fago y la absor-
bancia especifica del mismo, y el N en e¢l DNA, dedu-
cido del poréentaje de N en DNA y de la absorcion
especifica del DNA Na. De esta diferencia se obtie-=
nen 5,8 pg de N en la protéina por unidad de As6or
que multiplicado por el porcentaje de N en proteina,

obtenido de la composicidén de aminoacidos, da 37 J Rk

de proteina.

Por tanto, si por cada 48‘Pg de DN Na hay 37
p¢ de proteina, tomando para el DNA de $#29 un valor
de 11 x 106 (27, 28) se obtienc para la masa molecu-

lar de $29 un valor de (19 = 1) x 106 g mol_l.

De un modo mas directo, el porcentaje de la
masa de #29 que es DNA puede determinarse de la masa

del fago (81 Fg/A v del an&dlisis directo del DNA

260
(k6,1 PS/AEGO)' De estos valores, tomando para el

(
peso molecular del DNA de f29 un valor de 11 x lOJ,



la masa de $#29 resulta 20'x106g;mol-l.

Otro método‘independiente de estimar 1la ma-
sa del fago P29 es a partir de las absorciones es-
pecificas a 260 nm de la particula, el DNA y la
proteina. Tomando para la absorbancia especifica del
DNA bicatenario 20, y para las absorbancias del fago
completo y la proteina, 11,9 (tabla 12) y 1,2 (ta-
bla 13), respectivamente, y suponiendo que la con-
tribucidn de cada componente esta en relacidn a su
masa, tomando para la del DNA un valor de 11 x 106,
resulta para’la masa del fago un valor de (19 = 2 )

X 106 g mol-l.

En conciusién, de estos resultados-puede con-
cluirse que la masa molecular de £29 es de unos 18 x
106 g mol—l. Una vez conocida la masa total del fago,
puede obtenerse la masa de la céﬁsida restando a la
.primera el peso molecular del DNA, resultando, por
tanto, para la capsida protéica de $29 un peso mole-

cular de alrededor de 7 x'lO6 g mol—l.

Para estudiar la morfogénesis de un fago como
#29 es conveniente disponer de un modelo, que de
cuenta del nimero de subunidades de cada proteina es
tructural y su posicion.relativa en la particula.

Una vez conocida la masa proteica del fago, los pe-



sos moleculares de cada proteina esfructural y sus
m;sas relativas, ha'sido posible estimar que la ca~
beza de $29 consta de 85 subunidades de proteina
HP1, 5 subunidades de proteina HP2 y 55 sﬁbunidades
de proteina HP3; el cuello consta de 5-6 subunidades
de proteina NP2 y NP3, y 12 subunidades de proteina
NP1; finalmeﬁte, la cola consta de 3 subunidades de
proteina TP1l. De estos datos, adoptando para la cap-
sida de 29 una simetria basica - icosaédrica, se ha
construido un modelo que explica los datos de los
analisis quimicos del fago y esta de acuerdo ;on la
estructura observada por microscopia eleéctrdnica de
la particula nogmal de @29 y dec los variantes morfo-

l6gicos que se describen en esta tesis (82).



ViI. CONCLUSIONES



El bacteriéfago £29 de Bacillus subtilis sé¢ ha puri-

ficado partiendo de 17 litros de cultivo, obteniéndo-
se cerca de 0,5 g de virus homogéneo, de los cuales

un 34% corresponden a particulas infectivas.

El virus purificado es homogéneo por los siguientes
criterios: microscopia electroénica, sedimentaciodn,
difusidn, electroforesis y analisis de las proteinas

estructurales de la particula.

La absorbancia especifica a 260 nm de $29 y de la
proteina viral, libre de DNA, en diluyente de fago

+

es 11,9 - :

) o ¥ _\. . .
0,1 vy 1,2 0,1 wunidades de AZGO por mg

de material seco por gramc de disolucidn.

Los valores del volumen especifico parcial, el coce-

ficiente de sedimentacidén y el coeficiente de difu-

sién de $29 son, respectivamente, 0,604 t 0,006 cm3

g-l, (251 T 2) x 10-13 seg vy (9,2 ro,5) x 10"8 sz
-1 '

seg .

El punto isoeléctrico de $29 es b, 3.

Usando la ecuacibén de Svedberg y los datos del apar-
tado 4, el peso molecular de $29 es (17 + 1) x 10°
g mol ™ T,

A partir de analisis quimicos, el peso molecular de

#29 es (19 % 1) x lO6 g mol—l.
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