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AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA GLICOPROTEINA G DEL VIRUS
DE LA ESTOMATITIS VESICULAR*

Gustavo Arbelaez R.**, Orlando Acosta, Olga C. Marino

RESUMEN

Se busco en este trabajo obtener a partir de cultivos celulares BHK infectados con
el virus de la Estomatitis Vesicular (E.V.), la metodologia que proporcionara mayor
rendimiento, pureza e integridad de la proteina G para su futura utilizacion en
ensayos de la proteina frente a la enfermedad.

Se describen los procedimientos para la separacion de la proteina G, de la mem-
brana del virus de la E.V., empleando los detergentes no ionicos Nonidet P-40 (NP-40)
y Triton X-100, asi como los métodos para su caracterizacion, por electroforesis en gel
de poliacrilamida (PAGE).

Se obtuvo el mejor rendimiento, cuando el virus se purificd por concentragion con
PEG-6.000 al 70/0, NaCL 2.30/o0 y ultracentrifugacion en gradientes de tartrato de
sodio y potasio (15-300/0 P/P). La Proteina G se obtuvo con maxima pureza e integri-
dad fisicoquimica, mediante solubilizacién con Nonidet P40 1o/o (V/V)y cromoto-
grafiaen Sephadex G-75.

La proporcion de rendimiento de esta metodologia, fue de 1.6:1 comparada
con la de Triton X-100, logrindose condiciones de aislamiento y purificacion de la
proteina, que posibilitan su empleo en estudios de imunogenicidad en animales de
laboratorio y en especial en bovinos.

Palabras Claves: Virus de la Estomatitis Vesicular, Glicoproteina, G, Purificacion,
Electroforesis en gel de poliacrilamida.

ABSTRACT

The purpose of this study was to select the best method to obtain the highest
purity and maximal yield of glicoprotein G (gp-G) from vesicular Stomatitis Virus
(VSV), as well as to maintain gp-G integrity for future protection assays against VSV.
Various procedures employing nonionic detergentes, NonidetP-40 and Triton X-100

are described and the electrophoretic methods for its characterization are also presen-
ted.

Respectivamente Médico Veterinario, M. Sc., Bioquimico M. Sc., Microbiologo M. Sc., PhD.
Seccion Enfermedades Vesiculares. Division Disciplinas Pecuarias, LIMV. Apartado Aéreo
29743, Bogota, D.E. Colombia.



cell The higl"‘_e}“ gp-G production was obtained when the virus propagated in BHK 21
£ » Was _punfxgd by concentration with 70/0 PEG and 2.30/0 NaCL, followed centri-
ugation in sodium potasium tartrate gradient (15-300/0 W/W). High purity of entire

EP-G was obtained using for solubilization Nonidet P-40 followed by Sephadex G-75
filtration.

The yield rate of the selected procedure for gp-G was 1.6:1 compared to Triton
X-l_Op. The results suggest that the purification method may be useful to obtein
suficient amounts of glycoproteins G, to be tested for itsantigenic and of immunogenic
properties in laboratory and farm animals.

Key Words: VSV, Glycoprotein-G; purification; PAGE.

INTRODUCCION

La proteina G constituye el determi-
nante antigénico mayor del virus de la
Estomatitis Vesicular (E.V), y es la res-
ponsable de la neutralizacién de la infec-
tividad y de la especificidad de tipo de vi-
rus (12,13). La proteina G puede ser re-
movida selectivamente de la superficie del
virién, por enzimas proteoliticas lo que
conlleva a la pérdida de la infectividad. (6)

La mayoria de los detergentes em-
pleados en los estudios de proteinas de
membranas, son anionicos (dodecil sulfa-
to de sodio, SDS) o no idnicos del tipo de
polioxietileno (Serie Triton X-100 y No-
nidet P-40). Aunque el SDS puede extraer
casi la totalidad de las proteninas inte-
grantes de la membrana (22), el complejo
resultante de SDS-proteina, muestra una
pérdida total de la actividad biologica. de-
bido a la desnaturalizacién producida por
el SDS (11,23). Los detergentes no ioni-
cos por el contrario, debido a su débil
asociacion de las proteinas solubles en
agua, alcanzan las proteinas solubles en
forma cooperativa, en niveles cerca a su
concentracion micelar critica (CMC)
(21.23). Sin embargo, a diferencia de los

detergentes anidnicos como el SDS, los
detergentes no iénicos muestran una efi-
ciencia de solubilizacién relativamente
baja y generalmente no interfieren con la
actividad bioldgica de las proteinas solu-
bilizadas. Una tercera clase de detergen-
tes llamados switterionicos (sulfobetai-
nas), aparentemente no desnaturalizan las
proteinas de membrana solubles en agua
y mantienen la actividad biologica de las
mismas (10).

El virus de la Estomatitis Vesicular.
(E.V)), es el virus representativo de la fa-
.milia Rhabdoviridae (17). Los viriones
purificados contienen RNA. proteinas.
carbohidratos y lipidos. El dcido nucléi-
co estd constituido por una molécula de
cadena simple de sentido negativo con un
peso molecular de alrededor de 3.6 x 106
daltons (17.,18). EI VEV contiene 5 poli-
peéptidos estructurales mayores, designa-
dos como L, G, N, NS, y M con pesos
moleculares de 150.000, 70.000, 50.000,
49.000 y 30.000 daltons respectivamente
(26). La composicion porcentual de estas
proteinas en el virion es de 3.20/0 L.
28.50/0 G,33.70/0 N, 34.10/oM y 1-20/0
NS (24). Las proteinas L, N y NS forman
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parte de la ribonucleoproteina, mientras
que las proteinas G y M estdn asociadas
con la cubierta lipidica. La proteina G
contiene carbohidratos y forma las espi-
culas que sobresalen de la cubierta del
virus. La proteina G contiene dcido N-ace-
til-D-neuraminico, D-galactosa, D-manosa,
L-fucosa y N-acetil D-glucosamina (20).
El virus posee un coeficiente de sedimen-
tacion de Spgw = 625, con una forma de

bala de 150 nm de largo y 70 nm de dia-
metro.

En este informe se presenta la evalua-
cion de tres métodos de purificacion de la
proteina G, teniendo como criterios prin-
cipales el de su integridad fisicoquimica,
su pureza y su rendimiento, con el objeto
de seleccionar el mejor método de obten-
cion para inmunizar cobayos y bovinos de
experimentacion.

El aislamiento y purificacion de la
proteina G, lo mismo que su empleo en
los estudios de inmunizacion en bovinos
(28), podria abrir la perspectiva de hacer
estudios sobre la factibilidad de la pro-
duccion industrial de una vacuna, bien sea
con el polipéptido completo o con el
fragmento mds inmunogénico.

Lo anterior con el propdsito de ini-
ciar estudios que complementen la infor-
macion recolectada hasta el momento so-
bre el empleo de un mejor inmunogeno,
ya que las vacunaciones a virus vivo han
presentado limitaciones en la evaluacion
de su proteccion (3, 7. 8. 15) en tanto
que la utilizacion de vacunas de subuni-
dades, es prometedora para virus similares
estructuralmente y de elevada estabilidad
antigénica, como parecen ser el virus de la
EV.y el virus de la rabia (2). Ademis, es
conocido que con este tipo de vacunas se
€vita la induccion de brotes por reversion
de la forma rivulenta o introduccién acci-
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dental del virus a reservorios. Dada la
capacidad neutralizante de los anticuer-
pos producidos por la proteina G y la
proteccion demostrada, permite ademds,
emplear pruebas diagndsticas especificas
y diferenciales entre animales infectados
naturalmente y vacunados, lo cual tendria
gran repercusion epidemioldgica. Los bro-
tes de E.V. presentan un impacto econo-
mico significativo sobre la produccion
ganadera y ademas dificultan el reconoci-
miento y control de los brotes de Fiebre
Aftosa (5).

MATERIALES Y METODOS
Cultivo de Células

Se utilizaron células BHK71 Clon 13,
obtenienidas del Centro Panamericano de
Fiebre Aftosa, Brasil, mantenidas en
monocapa, con medio Eagle suplementa-
do con suero fetal bovino al 6o/o. Los
cultivos a gran escala se hicieron en fras-
cos rotantes de cultivo (37 cm., L x 10
c¢m. d.i.) en un numero de 15 frascos por
lote. Estos lotes se emplearon para deter-
minar inicialmente la curva de crecimien-
to del virus y posteriormente para la ob-
tencion rutinaria del virus.

Produccion y Purificacion del Virus

Para la obtencion del virus se utilizé
la Cepa New Jersey-7546, a una multi-
plicidad de infeccion de 1.000 DICTsg/ml
contenidas en 60 ml del medio Eagle 1X,
por frasco rotante. Los cultivos se incu-
baron a 37°C. durante 39 horas: se reco-
lecté el virus previa congelacién y descon-
gelacion y se centrifugo a 12.000 x g
durante 20 minutos a 4°C. El sobrenana-
dante se recolectd y constituyo el virus
semilla para todos los experimentos. En
la determinacion del mejor método de
purificacion ¥ concentracion inicial del
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virus se evaluaron tres métodos, tres lotes
de virus para los dos primeros métodos,
dos lotes para el tercero. El rendimiento
s¢ midio por concentracion protéica, in-
fecciosidad y capacidad fijadora del com-
plemento (FC), asi como la pureza elec-
troforética de las proteinas estructurales
del virus purificado.

En el primer método, el virus conte-
nido en el sobrenadamente de centrifuga-
cion por 20 minutosa 12.000 x g, se con-
centr6 S wveces por ultrafiltracion con
membrana de Amicén X M-50 y se centri-
fugé a 32.000 x g durante tres horas a
49C. El sedimiento obtenido se resuspen-
did en la mitad del volumen inicial en
solucién salina tamponada con fosfatos
(PBS: 0.4 M NaCL, 27 mM KCL, 6.7 mM
NajPHO4, 1.4 mM KH7P04, pH 7.4), se
sonicd a 30W por segundo (sonicador
Bronson)* para asegurar una buena resus-
pension. El virus obtenido fue almacena-
do en alicuotas a —70°C.

Como segundo método de purifica-
cién se empleo la precipitacion con polie-
tilenglicol 6.000 (PEG-6.000) al 7.00/oy
NaCL al 2.30/o0, con agitacion continua
durante 12 horas 4°C. El sedimento ob-
tenido después de la centrifugacién a
10.000 x g durante 20 minutos a 4°C, se
suspendié en 1/10 del volumen inicial en
medio Eagle y se dializé contra salina
tamponada con fosfatos (PBS), pH 7.4
por 18 h a 4°C. El virus obtenido, luego
de clarificacion a 5.000 x g por 10 minu-
tos a 4°C. se ultracentrifugé en gradiente
preformado de tartrato de sodio y potasio
del 15-400/0 (P/P),a 136.000 x g por 2.5
horas en un rotor SW36*. La banda del
virus obtenida por aspiracion se suspendio
en la mitad del volumen inicial, se dializod
contra PBSpH 7.4 y se almacené a —70°C.

El tercer método, constituyo una va-
riante del método anterior y consistio en
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resuspender el virus precipitado con PEG-
buffer TEN (10 mN DE TRIS HCL, pH
7.4, 01 de NaCL y mM de EDTA), en 1/5
del volumen inicial. La suspensién viral
se sonico (S golpes de un segundo entre
30-40W) y se centrifugd a 2.000 x g du-
rante S minutos a 4°C. La fraccion sobre-
nadante, se centrifugé a 136.000 x g en
un rotor Beckman SW50 durante 1.5 h
a 4°C. y el virus sedimentado, se resus-
pendié en buffer TEN. Esta suspension
se colocod sobre gradiente lineal de tartra-
to de sodio y potasio (15-400/0) prefor-
mado colocando capas sucesivas de 1 ml.
de 400/0, 1 ml de 250/0, 1 ml de 200/0
y 05 .del 150/0 en lostubosde rotor SW50
y se centrifugé a 140.000 x g por lo me-
nos 5 horasa 4°C. La banda viral blanque-

cina, se colecté aspirando con una jerin-

ga, se diluyo en tres volimenes de buffer

TEN y se sedimenté a 136.000 x g en el

rotor 40 durante 4.0 horas a 4°C.

Aislamiento y Purificacion de la Proteina

Se probaron tres métodos de obten-
cion y purificacion de la proteina G; los
dos primeros se evaluaron usando S lotes
de virus y el tercero usando solamente
tres lotes. En el primer método, de acuer-
do a Thimming y Col (24), se empled una
suspension viral de buffer TEN a la cual
se le anadio Nonidet-P-40 hasta una con-
centracion del lo/o (V/V), seguido de
agitacion durante 20 minutos a 20°C.

La nucleocapside fue separada de las
proteinas G y M solubilizadas, por sedi-
mentacion a través de una solucion del
200/o de sacarosa a 136.000 x g durante
90 minutos a 4°C. El sobrenadante fue
concentrado 3-5 veces con Amicon XM-
50y las proteinas M y G fueron separadas
por cromatografia de filtracion en Colum-
na de Sephadex G-75 (50 x 1.5 cm), usan-
do solucion salina tamponada con fosfa-
tos (PBS) para eluir las proteinas.
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El segundo método fue esencialmen-
te el reportado por Kelley y Col. (13). La
proteina G fue solubilizada afiadiendo
Triton X-100, hasta una concentracion
del 20/0 a una suspension del virus en

0.01 M Hepes pH. 7.8. Después de agitar
por una hora a 18°C., la mezcla fue cen-
trifugada a 140.000 x g durante 90 minu-
tos a 5°C. y el sobrenadante, que contie-
ne la proteina G, fue recolectado y alma-
cenado a —709C. El sedimento fue recons-
tituido en 1/10 del volumen, en buffer
Hepes e igualmente almacenado a —70°C.

El tercer método descrito por Reading
y Col (20), consistié en el tratamiento de
una suspension viral en 10 mM tris-HCL,
pH 80 y 0.1 mM PMSF (Fenilmetilsulfo-
nil fluoruro), con una solucion de Triton
X - 100 al 200/0 (V/V) hasta una concen-
tracion final del 2o0/o (V/V) seguida de
agitaciéon ocasional, durante 1 hora a
209C. La nucleocapside no solubilizada,
se separ6 de la proteina G, por centrifuga-
cion a 136.000 x g en el rotor SW 50 du-
rante 2.5 h a 5°C. La solucién sobrena-
dante que contiene la proteina G, se pre-
cipitdé con 10 volimenes de acetona. El
precipitado se separd por centrifugacion a
2.000 x g durante 5 minutos a 4°C. y se
resuspendi6 en 10 mM de Tris-HCL, pH
8.0. La proteina G asi obtenida, se dializo
contra el mismo buffer y se almacend a
—70°C. En todos los casos la proteina fue
cuantificada por el método de Lowry y
Col (16) con una modificacién, para
evitar la interferencia del Triton X-100
(27). El rendimiento de la proteina G fue
expresado con relacion al titulo infeccio-
s0, a la fijacion del complemento y a la
masa proteica total del virus purificado.

Electroforesis en GEL de Poliacrilamida

La pureza e integridad de la proteina
G. fue evaluada por electroforesis em-

pleando los sistemas continuo y descop-
tinuo. En el primer caso, se utilizo el sis-
tema Tris-Borato-EDTA esencialmente
como lo describe Peacock y Dingman
(19). Se polimerizaron geles cilindricos
(T = 7.70/o, C = 2.50/0) en tubos con d.i
de 5 mm en buffer (Tris 0.09 M acido
bérico 0.08M y EDTA-Nap 0.025M) con
0.10/o de SDS. Las muestras fueron pre-
paradas con el mismo buffer, con 20/0 de
SDS, 40o/o de Sacarosa y 0.001o/0 de
azul de bromofenol, seguido de calenta-
miento por dos minutos en un bafio de
agua hirviendo. La electroforesis se corrio
inicialmente a 50 voltios por 15 minutos
y luego a 120 voltios por tres horas.

En la electroforesis discontinua, se
empled bdsicamente el método publicado
por Laemml y (14). Se construyeron geles
tanto en tubo como en placa vertical,
con T = 40/0,C =2.70/oy T=12.50/0,
C = 2.70/0 para los geles de concentra-
cién y separacién respectivamente. Las
muestras de la electroforesis en tubo, se
suspendieron en buffer Tris HCL 0.01M,
pH 8.0, EDTA 0.001M, SDS 10/o, 2-Mer-
captoetanol 50/0, glicerol 100/0 y azul de
bromofenol 0.001o/o seguido de calen-
tamiento en un bafio de agua hirviendo
durante 5 minutos. Se aplicaron 60 vol-
tios durante 30 minutos y luego 120 vol-
tios hasta que la tinta marcadora llegé al
extremo del gel.

Las muestras de la electroforesis en
placa, se suspendieron en la mezcla de
tratamiento de Laemmly (14) y se co-
rrieron 2 30 Ma durante 3.5 horas. En
todos los casos, los geles se tifieron con
azul de Coomassie al 0.1250/0 en meta-
nol/dcido acético/agua (50:10:40) y se
detifieron por difusién contra una solu-
cion de metanol al 250/0 y acido acético
al 70/o.

Rer. Col. Cienc. Pec. Vol. 6. No. 1, Julio 1986 7



RESULTADOS
Curva de Crecimiento del Virus de la E.V.

El mdximo de infecciosidad y capaci-
dad fijadora del complemento para el vi-
rus de la E.V,, titulada en funcién de do-
sis-inoculo y tiempo de recoleccion, fue
detectado para la dosis 1.000 DICT 50,
alrededor de las 39 horas, (Figura 1).

Produccion y Purificaciéon del Virus

Comparando los métodos para la pu-
rificacion y concentracion inicial del virus,
la concentracion por PEG-6.000 (método
2), demostré rendimiento significativo
(< 0.1), en valores de proteina (X=7.33
mg/ml), con respecto a la ultrafiltracion
(X = 1.109 mg/ml) y por consiguiente se
empled para los ensayos posteriores de
obtencién de proteina G.Es de anotar que
los andlisis respectivos para infecciosidad,
no presentaron diferencias significativas y
la fijacion del complemento no permitié
ninguin andlisis, pues algunas de las pre-
paraciones presentaron actividad anti-
complementaria. (Tabla 1). El analisis
electroforético de las particulas virales
purificadas, presenta las 5 proteinas es-
tructurales mayores caracteristicas del
virus (26). El método 1 no se utilizé en
la obtencién posterior de proteina G,
debido a su bajo rendimiento.

Aislamiento y Purificacion de
la Proteina G.

En los lotes donde se tomaron alicuo-
tas para ser tratadas en una forma compa-
rable (lotes 1-5) con ambos detergentes,
se observO siempre una mayor produccion
de proteina G con Nonidet P-40 que con
Triton X-100 en una relacion promedio
cerca de 1, 6:1 (Tabla 2). Teniendo en

cuenta la composicion porcentual de las
proteinas estructurales del virus purifi-
cado (24), se encontr6 que la proteina G,
se libera en mads de un 900/o con ambos
tratamientos, pero la produccion de pro-
teina G pura recobrada al final con rela-
cion a las proteinas totales de virion, fue
de apenas 11.900/o con Nonidet P40 y
de 7.950/0 con Triton X-100.

Al analizar la pureza y la integridad
fisicoquimica de la proteina G aislada con
Triton X-100 con 0.01M Hepes pH 7.8,
y con Nonidet P-40, en PAGE-SDS con
el sistema de Tris-borato EDTA, se encon-
tré un comportamiento electroforético
esencialmente homogéneo con un solo
componente, resuelto claramente en el gel
tefiido con azul de Coomassie (Figura 3).
Esta homogeneidad electroforética tam-
bién se evidencio con el sistema disconti-
nuo de Laemmly (Figura 4 C), exhibien-
do un peso molecular de alrededor de
69.000 y siendo ademads indistinguible de
la aislada con Triton X-100 en 0.01M
Tris-HCL, pH 80 y 0.1 mM PMSF, (Fi-
gura 4, h-i).

La proteina G aislada con Nonidet
P-40, cuando se evalué por PAGE-SDS
antes de ser pasada a través de la colum-
na de Sephadex G-75, mostré una escasa
contaminacién con otras proteinas, espe-
cialmente con la proteina M y con otra
de alto peso molecular (mas de 200.000),
las cuales solo fueron detectadas en con-
diciones de excesiva sobrecarga del gel.
Después de la filtracion por Sephadex
G-75, la proteina G aparecié esencial-
mente pura migrando la misma distancia
que la proteina G, aislada con Triton
X-100 (Figura 4, d,i).

En los aislamientos con Triton X-100,
se encontr0 que prdcticamente toda la
proteina G se libera de la membrana del
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virus y que las proteinas L, N, MS, y M,
se recuperan en la fraccion que contenia
la nucleocapside (Figura 5,b). Cuando en
este mismo experimento, se comparé la
proteina G aislada, con la presente en la
membrana del virién intacto, se observo
que la migracion electroforética fue idén-
tica (Figura Sa., c).

Los resultados de la integridad biold-
gica de la proteina G, aislada con ambos
detergentes, se evaluaron de acuerdo a su
antigenicidad e inmunogenicidad en coba-
yos y bovinos de experimentacion, (ma-
nuscrito en preparacion).

DISCUSION

Con respecto a la metodologia de pu-
rificacion viral, se determino que, aunque
la infecciosidad no se vio influenciada en
los lotes probados, fue evidente la supe-
rioridad del método de PEG sobre el de
ultrafiltracion, en cuanto a concentra-
cién proteica; sin embargo, se determina-
ron titulos bajos y anticomplementarios,
cuando la concentracién viral se evalud
por fijacion del complemento.

Asi mismo, al comparar la modifica-
cion del procedimiento que emplea PEG
y cuantificar las fases de virus crudo y pu-
rificado (Tabla 1), no se detecta variacion
significativa con respecto al titulo infec-
cioso (p < 0.5), corroborando la efectivi-
dad de este. Sin embargo, de nuevo, la
medicién de fijacion del complemento,
impidié la comparacion por la anticomple-
mentaridad y tendencia a la disminucion
del titulo, luego de la purificacion. No se
conocen exactamente los participantes
estructurales del virus en esta prueba de
FC, pero se asume que el virus completo
purificado presentaria un antigeno apro-
piado. Posiblemente la falla se deba al
aumento proporcional del contenido de

lipidos en el proceso de concentracion
viral y estos sean responsables del feno-
meno de anticomplementaridad (4). Se
considera interesante efectuar estudios
especificos sobre la correlacién infeccio-
sidad fijacion del complemento, con el
objeto de aclarar el significado de estos
resultados.

No obstante emplearse en el experi-
mento lotes de virus obtenidos bajo idén-
ticas condiciones, las diferencias observa-
das estdan dentro de los rangos esperados
de dispersion de las pruebas biologicas,
por esta razén se emplearon como para-
metros de evaluacion de rendimiento,
ademds de la infecciosidad, la concentra-
cion proteica por volumen obtenido por
lote (Tabla 2).

Los detergentes no i6nicos Nonidet
P-40 y Triton X-100 son considerados
como esencialmente idénticos (1,11), sin
embargo, éstos presentan diferencias en
su capacidad o eficiencia de solubilizacion
de las proteinas asociadas a la membrana
del VEV (9,13). Nuestros resultados esta-
rian indicando que ambos detergentes re-
mueven principalmente casi la totalidad
de la proteina G y muy poco de la pro-
teina M. El Triton X-100 remueve selec-
tivamente la proteina G, debido a su con-
centracion micelar critica baja, pero la
remocion por didlisis se hace dificil lo
mismo que la reconstitucion de la pro-
teina G (25,28). En nuestro trabajo estas
deficultades también se evidenciaron,
principalmente en la reconstitucion de la
proteina G después de la precipitacion
comn acetona.

Los resultados indican que con am-
bos detergentes se remueve practicamente
toda la proteina G en el proceso inicial,
pero el rendimiento mds bajo del aisla-
miento con Triton X-100 considerado
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sobre el producto final puro, se podria
explicar por la pérdida en la precipitacion
con acetona, en la reconstitucion y en su
didlisis posterior.

Con los métodos evaluados se produ-
ce la proteina G con alta pureza e integri-
dad fisocoquimica como lo demuestran
los diferentes sistemas de PAGE emplea-
dos y se escogié6 como método rutinario

10

de preparacion hasta el momento, el que
hace uso de Nonidet P40 seguido de con-
centraciéon con membrana de Amicon y
filtracion por Sephadex G-75. Resta por
evaluar el método que hace uso de B-D-
octilglicésido, un detergente no i6nico
con una concentracion micelar critica alta
facilmente dializable que se ha usado con
éxito en el aislamiento de la proteina G
con un 970/o de pureza (28).
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FIGURA 1. Titulo infeccioso y Fijador del Compl [ laclén de 1000 DICT g e 12 Cepa de Estomatitls

wVesicular NJ 7546,
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FIGURA 2: PAGE-SDS de las proteinas estructurales del VEV purificado. a) Proteinas mar-
cadoras de peso molecular (Albamina de suero bovino 68.000, ovoalbimina 45.000, gliceraldehido
3 fosfato deshidrogenasa 36.000, anhidrasa carbénica 29.000, tripsindgeno 24.000; e inhibidor-de
tripsina 20.000). b) Nucleocapside de VEV obtenida por tratamiento con Triton X-100. c) VEV
purificado en gradientes de tartrato de sodio y potasio. El gel de concentracion fue de 4o0/o policri-
Jamida y el gel de separacién del 100/0. La tincién se hizo con azul de Coomassie.

14 Rev. Col. Cienc. Pec. Vol. 6. No. 1, Julio 1986



FIGURA 3: PAGE-SDS continua en tubo,
de la proteina G aislada con Triton X-100 en
0.01 M Hepes pH 7.8. La concentracion del gel
cilindrico fue T = 7.70/0, C = 2.50/0 en buffer
Tris 0.09 M, dcido borico 0.08 M y EDTA-Na2
0.025 M con 0.1ofo SDS. Coloracién con azul
de Coomassie.

Rev. Col. Cienc. Pec. Vol. 6. No. 1, Julio 1986
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FIGURA 4: PAGE-SDS de la proteina G
aislada con los dos detergentes. El gel de con-
centracién fue de 4o/o poliacrilamida y el gel
de separacion de 12.50/o0. La tincidén se hizo
con azul de Coomassie. a). Proteina G aislada
con Nonidet P-40, lote §, antes de ser filtrada
por Sephadex G 75. b). Proteina G aislada con
Nonidet-P-40 lote 6, antes de ser filtrada por
Sephadex G-75. c) Proteina G aislada con No-
nidet P40, fraccion pico después de la filtra-
cion por Sephadex G-75, lote 5. d) Proteina
G aislada con Nonidet P-40 después de la fil-
tracion por Sephadex G-75, lote 2. e). Nucleo-
capside obtenida por tratamiento de VEV con
Triton X-100, lote 7. f). Marcadores de peso
molecular (albumina de suero bovino 68.000,
ovoalbumina 45.000, gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa 36.000, anhidrasa carbénica
29.000, tripsinogeno 24.000, inhibidor de trip-
sina 20.000 y lacto albimina 14.200. g). Nu-
cleocapside obtenida por tratamiento de VEV
con Triton X-100, lote 8. h). Proteina G ais-
lada con Triton X-100 en 0.01 M tris-HCL,
pH 8.0, y 0.1 mM de PMSF, i) Mezcla de las
protéinas G aisladas como se describe en c),
d)y (h.
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FIGURA 5: PAGE-SDS de la proteina G
aislada con Triton X-100 en 0.01 M tris HCL,
pH 8.0 y 0.1 mM de PMSF. El gel de concen-
tracion fue de 4o/o poliacrilamida y el gel de
separacién de 10o/o. La tincién se hizo con
azul de Coomassie. a). VEV purificado. b).
Nucleocapside del VEV aislada con Triton-X-100
c). Proteina G aislada con Triton X-100.
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