DEFINICION: Es la entidad estructural y funcional

ESTRUCTURA: Al microscopio de luz,
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que contiene la informacién
genética bacteriana, usualmente localizada en 1la regioén central

del cuerpo celular ¥y llega a constituir hasta el 2% de su
co Y ocupa el 10% de su voldmen

peso se

la visualizacién del nucleoide se logra -
con la aplicacién de técnicas tintoriales como 1la ge Feulgen o —-

Giemsa, o con el empleo de colorantes fluorescentes tales como la
naranja de acridina, el bromuro de etidio o el DAP 1.

Para su observacién al microscopio electrénico se ha empleado --
convencionalmente el procedimiento de Ryter—Kellenberger que in--
cluye un tratamiento de prefijacién directamente en el medio de -
cultivo utilizando 0s0O . Bajo las condiciones de este procedimien
to, el nucleocide de B. subtilis al igual que el de otras bacte———

la de Escherichia coli, asi como un limite bien definido entre el
DNAplasma y el citoplasma, sin liegar a observarse una membrana -

envolvente. E1 DNAplasma presenta fibrillas organizadas en mecho
nes retorcidos como se muestra en la Figura 1.

Fig.l. Esquema que miestra una bacteria conteniendo
una area clara ecuatorial, con apariencia fi
brilar correspondiente al nucleoide.

La apariencia del CUerpo nuclear depende tanto de los procedimien-

tos de fijacién y tincién empleados, como de la cepa bacteriana.En
1985 J.A Hobot Y asocilados disefiaron un procedimiento para micro
copia electrénica en el que las bacterias después de ser congela-
das ultrarapidamente e€ran sustituidas a bajas temperaturas en 0s0
al 1% en acetona y embebidas en Epon. con esta técnica el nucleoi
de aparece como espacios libres de ribosomas, llenos de material —

granular con un didmetro de fasta 15 nm, entremezclados con segmen
tos de fibrillas con un didmetro de 4 —6 nm. S
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Fig.2. Molécula de nucleoide
bacteriano aislada, mos
trando asas o dominios.

COMPOSICION QUIMICA: El1 nucleoide estd constituido principalmente por una molé

cula de DNA de doble cadena, circular y covalentemente i?rrida,e;-
i i l1 -1.4 mm, su peso molécular -

cuya longitud en E. coli es de 1.’ eh 5 ¥

~3yx 109gdaltones, y la informacion genética que a}berga egta cg;A

tenida en 5 x 106 pares de bases. Ademas el nuc1691de Cont1§ne

y RNA polimerasa, esta enzima representa la princ1p§l prot912; ::g

ciada. E1 RNA constituye el 30% del peso del nucleoide y un

€1 es RNA ribosomal.

Con frecuencia el DNA bacteriano ademas de lgs cuat;o ga-—
ses nitrogenadas principales, contiene pequenasbcantliaie?ese e:

i > 1l 0.05 - 1% de las bases tota : -
ses metiladas en el orden de : : .
tre ellas la 6 metilaminopurina y la 5 metilcitosina, a este grupo
de bases nitrogenadas se les designa como bases menores.

i imi to
La cantidad de DNA celular depende de la velocidad de crec1m{enl é
lo cual se refleja en el numero de nucleoides por celula. Azl. a
1 =0 1 re—
células en crecimiento lento poseen 1 © 2 nucleoides y las de c

i § - ula.
crecimiento rapido presentan dos & mas moléculas de DNA por cel

La forma del DNA es superenrolllada y presenta ug grantnu—
mero de asas 6 dominios (.140), la mas larga llega a medir has‘a
20.nm de longitud. En el centro de la estructura aparece un 2a§e
rial electrodenso que por su susceptibilidad a la RNAasa se ha -
identificado como RNA,
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Cuando los nucleoides aislados se tratan con RNAasa, su densidad

cambia de 1600S a 4 — 500S Y ocurre un incremento concomitante en su viscosi
dad.

No todo el DNA de las bacterias esta en la forma de un uGnico cro
mosoma circular; una pequefia porcién de DNA celular representando del 0.1 al
0.2% del DNA total se localiza fuera del cromosoma, en forma de plasmidos o
episomas , capaces de replicarse autonomamente, por lo que se les conoce tam
bien como replicones. Estas moleculas de DNA adional no son indispensables -
para la viabilidad celular, y pueden ser eliminados mediante tratamientos —-—
con sustancias como el bromuro de etidio, naranja de acridina, acriflavina o
iones cobalto, agentes que se intercalan preferentemente en moléculas peque-—
fias de DNA blogueando su replicacién. A esta segregacién unilineal de las —-
células con episoma en una poblacién sin episomas, se 1lama CURACION.

En las bacterias se han descubierto varios tipos de plaémidos. -
los cuales se diferencian unos de otros por la informacién genética que por-
tan, entre ellos se encuentran los factores de resistencia,; plasmidos porta-
dores de una informacién que dirige la sintesis de enzimas degradadoras de-
antibiéticos, lo cual le confiere resistencia a dicho antimicrobiano; los —
factores bacteriocinogénicos son plasmidos portadores de la capacidad que os
tentan ciertas bacterias de producir proteinas extracelulares con propieda——
des antibioticas llamadas bacteriocinas, por ejemplo el factor colicinogéni-
co de E. coli que codifica para las colicinas. El factor sexual es el plas
mido que lleva la informacién genética para la produccién del pili F que ha-
ce posible la conjugacidén bacteriana. Hay plasmidos que codifican para la —-
produccién de pili comunes como el Plasmido K99, K88, CFA-T y CFA-IT. Cier—-
tos plasmidos dan resistencia a metales como el plomo,cadmio o mercurio y —-
otros designados como pldsmidos cripticos cuya funcién se desconoce.

FUNCIONES: La principal funcién del nucleoide bacteriano es almacenar la
informacidén genética y trasmitirla a sus descendientes.
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RIBOSOMAS

DEFINCION: El nombre de ribosoma fué acufiado para designar aquellas particulas

de nucleoproteina que aparecen en el citoplasma como granulos oscu-
ros dandole una apariencia granular; dado que el andlisis quimi-
co de éstos corpusculos ha revelado un alto contenido de acido ribo
nucleico se consideré apropiado llamarles ribosomas. Estos cuerpos-
pequefiisimos son los principales componentes de la célula bacteria-
na.

TAMANO: Su dimensién mas grande es de 25 nm, es decir aproximadamente una mi--

1l6nesima de pulgada.

NUMERO: En una bacteria en crecimiento activo aparecen alrededon de 20,000 ri-

bosomas, pero una célula de un organismo superior puede albergar —-
varias veces ese numero de granulos.

ESTRUCTURA: Fundamentalmente la ultracentrifugacién y otras técnicas preparati

vas han demostrado que el ribosoma consta de dos subunidades diso-—
ciables de diferente tamafio, 1lamadas SUBUNIDAD MAYOR y SUBUNIDAD-
MENOR, que se enlazan por separado al RNA mensajero al iniciarse la
sintesis proteica.

A partir de micrografias electrénicas, James A. Lake ha construido-
un modelo tridiemensional de la miquina intracelular que sintetiza-
proteinas. Este modelo del ribosoma considera una forma asimétrica
de las dos subunidades, y sus caracteristicas estructurales son co
mo sigue:

La subunidad pequefia tiene una forma aplanada y asimétrica, sus di-
mensiones son .5.5 x 22 x 22nm, consiste de una cabeza que cons-
tituye aproximadamente un tercio de la masa corporal, los otros dos
tercios corresponden a la base. Posee ademis una plataforma separa-
da de la cabeza por una cavidad denominada hendidura. E1 cuerpo de-
la subunidad pequefia presenta una constriccién que delimita la cabe
za de la base.
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Fig. 1.Modelo tridimensional de la subunidad pequefia. En las dos vistas se representa
la subinidad girada 90°




La §ubunidad grande tiene un cuerpo mas o menos compacto, casi
esférico, sus dimensiones son . 15 x 20 x 20 nm De é1 ;obre-
sale una proyeccién denominada protuberancia central flanquea-
da por dos proyecciones a cada lado, la proyeccidn mas alarga-
da se 1lama tallo y la otra cresta. El espacio entre la pro%u—
berancia central Yy la cresta se conoce como valle.

Y-

0 5 10
nm

Fig.4. Esquema que muestra la relacion en teamaio entre
el ribosaoma bacteriano y los RNA de transferencia.

COEFICIENTE DE SEDIMENTACION: El coeficiente de sedimentacién de un ribosoma
completo es 70 S en tanto que el de la subunidad pequefia y grande
es de 305 y 505 respectivamente.

COMPOSICION QUIMICA: Cada particula ribosomal esta constituida en un 66% de-
RNA y en un 34% de proteina. El1 total de particulas contienen el-
10% de la proteina total bacteriana y casi el 80% del RNA total.

La subunidad pequefia consta de 21 moléculas de proteinas diferen-
tes con pesos moleculares que oscilan entre 10,700 y 65,000 dalto
nes, las cuales se han designado como proteinas S1 a S21; consti-
tuyendo una masa total de 370,000 daltones aproximadamente el 40%
de la proteina ribosomal total. Ademés contienen 1 molécula de -
RNA 165 integrado por 1541 bases nitrogenadas y con un peso mole-
cular de 560,000 daltones equivalente al 30% del RNA total.

Fig. 2 .Modelo tridimensianal de la subunided grande. Fn
Cgando las subunidades se unen,
tiene su base cerca de 1a constr
Y la cabeza de 1a subunidad 30S
central de la subunidad grande como se muestra

el tallo de la subunidad 508 —-
iccion de la subunidad pequeria,
se alinea con la protuberancia-
en la Figura 3;
tinel entre ellas

La subunidad grande consta de 31 moléculas de proteina diferentes
con pesos moleculares en el rango de 10,000 a 40,000 daltones de-
nominadas proteinas Ll a la L34 debido a una asignacién erronea -
preeliminar. La masa total de proteina en esta subunidad es de --
487,000 daltones aproximadamente el 60% de la proteina ribosomal-
total. Ademés contiene 2 moléculas de RNA la mds grande con 2904
bases nitrogenadas y un coeficiente de sedimentacidén 23S y la mas
pequena formada por 120 bases nitrdgenadas con un coeficiente de-
sedimentacion 5S. EL peso molecular del RNA 5S es de 40,000 y el-
del RNA 23S es de 1,100,000 daltones, por lo que la masa total de
RNA es de 1,140,000 daltones, casi el 70% del RNA total.

alli. podria haber un €Spacio o una especie de
y'pos1p1emente €n €se canal se fije el RNA mensajero durante la
Sintesis de proteinas. Los RNA's de transferencia son bastant
grande; en relacioén al ribosoma completo por lo que probabln .2
te se inserten en las hendiduras de 1a superficie. =

La masa total de la subunidad 30S es de 930,000 daltones en tanto
que la de la subunidad 50S es de 1,590,000 daltones, dando un to-
tal de 2,520,00 daltones para el ribosoma completo.

Hemos de recalcar que solamente hay una copia de cada proteina —-
por ribosoma, con excepcién de una (L7/L12) de la cual hay cuatro.
En general, las proteinas ribosomales bacterianas son pequenas, -
basicas e insolubles como las eucaridéticas, solo la L7/L12 es aci
dica y comparte determinantes antigénicos con las proteinas ribo-
somales eucaridticas.
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El ribosoma completo presenta varios centro activos construidos -
por agrupamientos de proteinas especificas, Yy aungque la actividad catalitica
reside solo en una de las moléculas ésta actividad es estrictamenente depen-
diente del conglomerado total de proteinas ribosomales y no de proteinas in-
dividuales; sin embargo muchas de las proteinas no estadn involucradas en la-
reaccidén biosintética sino solamente son necesarias para el ensamblamiento -
de los componentes de la subunidad. Los RNA's mayores -16S y 23S- desempefian
un papel estructural, sirviendo como moléculas'cebadoras'" a las cuales se —-—
les unen proteinas en sitios particulares ¥ en una secuencia especifica con-
duciendo al ensamblamiento de la entidad ribosomal completa.

Al inicio de la actividad ribosémica, la subunidad 30S une al RNA
mensajero , al tRNA iniciador y al factor de iniciacién, a este complejo se-
le asocia la subunidad 50S. Una vez formado el ribosoma funcionalmente activo
pueden reconocerse tres sitios funcionalmente distintos, el sitio A, el si—
tio P y el sitio R. E1 sitio A y el sitio P son los lugares donde se unen —
los RNA's de transferencia, el primero de ellos se localiza en la plataforma
de la subunidad pequefia. El1 centro peptidil transferasa es llevado en la —-
subunidad 50S. El1 sitio de unién del factor de alargamiento G (EF-G) y de --
aqui la responsabilidad de la translocacién es llevado en la subunidad 50S.
El sitio R mejora la precisidén de la interaccién entre codén y anticodén, se
encuentra expuesto al citoplasma en 1a parte externa del ribosoma.

Sitio del mRNA--—-

Sitio Tu

Fig.5.Sitios activos del ribosoma.

La existencia de agrupamientos de proteinas organizadas coope—-
rativamente en las subunidades ribosomales se ha hecho patente al observar
que cuando estas se centrifugan en CsCl o LiCl algunas moléculas de protei
na se disocian quedando solo los nicleos de las particulas ribosomales con
coeficientes de sedimentacién 23S Y 425 a partir de las subunidades peque-
fia y grande respectivamente. E1 incremento en la concentracion de las sa-
les mencionadas ocasiona la pérdida sucesiva de las demas proteinas. Sin -
embargo las subunidades pueden ser reconstituidas removiendo el agente diso
ciante y suministrando iones Mg2+, sin menoscabo en su funcionalidad. =
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Fig.6.Disociacian de 1a subinidad 305 por efecto del GsCl

La reconstitucidénde la subunidad pequefia se imicia con el ensambla-
miento en frio del RNA ribosomal 16S y 16 moléculas de proteina, dando -
lugar a un agregado llamado particula R1, las cuales por calentamiento -
sufren un rearreglo unimolecular generando particulas R1* con un coefi--
ciente de sedimentacidn 21S; a estas particulas se le asocian finalmente
las 6 proteinas restantes para formar la subunidad 30S completa.
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GFig.7. Reconstitucion de 1a subunidad 308
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FUNCION: Los ribosomas reciben instruccién genéticas a través de los RNA
mensajeros, y la traducen en proteinas. Es decir, son los sitios
responsables de la sintesis de proteinas.
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