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I. INTRODUCCION



La regulaciôn de la expresiôn de la informaciôn genêti- 
ca es uno de los problemas biolôgicos que despiertan actual- 
mente mayor interés.

Existen diversos procesos por los que se determinan las 
proteînas que se sintetizan en un momento determinado en la 
célula. El primer proceso es la sîntesis del RNA mensajero, 
cuya naturaleza se puede regular por diferentes mecanismos. 
Otros procesos en los que se puede realizar un control de 
la expresiôn génica son los procesos de modificaciôn pos- 
transcripeional de los RNAs mensajeros, los de sîntesis pro- 
teica o los procesos de modificaciôn de las proteînas que se 
sintetizan. Todas estas etapas determinan el producto final 
de la expresiôn génica, las proteînas funcionales que existen 
en cada momento en la célula.

Oesde que Jacob y Monod propusieron en 1961 el concepto 
de RNA mensajero, se han hecho grandes avances en la identi- 
ficaciôn y caracterizaciôn de estas moléculas. Los RNAs men
sa jeros se sintetizan como una copia del DNA y posteriormente 
sufren una serie de modificaciones que conforman su estructu- 
ra final (ver revisiones de Brawerman, 1976; Revel y Groner, 
1978; Rottman, 1978; Adams, 1979; Karpetsky, 1979). Estas 
modificaciones son de cuatro tipos:

a) Adiciôn de una cadena de âcido poliadenîlico en el 
extremo 3" terminal, modificaciôn descrita por Brawerman en 
1963.

b) Metilaciôn de bases internas de la cadena polinu- 
cleotîdica del mRNA, descrita por Perry y Kelly en 1974.

c) Adiciôn de una molécula de GTP unida a la base en 
posiciôn 5 ' terminal del mRNA (Ro-Choi, 1975). La molécula 
de GTP esta unida a través de un enlace 5 '  - 5 ' trifosfato. 
Posteriormente se metilan las bases que forman parte de esta 
estructura.



d) Existe una sôlida evidencia experimental que indica 
que el mRNA es sintetizado en forma de un precursor de alto 
peso molecular, llamado RNA heterogeneo nuclear (hnRNA). La 
relaciôn entre el hnRNA y el mRNA se ha establecido en base 
a una serie de estudios de hibridaciôn y cinéticos que han 
sido revisados por Perry y col. en 1976. Posteriormente se 
ha demostrado que la conversiôn del hnRNA en mRNA se lleva a 
cabo mediante la supresiôn de segmentes internos del hnRNA. 
Los segmentes eliminados se hallan generalmente intercalados 
entre segmentes que codifican para la secuencia de las pro- 
teinas. Este fenômeno, que da lugar a una reorganizaciôn de 
las secuencias del RNA, fué descrito inicialmente por Berger y 
col. en 1977 y por Aloni y col. en 1977, habiendo sido revi- 
sado recientemente por Abelson (1979).

Todos estes dates han permitido conocer que el mRNA 
sufre una serie de modificaciones desde que se sintetiza en 
el nûcleo hasta que dirige la sîntesis proteica en los poli- 
somas. Estas modificaciones constituyen el procesamiento 
del mRNA, que es un proceso mûltiple y tiene lugar tante en 
el nûcleo como en el citoplasma.

La existencia de estas modificaciones en la estructura 
del mRNA hace que existan muchas mâs posibilidades de control 
del flujo genético de las que permitîa suponer el modele de 
Jacob y Monod. Las posibilidades de regulaciôn durante las 
etapas del procesamiento del mRNA son de dos tipos:

1) El mensaje genético que porta un mRNA depende de 
la secuencia de bases del DNA que sirviô de molde para su 
sîntesis y de las secuencias internas que hayan sido elimina- 
das durante su procesamiento. La eliminaciôn de segmentes 
internos del mRNA es un proceso hidrolîtico extraordinarla
mente especîfico. Las posibiliaades de regulaciôn del men
sa je genético en esta etapa llegan al extremo de poder origi- 
narse dos mRNAs diferentes a partir de un ünico producto de 
transeripeiôn (Berk y Sharp, 1978; Early y col., 1980).



2) El numéro de especies diferentes de mRNA existentes 
en el nûcleo es mucho mayor que el de especies polisomales 
(Davidson y Britten, 1979; Lev y col., 1980) como consecuen- 
cia de que las células transcriben un nûmero de especies de 
mRNA mayor que el que utilizan para dar lugar a sîntesis de 
proteinas. Este hecho tiene como consecuencia el que exista 
una selecciôn de los mRNAs que van a ser traducidos entre un 
exceso de mRNAs (Strain y col., 1977; Levy y col., 1980). 
Esta selecciôn parece ocurrir durante el procesamiento del 
mRNA. En otras ocasiones, los mRNAs son sintetizados por la 
célula en un période de tiempo anterior a su utilizaciôn, 
quedando almacenados en el citoplasma (Chau, 1976; Civelli 
y col., 1976). En estos casos el almacenamiento del mRNA 
también parece depender de su procesamiento.

Todos estos datos apuntan hacia la gran importancia de 
las etapas de procesamiento de los mRNAs en la regulaciôn de 
la actividad génica.

POLIADENILACION DEL mRNA

En esta tesis doctoral se ha abordado el estudio de una 
de las etapas mâs generates del procesamiento de los m R N A s : 
el proceso de poliadenilaciôn. Este tema se ha tratado des
de un punto de vista d oble: la enzimologîa de la poliadeni
laciôn y el métabolisme de las cadenas de âcido poliadenîli
co unidas al mRNA durante el desarrollo embrionario y lava- 
rio temprano de Artemia.

La existencia de una cadena poliadenîlica en los mRNAs 
fué descrita en primer lugar por Brawerman en 1963 en hîga- 
do de rata. Posteriormente se ha descrito su existencia en 
muchos otros sistemas (ver revisiones de Brawerman, 1976 ; 
Rottman, 1978), siendo una pieza fundamental en el estudio 
de los mRNAs al permitir su purificaciôn por cromatografîa 
de afinidad.



No todos los mRNAs estân poliadenilados. Milcarek y 
col. (1974) demostraron que aproximadamente el 70% del mRNA 
citoplâsmico estâ poliadenilado, mientras que el otro 30% 
no lo estâ. No se conoce aûn con exactitud si estas dos 
poblaciones de mRNAs contienen secuencias de mRNA totalmen- 
te diferentes. Se han descrito mRNAs que s61o existen en 
forma no poliadenilada o con cadenas poliadenilicas muy cor- 
tas, como el que codifica para histonas (Adesnik y Darnell, 
1972; Greemberg y Perry, 1972). Otros mRNAs pueden presen- 
tarse simultâneamente en formas poliadeniladas y no poli- 
adeniladas, como es el caso del mRNA de la caseina (Houde- 
bi n e , 1976).

La longitud del segmento poliadenîlico es muy variable, 
habiéndose descrito segmentos de 19-34 residues en mRNA de 
insectos (Vournakis y col., 1974) y de 20-60 residues en le
vadura (Groner y col., 1974). En eucariotes superiores el 
tamaho medio se ha estimado en 130-150 residues (Jeffery y 
Brawerman, 1974). Se ha descrito la existencia de très po
blaciones del mRNA de la globina que difieren en la longitud 
de su segmento poliadenîlico (Groski, 1974) y de dos pobla
ciones de mRNA con diferente longitud de la cadena poliade
nîlica en oocitos de Xenopus-laevis (Cabada y col., 1977). 
Estas dos poblaciones se acumulan de forma diferencial du
rante la oogénesis, representando probablemente poblaciones 
de mRNA que tienen diferente regulaciôn metabôlica.

Se ha demostrado que la cadena poliadenîlica se sinteti
za en el nûcleo en un proceso postranseripeional (Weimberg,
1973), de forma que el RNA heterogéneo nuclar estâ poliade
nilado en un 20% de sus moléculas (Lewin, 1975). La longi
tud de la cadena poliadenîlica présente en el hnRNA ha sido 
estimada en 200 nucleôtidos (Mendecki y col., 1972). La



sîntesis de âcido poliadenîlico parece ser una de las prime
ras etapas en el procesamiento de los hnRNAs. En el RNA de 
la cadena ligera de las Inmunoglobulinas en células MPE-11 
se ha observado la presencia de la cadena poliadenîlica en 
precursores de gran tamaho del mRNA, asî como en moléculas 
de tamaho intermedio, y en el mRNA maduro (Schibler y col.,
1978). Igual fenômeno se ha descrito en el mRNA de Adeno 2 
(Nevins y Darnell, 1978).

Ademâs de los procesos nuecleares de sîntesis de la ca
dena poliadenîlica, existen procesos citoplâsmicos de reno- 
vaciôn de la cadena (Brawerman y Di e z , 1975).

Aunque se tiene conocimientos detallados de la estruc
tura y métabolisme de los segmentos poliadenîlicos présen
tes en los extremes 3 ' de mRNAs y hnRNAs, aûn no se conoce 
la funciôn de esta estructura. Se la ha implicado en el 
control de très tipos de procesos: el proceso de traducciôn,
el paso del mRNA del nûcleo al citoplasma y el control de la 
vida media del mRNA. En cualquier caso, hemos de recorder 
que no todo el mRNA estâ poliadenilado, por lo tanto el seg
mento poliadenîlico sôlo puede desempehar una funciôn en el 
métabolisme de los mRNAspoliadenilados, funciôn que en los 
no adenilados se debe regular por otros mécanismes.

Diversos expérimentes han demostrado que la supresiôn 
de la cadena poliadenîlica de un mRNA poliadenilado no dis- 
minuye significativamente su capacidad de traducciôn, ni en 
sîntesis proteica libres de células (Williamson y col., 1974; 
Soreq y col., 1974), ni cuando se inyectan los mRNAs en 
oocitos de Xenopus laevis (Huez y col., 1974 ; Deshpande y 
col., 1979). Sin embargo, la estabilidad del mRNA puede ser 
dependiente de la presencia de la cadena de poli(A).



La estabilidad del mRNA de la globulina inyectado en 
oocitos de Xenopus laevis es menor para el mRNA deadenilado 
que para el que posee cadena poliadenîlica (Huez y col.,
1974; Marbaix y col., 1975) y la estabilidad del mRNA se res- 
tablece cuando se vuelve a poliadenilar el mRNA deadenilado 
(Huez y col., 1975). Previamente se habîa observado un pro- 
gresivo acortamiento del segmento poliadenîlico con la edad 
de los mRNAs citoplâsmicos (Brawerman, 1973) . Estos trabajos 
dieron base a una hipôtesis segûn la cual el segmento poli
adenîlico impedirîa la degradaciôn del mRNA. La longitud 
del segmento poliadenîlico disminuirîa desde su paso del nû
cleo al citoplasma, hasta llegar a un cierto tamano crîtico, 
momento en que el mRNA portador serîa degradado. Esta hi
pôtesis, en cambio, no justifica la similitud de la cadena 
poliadenîlica de los mRNAs de sistemas muy diferentes entre 
sî, alguno de los cuales se caracteriza por la estabilidad 
de sus mRNAs y otros por su corta vida media. La realiza
ciôn de expérimentes similares a los descritos de inyecciôn 
en oocitos de Xenopus de mRNAs de otros sistemas, como son 
Dietyostelium discoideum, virus de la somatitis vesicular y 
mRNA de 2 “globulina de hîgado de rata, han demostrado, por 
una parte, una estabilidad muy variada para estos mRNAs y 
por otra, que los mRNAs poliadenilados y deadenilados tienen 
la misma estabilidad en el oocito (Allende y col., 197 4 ;
Ferry y Kelly, 1973 ; Sheiness y col., 1975 ; Deshpande y col., 
1979) .

También se ha descartado un papel regulador del segmento 
poliadenîlico en el paso del mRNA del nûcleo al citoplasma, 
puesto que se ha demostrado que sôlo una parte del hnRNA po
liadenilado pasa al citoplasma, lo cual descarta la hipôte
sis de que la poliadenilaciôn sea por sî misma un mecanismo 
para seleccionar los RNAs que son transportados al citoplas
ma para su traducciôn (Getz y col., 1975 ; Herman y col., 1976; 
Levy y McCarthy, 19 76).



Otro grupo de hipôtesis acerca de la funciôn del segmen
te poliadenîlico considéra que éste desarrolla su cornetido 
por ser el punto de uniôn del mRNA con otros componentes ce- 
lulares, facilitando una labor reguladora de estos ûltimos 
sobre el mRNA. Estas hipôtesis se apoyan en las pecularida- 
des estructurales del segmento poliadenîlico (revisadas por 
Karpetsky y col. en 1979) y su influencia sobre la propia 
estructura del mRNA (Brentani y col., 1979). Asimismo, se 
ha descrito que el segmento poliadenîlico puede estar impli
cado en la uniôn del mRNA a membranas (Cardelli y col., 1976)

El tipo mâs importante de interacciones que mantiene 
el mRNA con otros componentes es su asociaciôn con proteinas, 
formando complejos ribonucleoproteicos (revisiôn de Spirin,
1979). Se ha descrito la asociaciôn especîfica del segmento 
poliadenîlico con dos proteinas caracterîsticas, de pesos 
moleculares 52.000 y 76.000. La presencia de estos dos com
ponentes en los complejos que forma el mRNA con las protei
nas parece estar limitada al mRNA que estâ asociado con po- 
lisomas, tomando parte activa en el proceso de traducciôn.

Una de las causas por la que probablemente todavîa no 
se conozca la funciôn del segmento poliadenîlico es que la 
mayor parte de los estudios se ha efectuado con mRNA aisla- 
d o . Si el segmento poliadenîlico tiene alguna funciôn regu
ladora, sôlo podrâ ser évidente cuando se estudie el compor- 
tamiento del mRNA en su entorno, acomplejado con proteinas 
y en una serie de circunstancias que pueden ser déterminan
tes de su comportamiento. Esta parece ser la tendencia de 
los estudios que se estân realizando en la actualidad. La 
variaciôn de las condiciones expérimentales en el estudio 
de la funciôn del mRNA puede ser, igualmente, la causa de 
la gran existencia de muchas contradicciones entre los re- 
sultados de diversos autores, tal como hemos tratado de ex- 
poner.



ENZIMOLOGIA DE LA POLIADENILACION DEL mRNA

La enzimologîa del proceso de poliadenilaciôn es, junto 
con la del proceso de metilaciôn y formaciôn del dinucleôsi- 
do trifosfato 5 ' terminal, relativamente bien conocida. La 
enzimologîa de las otras etapas del procesamiento, taies co
mo la reorganizaciôn de la secuencia, no ha podido ser abor- 
dada, salvo en muy pocos casos, debido a la falta de sustra- 
tos disponibles para el estudio de los enzimas implicados.

La reacciôn de sîntesis de la cadena poliadenîlica 
reune dos caracterîsticas importantes : précisa de un RNA
con el extremo 3" libre al que se une la cadena poliadenîli
ca (iniciador) y es muy especîfica para nucleôtidos de ade
nosina como sustrato (no existen otros nucleôtidos que no 
sean AMP en las cadenas poliadenîlicas).

Esta reacciôn parece estar catalizada por un enzima, 
llamado poli(A) polimerasa, que corresponde a una ATP:RNA 
terminal riboadenilato transferasa (EC 2.7.7.19). El primer 
enzima con esta actividad fué descrito por Edmonds y Abrams 
en 1960. Es un enzima que utiliza ATP como sustrato y es 
capaz de sintetizar una cadena poliadenîlica unida al ex
tremo 3" terminal de un RNA que actua como iniciador de la 
cadena. Estos enzimas requieren la presencia en el medio de 
un catiôn divalente, generalmente Magnesio o Manganèse.
Existe una amplia revisiôn de las poli(A) polimerasas publi- 
cada por Edmonds y Winters en 1976.

A partir de 1960 se ha descrito la existencia de poli(A) 
polimerasas en numerosos sistemas biolôgicos. En algunos 
sistemas se ha descrito la existencia de poli(A) polimerasas 
nucleares y citoplâsmicas, existiendo aparentemente diferen
tes isoenzimas en estas dos fracciones subcelulares (Man y
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stein, 1974; Coleman y col., 1974; Haff y Keller, 1975; Ne- 
vins y Joklik, 1977). En el nûcleo, a su vez, se han des
cribe en algunos sistemas dos poli(A) polimerasas, una lo- 
calizada en el nucleoplasma y la otra asociada a la croman- 
tina (Jacob y col., 1976; Rose y col., 1977a; Rose y col., 
1977b). También se ha descrito la existencia de poli(A) po- 
limerasa unida a polisomas (Biobel, 1973; Kumar y Pederson, 
1975; Mazur y Schweiger, 1978; Wilkie y Smellie, 1968).

En resumen, la amplia distribucidn de la poli(A) poli- 
merasa podrîa dar cuenta de la sîntesis del segmente poli- 
adenîlico del mRNA por este enzima en todos les sistemas en 
las que el acide poliadenîlico se ha descrito. Asimismo, 
podrîa dar cuenta tante del proceso de sîntesis nuclear co
rne del proceso de elongaciôn citoplâsmica de la cadena po- 
liadenîlica.

En la actualidad, existen pruebas indirectas que indi- 
can que la poli(A) polimerasa es el enzima responsable de la 
sîntesis de la cadena poliadenîlica en las células. Se ha 
descrito que la cordicepina ( 2 '  deoxiadenosina) inhibe in 
vivo les procesos nucleares de poliadenilaciôn, pero no les 
citoplâsmicos (Penman y col., 1970; Darnell y col., 1971; 
Mendecki y col,, 1972; Diez y Brawerman, 1974). Estudios 
de inhibiciôn in vitro de las poli(A) polimerasas citosôlica 
y nuclear de hîgado de rata por 2^ deoxiadenosina trifosfato 
han demostrado que el enzima unido a cromatina se inhibe 
por este nucleôtido a concentraciones 100 veces inferiores a 
las necesarias para inhibir el enzima soluble (Rose y col., 
1977b), demostrando asî una buena correlaciôn entre las ca- 
racterîsticas de la poliadenilaciôn in vivo y las de la po
li (A) polimerasa estudiada in vitro.
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Los estudios de caracterizaciôn realizados han permiti- 
do la separaciôn cromatogrâfica de varies isoenzimas en al
gunos sistemas. Se han descrito très isoenzimas poli(A) p o 
limerasa en levadura (Haff y Keller, 1973, 1975), très en 
nûcleos de hîgado de rata (Niessing y Sekeris, 1974; Nie- 
ssing, 1975) , très en células HeLa infectadas con virus vac
cinia (Nevins y Joklik, 1977), très en fibroblastos de embriôn 
de Hamster (Pellicer y col., 1975) y dos en células de tumor 
ascîtico de Ehrlich (Avramova y col., 1980).

En varies sistemas se ha purificado la poli(A) polimera
sa prâcticamente hasta homogeneidad: en time de ternera
(Winters y Edmonds, 1973 a y b ) ; células de tumor de Krebs 
(Giron y Hupper, 1972 a y b ) ; células HeLa (Mans y Stein,
1974) y nûcleos de hîgado de rata (Rose y Jacob, 1976).

Por le general todas las poli(A) polimerasas descritas 
son enzimas altamente especîficas para el nucleôsido trifos
fato, de forma que sôlo utilizan ATP, teniendo menos de un 
5% de actividad con otros ribonucleôsidos trifosfato. En 
algunos sistemas se ha descrito que el enzima es capaz de 
incorporer dATP con una actividad entre el 10 y el 20% de 
la que présenta con ATP (Rose y col., 1975; Niessing, 1975). 
Los isoenzimas de nûcleo de levadura incorporan también CTP 
con un 15% de la actividad que presentan con ATP (Niessing 
y Sekeris, 1974).

Un paramétré que ha servido en algunas ocasiones para 
diferenciar los isoenzimas de la poli(A) polimerasa ha sido 
su capacidad para utilizar diferentes RNAs como iniciadores, 
asî como su capacidad para actuar en presencia de distintos 
cationes divalentes. Las mayores diferencias observadas ra- 
dican en que algunas poli(A) polimerasas tienen mayor acti
vidad con RNAs heterogéneos y otras con âcido riboadenîlico. 
Del mismo modo, unas tienen mayor actividad en presencia de 
Manganèse y otras de Magnesio.
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La diferente capacidad de los diverses isoenzimas para 
utilizar RNA o poli(A) como iniciadores ha llevado a postu- 
lar la existencia de dos tipos de isoenzimas. Une de elles 
séria responsable de la sîntesis de la cadena poliadenîlica 
original sobre el RNA recién transcrite y actuarîa prefe- 
rentemente sobre RNA, mientras que el segundo tipo serîa 
responsable de la posterior elongaciôn de la cadena poliade
nîlica, actuando preferentemente sobre poli(A). En sistemas 
donde no se ha encontrado mâs de un isoenzima, éste podrîa 
desempehar las dos funciones, actuando con RNA y poli(A) 
como iniciadores.

La longitud de la cadena sintetizada in vitro por las 
poli(A) polimerasas suele ser corta, 10 a 60 nucleôtidos 
en incubaciones de una hora. Sin embargo, en incubaciones 
de nûcleos aislados se ha obtenido cadena de 200 nucleôti
dos de longitud (Jelinek, 1974), indicando que la escasa 
longitud obetenida in vitro debe corresponder a deficiencias 
en las condiciones expérimentales de ensayo.

Por ûltimo, puede sehalarse que la poli(A) polimerasa 
parece sufrir una activaciôn mediada por la fosforilaciôn 
del enzima (Rose y Jacob, 1979 a ) .

EL ALMACENAMIENTO Y ACTIVACION DEL mRNA EN SISTEMAS EN 
DESARRQLLQ

Entre los sistemas en los que la regulaciôn génica a 
nivel de procesamiento del mRNA tiene mayor importancia se 
encuentran los sistemas embrionarios. Los oocitos contie- 
nen en general mRNA almacenado inactive, que se activa tras 
la fecundaciôn y es traducido por el embriôn. Este mRNA 
almacenado es utilizado en la sîntesis de proteinas que 
tiene lugar en el embriôn en los estadios tempranos de su 
desarrollo (Davidson, 1976).
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Existen multiples evidencias expérimentales que de- 
muestran la existencia de mRNA almacenado en oocitos y su 
utilizaciôn durante la embriogénesis. Esta experiencia 
experimental se basa en très tipos de resultados:

1) Oocitos enucleados de oocitos de erizo de mar pre
sentan una activa sîntesis proteica al ser inducidos, sin 
que exista sîntesis simultânea de mRNA (Brachet y col.,
1963; Denny y Tyler, 1964).

2) La presencia de Actinomicina D no inhibe la sînte
sis proteica en las primeras etapas del desarrollo del erizo 
de mar (Gross y Cousineau, 1964; Greenhouse y col., 1971; 
Sargent y Raff, 1976).

3) Se ha purificado mRNA de oocitos de erizo de mar, 
el cual es active en procesos de traducciôn in vitro (Jen
kins y col., 1973; Gros y col,, 1973).

El mRNA acumulado en oocitos se encuentra asociado a 
proteinas, formando complejos ribonucleoproteicos, segûn 
se ha descrito en erizo de mar (Infante y Nemer, 1968;
Gros y col., 1973; Kaumeyer y col., 1978), Drosophila 
(Lovett y Goldstein, 1977) y semillas de trigo (Ajtkozhin 
y col., 1976). Estas partîculas ribonucleoproteicas se ca- 
racterizan por estar libres, no asociadas a ribosomas, como 
lo indica el hecho de que se obtengan separadas de los ribo
somas en medios con magnesio. Sus caracterîsticas de tamano 
y densidad de flotaciôn son similares a las de partîculas 
ribonucleoproteicas citoplâsmicas libres aisladas de otros 
sistemas.

La iniciaciôn del desarrollo del oocito fecundado es 
acompanado de un incremento de la sîntesis de proteinas.
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que en sus primeras etapas esta dirigida, como se ha senala- 
do, por el mRNA almacenado. No se conoce exactamente hasta 
qué etapa del desarrollo existe mRNA materno en el embriôn. 
Tampoco se conoce si todo el mRNA materno comienza a ser 
traducido tras la fecundaciôn o si algunas especies son tra- 
ducidas en etapas posteriores del desarrollo.

En este sentido, se ha demostrado la presencia de mRNA 
de origen materno para la histona H1 hasta la fase inicial 
de la gastrulaciôn en anfibios (Woodland y col., 1979). Por 
otra parte, la sîntesis de mRNA en el embriôn comienza en la 
fase de blâstula media en anfibios (Bachvorava y Davidson, 
1966; Bachvorava y col., 1966; Gurdon y Woodland, 1969; 
Woodland y col., 1979) y a las 5 horas de la fertilizaciôn 
en Drosophila (Sawicki y MacIntyre, 1978).

Se han realizado diverses estudios con el fin de cono- 
cer si el mRNA almacenado représenta una poblaciôn de mRNAs 
especîficos del oocito. Este problema se ha abordado compa- 
rando los mRNAs présentes en oocitos, embriones en desarro
llo y tejidos diferenciados. Algunos de estos estudios 
comparatives se han basado en expérimentes de hibridaciôn 
de los mRNAs con sus DNAs complementarios (cDNA). La pro- 
porciôn de mRNA de un estadîo del desarrollo que hibrida con 
el cDNA de los mRNAs de otro estadîo diferente indica cual 
es el grado de similitud de las dos poblaciones de mRNAs.
Los resultados de estos estudios han mostrado que el mRNA 
almacenado es muy heterogéneo, comprendiendo la mayorîa de 
los mRNAs présentes en células diferenciadas y embrionarias. 
Las células diferenciadas y embrionarias, en cambio, no po- 
seen todos los mRNAs présentes en oocitos. Estos estudios 
son équivalentes cuando se realizan con mRNA total o con el 
obtenido a partir de polisomas (Goldstein, 1978; Perlman y 
Rosbash, 1978; Galau y col., 1976; Kleene y col., 1977).
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Otro método utilizado en estos estudios ha sido la com- 
paracion de las proteinas sintetizadas in vitro a partir de 
las diferentes poblaciones de mRNAs. Las conclusiones géné
rales son las mismas que hemos enunciado anteriormente. Re- 
cientemente, reduciendo el nûmero de proteinas objeto de la 
comparaciôn a un nûmero relativamente pequeho (100-300), se 
ha podido reconocer a tres proteinas cuyos mRNAs estan pré
sentes en el mRNA almacenado en oocitos de Drosophila y no 
lo estân en el mRNA de embriones; se ha podido demostrar 
que estos mRNAs especîficos se incorporan en polisomas para 
ser traducidos inmediatamente tras la fecundaciôn del ooci
to (Mermod y col., 1980).

Un tercer método de comparer poblaciones de mRNA con
siste en clonar el DNA del organisme. De esta manera se 
obtienen centenares de clones, conteniendo cada uno de ellos 
un fragmente diferente del DNA del organisme. El grado de 
homologîa entre dos poblaciones de mRNAs se pone de mani- 
fiesto por los clones con cuyo DNA hibriden cada una de las 
poblaciones de mRNA. Con este método se han comparado las 
poblaciones de mRNAs de oocitos y embriones de distinto es
tadîo de desarrollo. Este tipo de estudios han permitido 
encontrar variaciones en el nivel de determinadas clases de 
mRNas entre los mRNAs acumulados en oocitos de erizo de mar 
y el mRNA polisomal de los embriones (Davidson y col., 1980).

La conclusion general de todos los trabajos indicados 
es que el mRNA acumulado en oocitos es muy heterogéneo y 
contiene gran cantidad de especies de m R N A s , la mayor parte 
de las cuales se conservan en embriones de distintas edades 
y en células diferenciadas. Recientemente estân surgiendo 
pruebas de la existencia de algunos mRNAs especîficos del 
oocito, cuya funciôn se desconoce. Hay que hacer la salve- 
dad de que todos estos estudios se realizan con mRNA polia- 
denilado, no se conoce cuâl es la naturaleza del mRNA no po- 
liadenilado que también se halla almacenado en los oocitos 
y embriones.
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Los mécanismes por los cuales se activa la sîntesis 
proteica durante la embriogénesis son desconocidos. Se han 
realizado muchos estudios con el objeto de conocer por qué 
no existe sîntesis proteica en los oocitos, siendo asî que 
existe mRNA y ribosomas. Los estudios clâsicos, realiza
dos en anfibios, indican que el sistema de traducciôn es 
totalmente funcional en el oocito sin inducir, puesto que 
es capaz de traducir mRNAs introducidos en el oocito con 
gran eficacia (Gurdon y col., 1971). Este dato apunta a 
que el mecanismo por el cual se inhibe la sîntesis de pro
teinas es a través de una inactivaciôn temporal del mRNA.

La inactivaciôn del mRNA parece estar mediada por su 
asociaciôn especîfica con proteinas en diverses sistemas, 
por cuanto los complejos ribonucleoproteicos no pueden ser 
traducidos in vitro, mientras que los mRNAs aislados de es
tos complejos dan lugar a un active proceso de traducciôn 
(Kaumeyer y col., 1973; Raff, 1979).

Los complejos ribonucleoproteicos de erizo de mar ûni- 
camente dirigen la sîntesis proteica in vitro cuando se 
aislan en condiciones de alta concentraciôn de iones Na, o 
cuando la traducciôn in vitro se realiza en presencia de 
12 mM de Cl 2Mg, dates que indican que es necesaria la diso- 
ciaciôn de alguna de las proteinas para que el mRNA se pue
de traducir (Ilan y Ilan, 1978; Jenkins y col., 1978).

El posible papel de los componentes proteicos de los 
complejos ribonucleoproteicos como silenciadores del mRNA 
parece apoyado por el hecho de que los componentes protei
cos de los complejos libres (informosomas) y los unidos a 
polisomas difieren marcadamente (ver revisiôn de Spirin, 
1979).
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Uno de los posibles mecanismos de activaciôn de los 
mRNAs podrîa ser la variaciôn de los componentes proteicos 
que acompanan al mRNA almacenado y su sustituciôn por los 
componentes caracterîsticos de los complejos ribonucleopro
teicos de polisomas. En esta hipôtesis queda de nuevo el 
interrogante de la naturaleza del mecanismo de esta sustitu
ciôn.

Otros posibles mecanismos de activaciôn de los mRNAs 
pueden basarse en variaciones estructurales del propio mRNA 
durante la fase de activaciôn del desarrollo. De esta mane
ra la estructura del mRNA del oocito podrîa tener alguna 
propiedad que le hiciera ineficaz para su traducciôn, siendo 
convertido en mRNA funcional durante el proceso de activa
ciôn. La mayorîa de los mRNA almacenados presentan las mo- 
dificaciones propias de mRNAs procesados. Se ha encontrado 
que el extremo 5' de los mRNAs almacenados présenta el dinu- 
cleôsido 5'- 5' trifosfato présente en los mRNAs eucariôti- 
cos (Hickey y col., 1976) y que estân poliadenilados en un 
porcentaje importante de sus moléculas, porcentaje que es 
del 50% para oocitos de anfibio (Ruderman y Pardue, 1976).

Un fenômeno relativamente bien estudiado de modifica- 
ciôn estructural del mRNA durante la activaciôn en los sis
temas embrionarios es el aumento de la cantidad de âcido 
poliadenîlico unido a mRNA. Se ha descrito un aumento de
dos veces en la cantidad de poli(A) durante la primera di-
visiôn celular tras la fertilizaciôn en el erizo de mar 
(Wilt, 1973; Slater y col., 1972). Esta poliadenilaciôn 
consiste principalmente en un proceso de elongaciôn de ca
denas poliadenîlicas préexistantes (Slater y col., 1973; 
Slater y Slater, 1974; Dolecki y col., 1977; Wilt, 1977; 
Brandhorst y Bannet, 1978), siendo dependiente de la sînte
sis de proteinas, pero no de la de RNA (Slater y col., 1974).
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En la activaciôn de los oocitos de anfibios se ha obser- 
vado el mismo fenômeno de aumento en la cantidad de âcido 
poliadenîlico unido al mRNA preexistente (Rosbash y Ford, 
1974; Sagata y col., 1980). Dicho aumento ha sido observa- 
do también en otros sistemas, taies como la estrella de mar
(Jeffery, 1977) y algodôn (Harris y Dure, 1978).

No estâ Clara cuâl es la funciôn de este proceso de po
liadenilaciôn. Los estudios realizados se basan en el efec- 
to de la cordicep ina, que inhibe especîficamente el proce
so de poliadenilaciôn durante las primeras etapas del desa
rrollo embrionario. Los resultados obtenidos indican que la 
supresiôn de la poliadenilaciôn no impide totalmente la ac
tivaciôn del proceso de sîntesis proteica en erizo de mar 
(Mescher y Hampreys, 1974) ni en semillas de algodôn (Hammet 
y Katterman, 1975) y trigo (Spiegel y Marcus, 1975), aunque 
la ausencia de poliadenilaciôn impide la expresiôn de una 
proteina concreta codificada por el mRNA acumulado en semi
llas de algodôn (Walbot y col., 1974).

El posible papel del proceso de poliadenilaciôn en la
activaciôn del mRNA almacenado parece reforzarse por otra 
lînea de estudios, que han demostrado la relaciôn antigéni- 
ca entre la poli(A) polimerasa del hepatoma de rata de Morris 
y una proteina de peso molecular 75.000 présente en los com
plejos ribonucleoproteicos présente en polisomas (Rose y 
Jacob, 1979 b ) , pero que no estâ présente en los complejos 
ribonucleoproteicos citoplâsmicos que son inactivos en tra
ducciôn (Venrooij y col., 1977). Estos datos apuntan hacia 
la posibilidad de que la uniôn de la poli(A) polimerasa a 
los complejos ribonucleoproteicos almacenados sea una de 
los hechos que acompanan y quizâs determinan su activaciôn.
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CICLO BIOLQGICO Y BIOQUIMICA DEL DESARROLLO DE ARTEMIA

El sistema biolôgico empleado en el estudio que se des
cribe en la présente Tesis es de la clase Branchipoda, or- 
den Anostraca, Artemia s p . Es un pequeho crustâceo (el adul
te mide 15 mm de longitud) habitante de medios acuosos de 
elevada salinidad, taies como estuarios, lagos salados o sa- 
linas. Su distribuciôn es muy amplia, habiéndose descrito 
especies en Europa, Asia, Africa y América.

El género Artemia ha sido estudiado desde un punto de 
vista morfolôgico y genético principalmente por dos autores, 
Artrom (entre 1900 y 1930) y Barigozzi (desde 1935 hasta la 
actualidad). Estos estudios han sido resumidos por el pro
pio Barigozzi en 1974. Existen dos tipos de poblaciones en 
Artemia, unas bisexuales y otras partenogénicas. Entre las 
partenogénicas se encuentran a su vez diploides, tetra-
ploides y octaploides. Se han descrito al menos tres espe
cies diferentes dentro del género Artemia que han perdido la 
capacidad de tener reproducciôn cruzada. Toda esta informa- 
ciôn ha conducido a que la clasificaciôn taxonômica del géne
ro Artemia sea un tema que estâ siendo objeto de estudio en 
la actualidad.

Artemia ha sido elegido como un sistema modelo para el 
estudio del desarrollo embrionario en virtud de su ciclo 
biolôgico. En las poblaciones bisexuales la fecundaciôn 
es interna. El huevo fecundado comienza su desarrollo em
brionario en el interior de unas boisas u ovisacos existan
tes en el abdomen de la hembra. El desarrollo embrionario 
puede seguir dos vîas alternatives, en unos casos el embriôn 
continua su desarrollo en el ovisaco hasta transformarse en 
una larva nadadora o nauplia que es expulsada al medio ex
terne. En otros casos, el embriôn al llegar a la fase de
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gâstrula, se rodea de una cubierta quitinosa o coriôn, sien
do expulsado del ovisaco al exterior. El embriôn enquistado 
sufre un proceso de desecaciôn y entra en una fase de cripto- 
biosis, durante la cual suspende sus funciones metabôlicas, 
pero conserva su viabilidad durante ahos. Cuando el embriôn 
enquistado se encuentra en un medio acuoso con oxigenaciôn 
suficiente, a una temperatura entre 20 y 30°C, se hidrata y 
continûa su desarrollo embrionario. Al cabo de un tiempo el 
embriôn rompe la cubierta coriônica y da lugar a un embriôn 
transparente, que aûn estâ rodeado de una fina membrana; es
ta fase recibe el nombre de emergencia. Poco después de la 
emergencia el embriôn élimina también la cubierta transpa
rente, originândose una larva nadadora o nauplia; es el pro
ceso de eclosiôn. Esta nauplia es totalmente anâloga a la 
que sale del oviducto materno en el otro proceso de desa
rrollo descrito.

La nauplia continûa su desarrollo a través de una sé
rié de mudas, que continûan en el animal adulto. El ciclo 
completo se resume en el diagrama adjunto.

La ventaja experimental de este ciclo biolôgico radica 
en que los embriones criptobiôticos, llamados habitualmente 
quistes, son disponibles comercialmente, pudiêndose inducir 
su desarrollo embrionario en el laboratorio (Ditrieu, 1960). 
El desarrollo de métodos para separar las nauplias de los 
quistes permite, por otra parte, la obtenciôn de poblacio
nes de nauplias sincronizadas en su desarrollo larvario.
De esta forma, es posible estudiar la secuencia temporal de 
sucesos que tienen lugar durante el desarrollo temprano de 
Artemia.

En las condiciones expérimentales que hemos utilizado, 
la emergencia tiene lugar entre las 14 y 16 horas, la eclo
siôn entre las 16 y las 18, y la primera muda hacia las 40 
horas.
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En el proceso de inducciôn del desarrollo de los quistes 
hay que distinguer dos procesos distintos, el primero es el 
proceso de activaciôn metabôlica de un sistema que pasa de 
la criptobiosis al estado active. El segundo proceso es la 
continuaciôn del desarrollo embrionario desde la fase de 
gâstrula en la que se encuentra el quiste.

Como ejemplo de activaciôn metabôlica podemos mencionar 
la inducciôn de la respiraciôn en los quistes cuando estos 
se hidratan (Schmitt y col., 1973; Vallejo y col., 1979).
La inducciôn de la respiraciôn, medida por el consumo de 
oxigeno de los quistes, es un proceso muy râpido, ocurriendo 
en las dos primeras horas tras la hidrataciôn de los quis
tes.

El proceso de desarrollo embrionario se manifiesta en 
una serie de cambios muy importantes, tanto morfolôgicos co
mo bioquîmicos. Una propiedad importante del desarrollo 
embrionario del quiste es que hasta la fase de eclosiôn de 
la nauplia el dearrollo embrionario tiene lugar sin que ha- 
ya proliferaciôn celular (Nakanishi y col., 1962; Oison y 
Clegg, 1978). Este hecho permite en este sistema el estudio 
diferencial de los procesos de diferenciaciôn celular (muy 
intenses durante este perîodo de desarrollo) y los de proli- 
feraciôn celular, que son simultanées en la mayor parte de 
los sistemas modèles en los que se ha estudiado el desarro
llo embrionario.

El desarrollo embrionario postgastrular de Artemia ha 
sido objeto de diverses estudios bioquîmicos. Algunos de 
estos estudios han tenido como objetivo la caracterizaciôn 
de paramétrés bioquîmicos que varîen con el desarrollo y 
que permitan un posterior estudio de su regulaciôn. En
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este sentido se han caracterizado una serie de proteinas 
cuyos niveles en los embriones varîan con el desarrollo, al
gunas de estas proteinas son enzimas hidrolîticas, como pro- 
teasas (Osuna y col., 1977 a; Olalla y col., 1978), ribonu- 
cleasas (Sebastian y Heredia, 1978), deoxirribonucleasas 
(Cervera y col., 1980), Adenosîn trifosfatasas (Conte y col., 
1977; Ewing y col., 1974; Peterson y col., 1978 ), amino 
acil-tRNA hidrolasas (Miralles y col., 1978; Gallego, 1980); 
otras enzimas relacionadas con el metabolismo de los âcidos 
nucleicos, como las RNA polimerasas DNA dependientes (Renart 
y Sebastian, 1976; Osuna y col., 1977 b, 1980), o la acetil 
transferasa de histonas (Cano y Pestaha, 1976 y 1979); en 
otros casos se trata de enzimas mitocondriales (Vallejo y 
col., 1979; Cano y col., 1979). También se han detectado 
cambios durante el desarrollo en el caso de otras proteinas 
no enzimâticas, como por ejemplo en las distintas hémoglobi
nes identificadas en Artemia (Heip y col., 1978 a y b).

Varios laboratorios estân interesados en la actualidad 
en la investigaciôn de los mecanismos moleculares implicados 
en la expresiôn diferencial de estas proteinas durante el 
desarrollo. Es generalmente aceptado que la expresiôn dife
rencial de distintas proteinas durante el desarrollo se debe 
a la expresiôn diferencial de los genes que las codifican 
(Davidson, 1976). Ahora bien, la regulaciôn de la expresiôn 
de los genes puede hacerse a varios niveles: transcripcio-
n a l , de procesamiento de los mRNA, de traducciôn o de proce
samiento de los productos de traducciôn. La existencia de 
moléculas con capacidad informacional en los embriones en- 
quistados de Artemia hace especialmente interesante conocer 
cuâl de estos posibles niveles es responsable de la regula
ciôn de la expresiôn de estas proteinas.
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Desde el punto de vista de la regulaciôn genética, A r 
temia es similar a los sistemas de oocitos en el sentido de 
que todos estos sistemas estân en una situaciôn de espera. 
En un momento determinado reciben una senal, la fecundaciôn 
en el caso de los oocitos, la hidrataciôn en el caso de los 
quistes de Artemia, que da lugar al comienzo de un proceso 
de diferenciaciôn y desarrollo. La diferencia estriba en 
que los quistes de Artemia parten de un estado de gâstrula, 
es decir, ya han sufrido una diferenciaciôn previa, situa
ciôn que es también la de las semillas vegetales.

EL ALMACENAMIENTO DE mRNAs EN LAS GASTRULAS ENQUISTADAS DE 
ARTEMIA

En el embriôn enquistado de Artemia se hallan detenidos 
los procesos biosintéticos, como se ha indicado anteriormen
te. La sîntesis proteica se reanuda poco después de la acti
vaciôn del quiste (Hultin y Morris, 1968; Clegg y Golub,
1969; Sierra y col., 1976; Amaldi y col., 1977). Esta sînte
sis inicial se supone que es dirigida por mRNA almacenado en 
el embriôn por analogîa con otros sistemas, aunque se desco
noce el papel que juega el mRNA almacenado y el momento en 
que se reanuda la sîntesis de mRNA, dada la impermeabilidad 
del embriôn enquistado a presursores radioactivos (Finamore 
y Clegg, 1969).

Los embriones enquistados de Artemia contienen mRNAs 
almacenados, los cuales se han podido aislar y traducir en 
sistemas acelulares de E. coli (Nilsson y Hultin, 1972,
1975) y de germen de trigo (Sierra y col., 1976). Se ha de
mostrado que existen poblaciones de mRNAs almacenados polia
denilados y sin poliadenilar (Sierra y col., 1976; De Herdt 
y col., 1979). Tanto unos como otros estân asociados a
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proteinas formando complejos ribonucleoproteicos (RNPs) 
que se encuentran tanto en el sobrenadante posmitocondrial 
como asociados a membranas (Grosfeld y Littauer, 1975; 
Slegers y Kondo, 1977; Amaldi y col., 1977; Simons y col., 
1978; Slegers y col., 1979; DeHerdt y col., 1979).

El mRNA almacenado en Artemia posee algunas caracte
rîsticas peculiares que lo diferencian del mRNA almacenado 
en oocitos. El mRNA de embriones enquistados parece re
présenter una poblaciôn de mRNAs de tamano relativamente 
pequeno constituido fundamentalmente por RNA altamente re- 
petido (mâs del 45% del mRNA estâ repetido mâs de 1000 
veces por célula), aumentando la complejidad del mRNA unas 
3 veces entre el embriôn enquistado y la nauplia recién 
emergida (James y col., 1979). Se han identificado dos 
proteinas de bajo peso molecular que estân codificadas por 
el mRNA de embriones enquistados pero no por el mRNA de 
nauplias, asî como proteinas que estân codificadas por el 
mRNA de nauplias y no por el de embriones enquistados 
(Grosfeld y Littauer, 1976; James y col., 1979).

Acutalmente no se conocen los mecanismos por los que 
se encuentra reprimida la sîntesis de proteinas en el 
embriôn enquistado. El mRNA purificado présenta las es- 
tructuras tîpicas de los mRNAs como el dinucleôsido 
5'*-5''trifosfato de su extremo S' (Muthukrishman y col., 
1975; Groner y col., 1976) y la cadena poliadenîlica pré
sente en el extremo 3' en una proporciôn importante de 
los mRNAs (Nilsson y Hultin, 1975). Por otra parte, se 
encuentran también todos los componentes del sistema de 
traducciôn, ribosomas (Hultin y Morris, 1968; Clegg y 
Golub, 1969), factores de iniciaciôn (MacRae y col., 1979), 
de elongaciôn (Sierra y col., 1974) y de terminaciôn 
(Reddington, 1978).
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Dos posibles mecanismos podrîan estar implicados en 
la regulaciôn de la sîntesis proteica tras la reanudaciôn 
del programa de desarrollo. Por una parte, la existencia 
de inhibidores del proceso global de sîntesis de proteinas 
y por otro, la activaciôn de los mRNAs présentes en el em
briôn y que se encuentran reprimidos los complejos ri
bonucleoproteicos .

Se han descrito en Artemia distintos inhibidores del 
proceso de traducciôn in vitro. En este sentido se ha 
identificado un RNA de bajo peso molecular compuesto en 
un 50% por nucleôtidos de uridina (Lee-Huenag y col., 1976; 
Slegers y col., 1977b). Los niveles de este inhibidor, 
que teôricamente deberla estar ûnicamente présente en los 
embriones enquistados, son, sin embargo, constantes a lo 
largo del desarrollo, por lo que para darle un papel bio
lôgico en la regulaciôn de la sîntesis de proteinas hay 
que postular la inducciôn de un componente que contra- 
rreste el efecto del inhibidor, componente que no ha podi
do ser caracterizado todavîa. Por otra parte, se ha des
crito recientemente la existencia en Artemia de una pro
teina de peso molecular 40.000 con gran afinidad por âci
dos nucleicos de cadena simple y que inhibe la traducciôn 
in vitro (Marvil y col., 1980; Nowak y col., 1980).

Un mecanismo alternativo o complementario para la re
gulaciôn de la sîntesis proteica se basarîa en la activa
ciôn de los mRNAs almacenados. En esta hipôtesis, los 
mRNAs présentes en el embriôn enquistado de Artemia re- 
presentarîan formas de almacenamiento de los mRNAs no dis
ponibles directamente para su traducciôn hasta la existen
cia de alguna senal que darîa lugar a una modificaciôn en 
el complejo mRNA-Proteinas con la consiguiente derrepre- 
siôn del mRNA.
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Las pecularidades descritas del programa de desarrollo 
de Artemia , asî como sus ventajas como modelo experimental 
hacen de este organisme un candidate ideal para estudiar 
los mecanismos moleculares implicados en la activaciôn de 
los componentes informacionales présentes en los embriones 
enquistados y su posterior metabolismo, uno de los temas 
centrales de la biologîa molecular de la embrio génesis.
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OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO DE INVESTIGACION

El objetivo global del présente trabajo de tesis doc
toral es el conocimiento de las bases enzimâticas responsa
bles de la poliadenilaciôn y el papel de este proceso de 
modificaciôn de los RNAs mensajeros en la regulaciôn del 
desarrollo embrionario y larvario temprano de Artemia.

Este objetivo global se ha dividido en los siguientes 
objetivos parciales:

1. Caracterizaciôn del sistema enzimâtico responsable 
de la poliadenilaciôn del RNA durante el desarrollo 
temrano de Artemia.

2. Metabolismo de las cadenas poliadenîlicas durante 
el desarrollo.

3. Caracterizaciôn de los RNAs poliadenilados présen
tes en los embriones enquistados.

4. Papel de la poliadenilaciôn en la activaciôn de 
los mRNAs almacenados en los embriones enquistados.
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II. MATERIALES Y METODOS
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1. MATERIALES

1.1. Aparatos

Los embriones de Artemia, asî como las levaduras, fue- 
ron cultivados en agitadores New Brunswick Scientific Co. 
Inc.

Las determinaciones de pH se efectuaron en un pHmetro 
E512 de la marca Metrohm Herisau.

Se utilizaron homogeneizadores de las marcas Pobel y 
Kontes Glass Co. con un motor de la casa Tri-R Investments, 
Mod K 43.

Las centrifugaciones se realizaron en las centrîfugas 
de las casas Sorvall, modelo RC2-B y en una microfuga Beck
man. modelo B. Las centrifugaciones de alta velocidad se 
realizaron en ultracentrîfugas de las casas Spinco, modelo 
L 2 50 B y Beckman, modelo L5-65.

Las fracciones de las columnas se recogieron en colec- 
tores LKB 7000 UltroRac e ISCO 1200.

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron 
en espectrofotômetros de las marcas Cary, modelo 118, Gil
ford Instrument, modelo 2400-S y Hitachi 181. Las medidas 
de fluorescencia se realizaron en un espectrofluorômetro 
Perkin-Elmer, modelo 204.

Las medidas de radioactividad se determinaron en conta- 
dores de centelleo lîquido de las marcas Nuclear-Chicago, 
modelo Mark-II y de la marca Beckman, modelo LS-lOO.
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Las electroforesis se realizaron utilizando fuentes de 
alimentaciôn de la casa Shandon, modelo Vokam SAE 2761 y de 
la marca Buchler Inc., modelo 3-1014 A. Cuando se requiriô 
mayor voltaje se utilizô una fuente de alimentaciôn de alto 
voltaje de la casa Savant Instruments Inc., modelo FP30A.

1.2. Material biolôgico

Los embriones enquistados de Artemia se obtuvieron de 
la companîa San Francisco Bay Brand Inc. , Division de Meta
frame Co., Menlo Park, CA. 94025, USA.

Las levaduras empleadas pertenecen a la especie Sacha- 
romyces cerevisae, habiéndose utilizado la cepa Y55, perte- 
neciente a la colecciôn de este laboratorio.

Para la obtenciôn de reticulocitosse utilizaron conejos 
blancos New Zeland, de unos 3 Kgs. de peso.

El virus del mosaico del tabaco fué una donaciôn del Dr. 
U. Rubio del Institute Ferrân (CSIC).

1.3. Productos qulmicos

El RNA de Tôrula y las ribonucleasas pancreâtica y 
se obtuvieron de la casa Calbiochem,

El Sephadex G-150, poli(A) sepharosa, poli(U)-sepharosa 
y los anfolitos fueron de Pharmacia Fine Chemicals.

De la casa Sigma se obtuvieron los nucleôtidos, homo- 
ribonucleôtidos, heteroribonucleôtidos y la ATP-agarosa.
De Bio-Rad el Bio-Rex-70, la celulosa cellex 410, bisacri- 
lamida, TEMED y el Bio-Bed. La acrilamida y el nicotinami- 
da-adenindinucleôtido reducido se obtuvieron de la casa 
Merck.
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Los filtros de fibra de vidrio fueron de la casa Wath- 
man, modelo GF/C. La DEAE-celulosa de SERVA. La Oligo(dT) 
celulosa de la casa Corporative Research Inc.

Las plaças de PEI-celulosa fueron de la casa Nachery- 
Nagel C o . , llevando incorporado un detector fluorescente.

Las enzimas lâctico deshidrogenasa y piruvato kinasa 
fueron obtenidas de la casa Boehringer.

Los productos radioactivos, nucleôtidos tritiados,
14 12 15C-ITP, A  ( P)-ATP y S-Metionina se obtuvieron de la corn-
pahîa Radiochemical Centre, Amersham.

Los demâs productos qulmicos utilizados en la realiza- 
ciôn de esta tesis doctoral fueron de un grado analîtico 
de pureza, procediendo de las casa Merck, Carlo Erba,
May & Baker y PROBUS.

1.4. Tampones

T. Acetato: Acetato sôdico 50 mM; Cl 2Mg 5 mM; CIK
25 mM; SDS 2%; pH 5,1

T. BH: Tris-CIH 50 mM; EDTA 0,2 mM; Mercaptoetanol
5 mM; glicerol 20%; S0^(NH^)2 0,6 M; pH 8,5

T. BL: Tris-CIH 50 mM; EDTA 0,2 mM; Mercaptoetanol
5 mM; glicerol 20%; pH 8,5

T. BR: Tris-CIH 0,1 M; EDTA 5 mM; SDS 0,5%; pH 9

T. BSM: A. N,2 hidroxietil, N,2 etano sulfônico 10 mM;
CIK 0,1 M; Cl 2Mg 5 mM; Sacarosa 0,15 M; 
pH 7,5
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T.S: Tris-CIH 10 mM; ClK 10 mM; Acetato magnésico
5 mM; Mercaptoetanol 10 mM; pH 7,5

T. SSC: ClNa 0,15 M; Acetato sôdico 0,015 M

T. TMN: Tris-CIH 10 mM; Cl^Mg 1 mM; ClNa 0,1 M;' 
pH 7,5.

1.5. Medios de cultivo

a) Medio Dutrieu modificado (Dutrieu, 1961). La com- 
posiciôn del medio se expresa en gramos/litro, 
siendo: ClNa 40; ClgMg 5; SO^Nag 2,5; ClK 0,6;
ClgCa 1; CO^HNa 2; BrNa 0,1; BCyH^ 0,4.

b) Sal marina liofilizada 39 gr/1. Este medio puede 
suplementarse con extractos de algas liofilizadas, 
del género Spirullina (Osuna y Sebastian, 1980).

c) LPM: La composiciôn de este medio, expresada en
gramos/litro es: P0^H2K 15; SO^Mg 0,25; ClK 0,1;
CINH^ 2; âcido cîtrico 1,4; extracto de levaduras 
1; y glucosa 2%.

Los medios a) y b) se completaron con 20 mgr/ml de 
penicilina (30.000 U/1) y 0,1 gr/1 de estreptomicina. Los 
medios se esterilizaron en autoclave antes de usarse.

2. METODOS

2.1. Tratamiento de los quistes y obtenciôn de pobla
ciones sincronizadas de embriones y larvas en 
desarrollo

Los embriones enquistados en fase de gâstrula pueden ser 
inducidos a continuar su desarrollo cuando se les incuba en
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un medio acuoso de composiciôn salina adecuada, dotado de 
©2 y a una temperatura de 30®C. El proceso de inducciôn y 
el desarrollo posterior del embriôn se consiguen en el la
boratorio sometiendo los embriones enquistados a un proceso 
que podemos dividir en tres fases:

a) Tratamiento de los quistes: los quistes son lavados 
en agua desionizada a 4°C. El lavado tiene dos finalidades: 
quitar una serie de sustancias que acompanan a los quistes 
comerciales (taies como plumas, etc.) y eliminar los quis
tes de baja densidad que flotan en el agua, cuya viabilidad 
es escasa. El lavado se realiza anadiendo un litro de agua 
a 5-20 gr. de quistes, agitândolos y dejândolos después se- 
dimentar, tras lo cual el agua de lavado y los quistes que 
flotan se eliminan por decantaciôn. El lavado se repite dos 
veces y después se deja a los quistes en agua desionizada
a 4°C un mînimo de 3 horas para que se hidraten por ôsmosis. 
Los quistes hidratados se decantan y se resuspenden en hi- 
poclorito sôdico al 0,1% durante 10 minutes. El tratamien
to con hipoclorito tiene dos objetivos: eliminar contami
nantes bacterianos y füngicos y debilitar la cubierta co
riônica que rodea al quiste para facilitar la emergencia de 
la nauplia. Tras los 10 minutes de tratamiento se élimina 
el hipoclorito por decantaciôn y los quistes se lavan dos 
veces en agua desionizada a 4°C para eliminar todo el hipo
clorito. A continuaciôn los quistes se resuspenden en 
Mertiolato al 1% durante 10 minutes con agitaciôn continua 
para eliminar los posibles contaminantes bacterianos. Se 
quita el mertiolato por decantaciôn y se lavan los quistes 
dos veces con agua desionizada a 4°C.

b) Eclosiôn y sincronizaciôn de las nauplias: Los 
quistes tratados se resuspenden en una disoluciôn de ClNa 
al 5% en agua desionizada, en proporciôn de 5 a 10 gr. de
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quistes por litro de disoluciôn y se colocan en un incuba- 
dor New Brunswick con agitaciôn continua (100 rpm) a 30°C.
En estas condiciones los quistes eclosionan a las 18 horas 
de incubaciôn, surgiendo las nauplias nadadoras, aunque el 
tiempo necesario para la eclosiôn puede variar ligeramente 
segûn la procedencia de los quistes. Las nauplias recién 
emergidas se pueden recoger en embudos de decantaciôn, debi- 
do a su tendencia a agruparse en el fondo del embudo. Las 
nauplias recogidas a las 18 horas de incubaciôn han eclosio- 
nado en un perîodo de unas 2 horas.

c) Desarrollo de las nauplias: Las nauplias recién
emergidas, recogidas en un volumen pequeho de medio, son 
resuspendidas en medio Dutrieu (Dutrieu, 1960) o en agua de 
mar liofilizada e incubadas a 30°C con agitaciôn durante el 
perlodo de tiempo deseado. Cuando se desea obtener nauplias 
de mas de 40 horas de desarrollo, se suplementa el medio 
con homogenados de algas como se sehala en Materiales para 
evitar el efecto deletéreo del ayuno. Las nauplias se re- 
cogen por filtraciôn a través de lienzo si no han sido ali- 
mentadas, o a través de 4 capas de gasa si han sido alimen- 
tadas (las algas, que se retienen en el fieltro, pasan a 
través de la gasa).

2.2 Preparacion de résinas para cromatografla

En general, las résinas utilizadas en las cromatogra- 
fias en columna se prepararon para su uso de acuerdo con 
las instrucciones facilitadas por la casa suministradora 
Para exponer brevemente estos procesos, vamos a dividir 
las résinas en cuatro grupos:
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a) Resinas de intercambio iônico. Se han utilizado 
DEAE-celulosa y Bio-Rex 70. En ambos casos la preparacion 
de la résina se realize, siguiendo los siguientes pasos: 
lavado en KOH 0,5 N durante 2 horas; lavado con agua desio- 
nizada en un embudo Buchner hasta que la résina esté a un 
pH de 8; lavado con ClH 0,5 N durante 2 horas; lavado con 
H^O hasta pH 4; lavado con Tris-CIH 50 mM pH 8 hasta que
la résina esté al pH del tampôn. Este paso es especialmen- 
te importante en el caso del Bio-Rex 70, con gran capacidad 
de intercambio iônico, en que es necesario ajustar el pH 
con NaOH. Una vez que la résina esté a pH 8, se équilibra 
con el tampôn de eluciôn de la cromatografîa.

b) Resinas de gel filtraciôn. Se han utilizado Sepha- 
dex G-25 y Sephadex G-150. La preparaciôn supone ûnicamen- 
te su hidrataciôn, para lo cual se hierven al baho maria
en el tampôn de eluciôn durante un période minimo de 5 ho
ras para el Sephadex G-150 y de una hora para el Sephadex 
G-25.

c) Resinas de afinidad. La ATP-agarosa comercial esta 
ya preparada para el uso inmediato o bien es necesario hi- 
dratarla en el tampôn de eluciôn. En cuanto a las columnas 
de poli(A)-sepharosa 4B y poli(U)-sepharosa 4B, su prepara
ciôn requiere el siguiente tratamiento: la résina se hin- 
cha en ClNa 1 M, pH 7,5 (10 ml de tampôn por gramo de ré
sina) durante 10 minutes, montândose a continuaciôn la co
lumna; una vez montada la columna se lava con ClNa 0,1 M
pH 7,5 (100 ml por gramo de résina) y luego con el tampôn 
fosfato potâsico 10 mM pH 7,5, EDTA 10 mM, formamida 90% 
(100 ml por gramo), tras lo cual se équilibra la columna 
con el tampôn de eluciôn (100 ml por gramo de résina), que- 
dando la columna preparada para su uso.



37

La preparaciôn de Oligo(dT)-celulosa se realiza lavande 
la résina con etanol (25 ml por gramo de résina), secândose 
después al vacîo. Una vez seca, se équilibra con el tampôn 
Hepes 10 mM, pH 7,5, EDTA 1 mM. Se monta la columna y se 
lava con el mismo tampôn (100 ml por gramo de résina). Por 
ûltimo, se lava la columna con 100 ml por gramo de Hepes 
10 mM pH 7,5, EDTA 5 mM, ClNa 0,15 M.

Las columnas de Oligo(dT)-celulosa pueden ser regenera- 
das mediante un lavado con etanol. Posteriormente se so- 
mete a la résina al mismo tratamiento descrito para su pre
paraciôn. Las columnas de Oligo(dT)-celulosa se regenera- 
ron cada 3 ô 4 utilizaciones consecutivas.

d) El Bio-Bed fué embebido en agua estêril antes de 
su utilizaciôn. Para su regeneraciôn fué lavado con meta- 
nol y posteriormente con agua estéril.

2.3. Procedimientos de homogeneizaciôn y fraccionamiento 
subcelular

Los procedimientos de homogeneizaciôn son diferentes en 
quistes y en nauplias. La homogeneizaciôn en quistes esté 
dificultada por la presencia de una cubierta quitinosa muy 
dura y dificil de romper, que ademés actûa de abrasive una 
vez rota, por lo que dificulta el mantenimiento de la inte- 
gridad de los orgénulos subcelulares. Esta cubierta se 
puede solubilizar por tratamiento del quiste con hipoclori- 
to sôdico sin afectar la viabilidad de los embriones 
(Amat, 1980).

El fraccionamiento subcelular, por otra parte, esté 
afectado por la presencia de las plaquetas de vitelo. Las 
plaquetas sedimentan junto con los nûcleos, de los que es
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muy dificil de separar {Renart, 1975); por otra parte tien- 
den a agregarse entre si, pudiendo atrapar estos agregados 
a otros componentes subcelulares, que aparecen de esta mane- 
ra en la fracciôn plaquetaria en lugar de en su propia 
fracciôn. La cantidad de plaquetas es mâxima en los quis
tes y va disminuyendo durante el desarrollo. Las nauplias 
recién emergidas contienen el 50% de las plaquetas de vitelo 
présentes en los quistes (glalla y col., 1977).

2.3.1 Homogeneizaciôn y fraccionamiento subcelular de 
embriones enquistados: el primer paso en la homogeneizaciôn
de quistes consiste en lavarlos con agua desionizada a 4°C, 
dos veces, para eliminar contaminantes y quistes ligeros. 
Cada vez se agitan los quistes en el agua y posteriormente 
se les déjà sedimentar, quitando el agua de lavado por de- 
cantaciôn. A continuaciôn se tratan los quistes con hipo- 
clorito sôdico a la concentraciôn que se indica en cada ca
so a 4°C para remover parte o toda la capa externa del co- 
riôn.

Una vez tratados con hipoclorito, los quistes se lavan 
para eliminar el hipoclorito. Très lavados con agua desio
nizada a 4°C son suficientes para quitar el hipoclorito 
del medio, incluso tras un tratamiento fuerte. Los quistes 
lavados se recogen por filtraciôn a través de un lienzo.

Los quistes tratados se resuspenden en el tampôn de ho
mogeneizaciôn en proporciôn de 2,5 ml de tampôn por gramo 
de quiste (pesados después del tratamiento) y se homogenei- 
zan en un Potter mecânico Kontes-Duall a 400 rpm o en un 
homogeneizador manual. La homogeneizaciôn y el fracciona
miento subcelular posterior dependen del tampôn utilizado 
en la homogeneizaciôn.
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a) Tampôn BL: Es el método usual para la obtenciôn de
enzima soluble, utilizando quistes tratados con hipoclorito 
al 0,1% durante 10 minutes. La homogeneizaciôn se continûa 
hasta lograr la rotura total de los quistes (unas 40 pasa- 
das de émbolo del Potter) y el fraccionamiento subcelular 
comprende centrifugaciones a IS.OOOxg durante 15 minutes y 
105.000xg durante 2 horas. El precipitado de la primera 
centrifugaciôn contiene nûcleos, plaquetas, mitocondrias y 
membranas; el precipitado de la segunda centrifugaciôn con
tiene microsomas y el sobrenadante constituye la fracciôn 
soluble.

b) Tampôn BSM; Este medio se ha utilizado en los es- 
tudios de distribuciôn subcelular. Los quistes se tratan 
con hipoclorito sôdico al 5% durante 30 minutes y la homo
geneizaciôn se hace manualmente. El fraccionamiento sub
celular comprende dos centrifugaciones; ô.OOOxg, 5 minutes 
y 15.000xg, 15 minutes. Los sedimentos contienen: nûcleos 
y plaquetas el primero y mitocondrias y membranas el segun- 
do. El sobrenadante de la segunda centrifugaciôn contiene 
los ribosomas y polisomas, junto con el citosol y recibe el 
nombre de sobrenadante posmitocondrial (PMS). La fracciôn 
citosôlica se obtuvo centrifugando la fracciôn PMS a 
105.000xg durante 2 horas.

2.3.2. Homogeneizaciôn y fraccionamiento subcelular de 
nauplias. Las nauplias no poseen cubierta quitinosa, por lo 
que no precisan tratamiento c;on hipoclorito. La homogenei
zaciôn se realize en un Potter mecânico (400 rpm) o manual, 
siendo suficientes 5 pasadas de émbolo para conseguir la 
rotura total de las nauplias en todos los medios de homoge
neizaciôn utilizados, que fueron:
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a) BSM para los experimentos de distribuciôn subce
lular. Los fraccionamientos subcelulares fueron los descri 
tos para quistes.

b) BH: se utilizô para solubilizar la actividad po
li (A) polimerasa de las fracciones particuladas. El sulfa- 
to amônico origina la precipitaciôn del DNA, dando gran 
viscosidad al homogenado. La fragmentaciôn del DNA con ob- 
jeto de evitar la coprecipitaciôn de otros componentes du
rante la centrifugaciôn se consigne homogeneizando con un 
Potter mecânico hasta que el homogenado deja de presenter 
la viscosidad debida a DNA. El homogenado se centrifuge
a IS.OOOxg, 15 minutes y a lOS.OOOxg, 2 horas; el sobrena
dante de la ûltima centrifugaciôn constituye la fracciôn 
soluble.

2.4. Ensayos enzimâticos

2.4.1. Po l i (A) polimerasa

La actividad p o l i (A) polimerasa se determinô midiendo 
la incorporaciôn de ATP marcado radioactivamente en macro- 
moléculas caracterizadas por su insolubilidad en âcido tri- 
cloroacético (TCA), siguiendo el método descrito por Half 
y Keller (1973) .

La mezcla de ensayo en un volumen de 0,15 ml tiene la 
siguiente composiciôn: Tris-CIH 50 mM, pH 8,5; Cl2Mn 2 mM; 
RNA de Tôrula 0,2 mgr; 1 ^Ci(8^H)ATP y ATP 0,12 mM. El 
ATP estaba marcado con tritio en el carbono 8 de la adenina; 
la actividad especlfica del ATP en la mezcla de ensayo era 
de 25-30 CPM por pico mol. La reacciôn se inicia con la
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adiciôn del enzima, se incuba a 30°C durante 30 minutes y 
se termina con la adiciôn de 3 ml de una mezcla de TCA al 
5% y pirofosfato tetrasôdico al 2%, mezcla que estaba a una 
temperatura de 4°C.

Después de tener los tubos 20 minutos a 4°C, el material 
precipitado en âcido se recogiô por filtraciôn a través de 
filtres de fibra de vidrio Wathman GF/C. Cada filtre fué 
lavado dos veces con 15 ml de la mezcla de TCA y pirofos
fato tetrasôdico. La radioactividad retenida en el filtre 
se determinô en un contador de centelleo liquide; para elle 
fué precise secar los filtres bajo una lâmpara de luz in- 
fraroja e introducirlo en un vial conteniendo 2,5 ml de un 
liquide de centelleo compuesto por la disoluciôn de 5,5 gr 
de Permablend en tolueno.

La utilizaciôn de pirofosfato tetrasôdico en la mezcla 
âcida tiene como finalidad reducir la retenciôn de ATP en 
los filtres de fibra de vidrio por absorciôn. Con el mismo 
fin los filtres se empapan en agua antes de filtrar la mez
cla de ensayo precipitada. El fondo o blanco de radioacti
vidad se détermina en cada ensayo ahadiendo simultâneamente 
el enzima y la mezcla âcida.

Se define una unidad de actividad poli(A) polimerasa 
como la cantidad de enzima capaz de incorporer un nanomol 
de AMP en producto insoluble en âcido en una hora de incu
baciôn en las condiciones habituales de ensayo.

2.4.2. ATPasa

Se han empleado dos métodos basados respectivamente en 
la valoraciôn del ADP y del fosfato producidos en la hidrô- 
lisis del ATP.
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a) Para la valoraciôn del ADP se ha seguido el método 
descrito por Pascual-Salcedo (1979). La preparaciôn cuya 
actividad ATPâsica se quiere medir se incuba en 1 ml en pre
sencia de 0.05 mM ATP, 2mM ClgMn y el sistema auxiliar com
puesto por Hepes 50 mM. pH 7,4; ClK 100 mM; Cl2Mg 5 mM; 
âcido fosfoenolpirûvico 2 mM; DPNH 0,2 mM; una unidad del 
enzima lâctico deshidrogenasa y una unidad del enzima piru- 
vato quinasa. Este sistema auxiliar transforma el DPNH en 
DPN en presencia de ADP; la conversiôn de DPNH en DPN se
puede determiner midiendo la variaciôn de absorciôn ôptica
de la mezcla de ensayo a 340 nm y es equimolecular con el 
ADP producido en la reacciôn de la ATPasa.

b) Para la valoraciôn del fosfato se ha utilizado el 
método descrito por Serrano (1978). La preparaciôn se in
cuba en un volumen de 0,2 ml en presencia de ATP 0,25 mM y 
Cl 2Mn 2 mM en un medio tamponado con Tris-CIH 50 mM pH 8,5 
durante 30 minutos a 30°C. La cantidad de fosfato formado 
al cabo de 30 minutos se valora ahadiendo 0,4 ml de una di
soluciôn conteniendo: S0 ^H2 0,72 N, molibdato sôdico 0,5%
y SDS 0,5%; a continuaciôn se ahaden 0,025 ml de âcido 
ascôrbico al 2%, se incuban los tubos 5 minutos a 30°C y se 
mide la absorciôn ôptica a 750 nm, que es proporcional a la
concentraciôn de fosfato en un rango de 8 a 80 nM.

2.4.3 Fosfatasa alcalina

La actividad se valora en una mezcla de ensayo de 1 ml 
que contiene Tris-CIH 50 mM pH 8,5 y bis-para Nitro fenil 
fosfato 5 mM. La reacciôn se inicia por adiciôn del enzima 
y se sigue la hidrôlisis del bis-para Nitro fenil fosfato 
en nitro benceno por aumento de la absorciôn ôptica a 410 
nm. Este método ha sido descrito por Garen y Leventhal 
(1960) .
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2.4.4. RNasa

La actividad ribonucleôsica se determinô incubando la
32preparaciôn enzimâtica con P-rRNA de levadura, segûn el 

método descrito por Sebastiân y Heredia (1978). La reac
ciôn se incubô a 30°C durante 30 minutos. Al final de la 
incubaciôn se ahadieron 3 ml de âcido tricloroacético al 
5% y pirofosfato tetrasôdico a 2%. La radioactividad in
soluble de âcido se determinô filtrando la mezcla de ensayo 
a través de filtros de fibra de vidrio (GF/C). La radio
actividad retenida en los filtros se determinô en un con
tador de centelleo liquide, siguiendo el método descrito 
en el ensayo de la actividad poli(A) polimerasa.

2.5. Métodos de separaciôn de nucleôtidos

Ha sido necesario realizar la separaciôn de nuecleôtidos 
para diferentes experimentos, fundamentalmente de comproba- 
ciôn del grado de pureza de réactivés, câlculo de la longi- 
tud de la cadena poliadenilica sintetizada por el enzima, 
uniôn de esta cadena al extrema 3' del RNA iniciador y es- 
pecificidad del enzima para el nucleôtido en posiciôn 3' 
del RNA iniciador. Para estos experimentos se han empleado 
varias técnicas, fundamentalmente de dos tipos:

2.5.1. Métodos cromatogrâficos

Se ha utilizado la cromatografîa en capa fina sobre pla
ças de PEI-celulosa, usando eluyentes diferentes segûn la 
naturaleza de los nucleôtidos que se querian separar; se 
han empleado 5 sistemas de eluciôn:
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a) Eluciôn con H^O (Reyes, 1972). Este eluyente sirve 
para separar los nucleôtidos de los nucleôsidos y bases, 
puesto que nucleôsidos y bases migran con el trente (Rf=l) 
mientras que los nucleôtidos, cargados negativamente, que- 
dan en el origen (Rf=0).

b) Eluciôn con PO^H^K 0,5 M pH 3,4. Basado en el tra- 
bajo de Reyes en 1972. Con este eluyente se separan los 
nucleôtidos entre si segûn el nûmero de fosfatos que tengan, 
migrando mâs râpidamente cuando menos fosfatos posean, asî 
los Rf para los nucleôtidos de adenina son: AMP: 1, ADP:
0,7, ATP: 0,4. Los Rf para los nucleôtidos de otras bases 
son similares. Este método se ha empleado habitualmente 
para comprobar que los nucleôtidos trifosfato usados como 
sustrato de la poli(A) polimerasa no estaban hidrolizados.

Este método también se ha empleado para separar el AMP 
résultante de la hidrôlisis alcalina del producto de la 
reacciôn de la poli(A) polimerasa del ATP empleado como
sustrato de la reacciôn.

c) Eluciôn con una mezcla de âcido bôrico al 4% y
ClLi 2 M en proporciôn de 4:3 (Randerath, 1963). Se ha uti
lizado para separar ATP de dATP en comprobaciôn de la pure
za del segundo-

d) Eluciôn con formiato amônico 0,5 M pH 3,5 para se
parar el 2' ô 3' AMP del 2' ô 3' G M P , siguiendo el méto
do descrito por Randerath y Randerath (1967).

e) Cromatografia bidimensional para separar los cuatro 
nucleôtidos 2' 6 3' monofosfato résultantes de la hidrôli
sis alcalina del RNA. Esta separaciôn se realizô segûn el 
método descrito por Schiller y Perry (1976). El método
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original consiste en una cromatografîa bidimensional, en la 
primera dimensiôn el tampôn utilizado es ClLi 1 M y en la 
segunda, âcido acético 1 M. Los Rfs de los nucleôtidos 2' 
ô 3' monofosfato, asî como del ATP en ambas direcciones se 
muestran en la Tabla I. En estas condiciones no se logran 
separar el AMP y el C M P . Esta separaciôn sôlo la hemos 
conseguido bajando la concentraciôn de âcido acético en la 
segunda dimensiôn, puesto que los Rfs utilizando âcido acé
tico 0,5 M son: AMP 0,7 y CMP 1, y a una concentraciôn de
âcido acético de 0,1 M son: AMP 0,26 y CMP 1, por lo cual
se modified el método original empleando âcido acético 0,1 M 
en la segunda dimensiôn del cromatograma.
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TABLA

MIGRACION RELATIVA DE LOS NUCLEOSIDOS 2"- 3' MONOFOSFATO EN 
PLAÇAS DE PEI-CELULOSA EN CROMATOGRAFIAS BIDIMENSIONALES.

XMP Rf

1 - dimensiôn 2- dimensiôn

AMP 0,45 0,85
CMP 0,46 0,88
GMP 0,4 9 0,38
UMP 0,63 0,96
ATP 0,04 0,86
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2.5.2. Métodos de electroforesis de alto voltaje

Esta técnica se empleô para separar los cuatro nucleôsi
dos 2' ô 3' monofosfato résultantes de la hidrôlisis alcali
na del RNA (Smith, 1967). La electroforesis se realiza 
sobre papel Wathman 3MM. El tampôn utilizado fué: piridi-
na 0,05%, âcido acético 0,5%, EDTA 1 mM pH 3,5. El voltaje 
utilizado fué 3.200 V y se dejaron correr las muestras du
rante 2,5 horas. La movilidad de los diferentes ribonucleô- 
sidos 2' ô 3' monofosfato, asi como las de la adenosina y el 
ATP se muestran en la Tabla II referidas a la movilidad del 
2" ô 3' UMP. Los valores se consideran positives si la sus- 
tancia migra hacia el ânodo y negatives si migran hacia el 
câtodo.

Tras la separaciôn de los nucleôtidos por alguno de los 
métodos sehalados se cuantifican contando la correspondiente 
radiactividad, tras secar la plaça o el papel de electrofore
sis y recortar el lugar ocupado por el nucleôtido estudiado. 
En otros casos, cuando se querîa conocer con mayor exactitud 
la posiciôn y radioactividad de los nucleôtidos, la plaça de 
cromatografîa o el papel de electroforesis se cortô en tiras 
transversales de 3 mm en el primer caso y de 1 cm en el se- 
gundo, determinândose el perfil obtenido en la cromatografîa 
o electroforesis, al mismo tiempo que se cuantificaba la ra
dioactividad de los nucleôtidos separados.
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TABLA II

MIGRACION RELATIVA DE LOS NUCLEOSIDOS 2'- 3' MONO
FOSFATO SOMETIDOS A ELECTROFORESIS DE ALTO VOLTAJE

XMP Longitud recorrida /
Long, recorrida por UMP

AMP 0,25
CMP 0
GMP 0,83
UMP 1
ATP 1,22

Aden. - 0,5 5
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2.6. Câlculo de la longitud del segmento de âcido poliade- 
nilico sintetizado por la poli(A) polimerasa

La longitud del segmento poliadenîlico sintetizado por 
el enzima se calculô segûn el método de Winters y Edmonds 
(1973), método que se basa en lo siguiente:---la cadena poli
adenilica se sintetiza en direcciôn 5 ' --- > 3^a partir del
ATP; esto quiere decir que el nucleôtido 3' terminal de la 
cadena poliadenilica tiene el carbono 3' libre, sin unir a 
ningûn fosfato. Si este âcido poliadenîlico se somete a hi
drôlisis alcalina, en la cual se rompen los enlaces entre el 
fosfato y el carbono en 5' de la base, las adeninas internas 
de la cadena poliadenilica dan lugar a 2' ô 3^ AMP y la ade
nina 3' terminal, al romperse el enlace que mantenîa con un 
fosfato a través de su carbono 5' y tener el carbono en 3" 
libre, queda como adenosina:

RNApApApApApA^^ --- ------ > . ..+ pA + pA + pA + pA + A

De cada cadena de âcido poliadenîlico se forma una sola 
molécùLa de adenosina. Si las adeninas estân marcadas, la ra
dioactividad présente en AMP mâs la présente en adenosina 
tras la hidrôlisis representarâ el nûmero total de adeninas 
de las cadenas y la radioactividad présente en adenosina es 
proporcional al nûmero de cadenas, por lo cual la longitud 
media de cada cadena se puede estimar como:

"̂ ^ ÂMP ^^^Adenosina
CPM^ ,Adenosina

El proceso experimental es el siguiente: tenemos una
reacciôn enzimâtica en la que queremos determiner la longi
tud de la cadena poliadenilica sintetizada. La reacciôn se
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para por adiciôn de 0,8 ml de Cl Na 0,3 M y  2 ml de etanol, 
manteniendo a continuaciôn los tubos de ensayo a -2 0°C un 
minimo de très horas, con lo cual el producto de reacciôn, 
que es poli(A) unido al RNA iniciador, précipita y el sustra
to ATP queda en forma soluble. El precipitado se recoge por 
centrifugaciôn a IS.OOOxg 15 minutos y se resuspende en 50 
^ 1  de KOH 0,3 N, incubândose a 37°C durante 18 horas para 
que tenga lugar la hidrôlisis alcalina.

Tras la hidrôlisis, la separaciôn de la adenosina del 2' 
ô 3' AMP y del ATP que puede quedar como contaminante se rea
liza por cromatografîa de capa fina en PEI-celulosa en dos 
etapas, después de neutralizar las muestras con ClH. En la 
primera etapa de la cromatografîa se emplea agua desionizada 
como eluyente, separândose la adenosina, que migra con el 
frente, de los nucleôtidos. Una vez corrido el primer elu
yente se seca la plaça y se corre de nuevo, en la misma di
recciôn, con P0 ^H2K 0,5 M pH 3,4 hasta que el frente de hu- 
medad llega al lugar alcanzado por la adenosina en la prime
ra eluciôn. En esta segunda etapa se separan entre si los 
très nucleôtidos de la adenina (AMP, ADP y A T P ) .

La plaça de cromatografîa se corta a continuaciôn en 
tiras transversales de 3 mm de anchura, las cuales se cuen- 
tan en un contador de centelleo lîquido con el fin de cuanti- 
ficar la radioactividad présente en forma de adenosina y 2' 
ô 3' AMP. A partir de estos datos se calcula la longitud de 
la cadena poliadenilica sintetizada.

2.7. Procesos de extracciôn de RNA

La extracciôn de RNA se ha realizado mediante dos téc
nicas de purificaciôn; precipitaciôn con etanol para sepa 
rarlo de moléculas de bajo peso molecular y fenolizaciôn
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para separarlo de las proteinas. Para evitar la degradaciôn 
del RNA todos los tampones utilizados fueron tratados con 
dietil pirocarbonato al 0 ,1 % y esterilizados previamente. 
Segûn la naturaleza del RNA que se querîa extraer se ha se
guido très procedimientos diferentes:

1. Extracciôn de rRNA. La fracciôn subcelular conte
niendo ribosomas y polisomas fué resuspendida en tampôn aceta- 
to con dodecil sulfato sôdico al 0,5%. El RNA se extrajo
por fenolizaciôn, para ello se ahadiô un volumen de fenol 
(equilibrado en tampôn acetato), se agitô durante 30 minutos, 
separândose posteriormente la fase acuosa de la fenôlica por 
centrifugaciôn a 15.000xg 15 minutos. La fase acuosa, conte
niendo el RNA se recogiô y fenolizô otras dos veces. La 
fase acuosa de la tercera fenolizaciôn fué precipitada con 
0 , 1  volûmenes de acetato sôdico al 2 0 % y dos volûmenes y 
medio de etanol y mantenida a -20°C toda la noche. El RNA 
precipitado se sedimentô por centrifugaciôn a 15.000xg duran
te 15 minutos. El precipitado se lavô con eter etîlico para 
eliminar los restos de fenol y se resuspendiô en agua desio
nizada estéril.

2. Estracciôn del RNA poliadenilado. El RNA poliadeni- 
lado se pierde en extracciones fenôlicas a pH 5, por lo tan- 
to la fenolizaciôn debe realizarse conservando dos condicio
nes: un pH alto, alrededor de 9, y haciendo la extracciôn
en una mezcla de fenol: cloroformo: alcohol isoamîlico 
(50:50:1). Dentro de estas dos condiciones se han seguido 
dos procedimientos:

a) Extracciôn de fracciones subcelulares: Los precipi-
tados conteniendo las distintas fracciones subcelulares se 
resuspendieron en tampôn BL al que se ahadiô SDS hasta 0,5% 
y fueron fenolizadas dos veces, en cada ocasiôn se les aha
diô medio volumen de fenol equilibrado en 0,2 M Tris, se
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agitô la mezcla durante 5 minutos y se anadiô medio volumen 
de cloroformo:alcohol isoamîlico (50:1), agitândose la m e z 
cla durante 30 minutos. Las fases acuosa y orgânica se se- 
pararon por centrifugaciôn a 15.000 xg, 15 minutos. La 
fase acuosa de la segunda fenolizaciôn se précipité con 0 , 1  

volûmenes de acetato sôdico al 20% y 2,5 volûmenes de eta
nol, manteniéndose la mezcla a -20°C toda la noche; el pre
cipitado, recogido por centrifugaciôn, se lavô con eter 
etîlico y se resuspendiô en agua desionizada estéril trata- 
da con dietil pirocarbonato (0 ,1 %).

b. Extracciôn de fracciones de gradientes: el primer
paso fué precipitar cada fracciôn con 0 , 1  volûmenes de ace
tato sôdico al 20% y 2,5 volûmenes de etanol, manteniendo las 
fracciones a -20°C toda la noche. El precipitado se recogiô 
por centrifugaciôn a 9.000xg, 15 minutos y se resuspendiô en 
1 ml de tampôn BR. Se ahadiô a cada fracciôn 0,5 ml de fe
nol equilibrado en 0,2 M TRis, se agitô durante 5 minutos y 
se ahadieron otros 0,5 ml de cloroformo-alcohol isoamîlico 
(50:1), agitândose durante 30 minutos. La fase acuosa se 
separô de la fase orgânica por centrifugaciôn a 9.000xg, 15 
minutos y se précipité con 0 , 1  volûmenes de acetato sôdico 
al 20% y 2,5 volûmenes de etanol, teniendo los tubos a -20°C 
toda la noche. El precipitado se recogiô por centrifugaciôn 
a 9.000xg 15 minutos, se lavô con eter etîlico y se resus
pendiô en agua desionizada estéril tratada con dietil piro
carbonato (0 ,1 %).

3. Extracciôn del RNA del virus del mosaico del taba- 
co: El virus fué resuspendido en tampôn acetato con sDs
(0,5%). El RNA fué extraido por adiciôn de 1 volumen de fe
nol saturado en tampôn acetato por dos veces consecutivas.
La mezcla se agitô durante 3 0 minutos, sometiéndose a con
tinuaciôn a una centrifugaciôn a 15.000xg durante 15 minutos. 
A la fase acuosa de la segunda extracciôn con fenol le fué 
ahadido 0,1 volûmenes de acetato sôdico al 20% y 2,5 volûme
nes de etanol. El RNA precipitado, tras tener esta mezcla a 
-20°C una noche, fué recogido por centrifugaciôn a 15.000xg
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durante 15 minutos y resuspendido en agua estéril tratada 
con dietil pirocarbonato (0 ,1 %).

3 22.8. Obtenciôn de P-rRNA de levadura

Las levaduras se crecieron en un medio con bajo conteni-
do de fosfato (LPM) hasta que alcanzaron una concentraciôn
correspondiente a la mitad de la fase exponencial de su
curva de crecimiento. En este momento se ahadieron al me-

32dio 5 mCi de fosfato conteniendo P, continuando el creci
miento de las levaduras durante très tiempos de generaciôn 
mâs (6 horas), al cabo de los cuales se recogieron las leva
duras por centrifugaciôn, lavândolas dos veces con medio 
fresco no radioactivo. Las levaduras se homogeneizaron en 
un mortero, usândose arena lavada con âcido como abrasivo; 
la homogeneizaciôn se realizô en tampôn S y se obtuvo la
fracciôn ribosomal, a partir de la cual se obtuvo el rRNA 

3 2marcado con P usando el procedimiento descrito en el apar- 
tado de extracciôn de RNA.

2.9 Cuantificaciôn del âcido poliadenîlico en prepara- 
ciones de RNA

La cantidad de âcido poliadenîlico présente en prepara- 
ciones de RNA se determinô midiendo la cantidad de 
^H-poli(U) capaz de hibridar con este RNA, siguiendo una 
modificaciôn de los métodos descritos por Sullivan y Ro
berts, 1973; Rosbash y Fard, 1974; y Slegers y Kondo, 1977.

La hibridaciôn con ^H-poli(U) se realizô en un volumen 
de ensayo de 0,5 ml. El medio de hibridaciôn contiene tam
pôn SSC cuya concentraciôn es doble de la descrita en el 
apartado "Tampones", es decir, 0,3 M ClNa y 0,03 M citrato
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sôdico, 300 ngr de ^H-poli(U) cuya actividad especlfica es 
de 50-200 CPM/ng y el RNA cuyo poli(A) se quiere valorar. 
Para que la hibridaciôn se lleve a cabo los tubos de ensayo 
se incuban a 45°C durante 18 horas.

Tras las 18 horas de incubaciôn, el ^H-poli(U) que no 
ha hibridado con poli(A) se dégrada mediante una incubaciôn 
de la mezcla de hibridaciôn con ribonucleasa pancreâtica, 
enzima que dégrada el RNA monocatenario pero no el bicate- 
nario. Esta degradaciôn se efectûa ahadiendo al medio de 
hibridaciôn ribonucleasa pancreâtica hasta alcanzar una con
centraciôn de 30 /4g/ml (15 yng por ensayo) e incubando la 
mezcla 15 minutos a 30°C. La reacciôn de hidrôlisis se para 
por adiciôn de 0,15 mg de RNA de Tôrula y 3 ml de una mezcla 
âcida conteniendo TCA al 5% y acetato de uranilo al 0,1%.
El ^H-poli(U) que por estar hibridado con poli(A) no ha 
sido degradado por la ribonucleasa précipita tras estar 15 
minutos en esta mezcla âcida a 4°C. El RNA de Tôrula y el 
acetato de uranilo se ahaden por ser coadyuvantes en esta 
precipitaciôn y son necesarios por la escasa cantidad de 
hîbrido poli(A)-poli(U) que hay en cada tubo de ensayo. La 
radioactividad precipitada tras la hibridaciôn y la hidrô
lisis fué determinada por filtraciôn de la mezcla de ensayo 
a través de filtro de fibra de vidrio GF/C y posterior con
ta je de la radioactividad de los filtros, de forma similar 
a la que se ha descrito en el ensayo de la actividad poli(A) 
polimerasa.

En la Figura 1 se présenta una curva patrôn resultado 
de un experimento en el que se aplicô el método de cuanti- 
ficaciôn a cantidades conocidas de âcido poliadenîlico.
Como se puede ver, la cantidad de ^H-poli(U) hibridada va
ria lînealmente con la cantidad de poli(A) présente en la
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Figura 1 . Curva de hibridaciôn del âcido poliadenîlico con 
âcido poliuridllico marcado con tritio

Se sometieron a hibridaciôn cantidades conocidas de âcido po- 
liadenîlico con 300 ng de âcido poliuridllico de actividad 
especlfica 60 cpm/ng. La hibridaciôn se llevô a cabo en 0,5 
ml del tampôn SSC concentrado dos veces a 45°C durante 18 
horas.
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hibridaciôn en un rango de 25 a 200 ng de poli(A) en las 
condiciones de ensayo describes. En estas condiciones se 
forman complejos binaries en que cada cadena de poli(A) hi- 
brida con una cadena de poli(U) y también complejos terna- 
rios en que cada cadena de poli(A) hibrida con dos cadenas 
de poli(U); hemos calculado que, por término medio, en las 
condiciones describes, cada cadena de poli(A) hibrida con 
1,2 cadenas de poli(U).

La actividad especlfica del ^H-poli(U) varia de un ex
perimento a otro, por esto en cada experimento se realizô 
un patrôn de hibridaciôn con varias cantidades de poli(A) 
a partir del cual se calculô la cantidad de poli(A) exis
tante en los RNAs problema.

2. 10. Valoraciôn de componentes bioqulmicos

2.10.1. Valoraciôn de proteinas

Las proteinas se valoraron de acuerdo con los métodos 
descritos por Lowry y col. (1951) y por Bradford (1976), 
utilizando en ambos casos seroalbûmina bovina como proteina 
patrôn.

2.10.2. Valoraciôn de DNA

El DNA se valorô mediante la utilizaciôn del âcido dia- 
mino benzoico, segûn ha descrito Pestaha, A. y col. (1978). 
Las preparaciones de DNA se mezclan con 20 ng de âcido 
diamino benzoico en un volumen de 0,1 ml. Se incuban a 
60°C durante 10 minutos. A continuaciôn se dejan enfriar 
los tubos hasta alcanzar la temperatura ambiente y se 
ahaden 2 ml de ClH 0,1 N, midiéndose la fluorescencia. La
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longitud de onda de la fuente excitadora fué 350 nm, m i 
diéndose la luz emitida a una longitud de onda de 4 90 nm. 
En estas condiciones la fluorescencia es lînealmente pro
porcional a la cantidad de DNA entre 0 y 30 y^g de DNA por 
ensayo.

2.10.3. Valoraciôn de âcidos nucleicos

Los âcidos nucleicos totales se cuantificaron midiendo 
la absorciôn ôptica de las preparaciones a 260 nm. Se con
sidéra que una disoluciôn de 1 mg/ml de âcidos nucleicos 
es de 25 unidades de absorciôn ôptica, usando cubetas de 
1 cm de grosor. La cantidad de RNA se estimô restando a 
la cantidad de âcidos nucleicos totales la cantidad corres
pondiente al DNA, que habîa sido determinado por el método 
del âcido diamino benzoico.

2.11. Técnicas de electroforesis en gel

2.11.1. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
en presencia de dodecil sulfato sôdico

Este sistema de electroforesis fué utilizado para la 
separaciôn de proteinas. El sistema de electroforesis en 
plaças de vidrio se basa en el descrito por Laemli (1970). 
La electroforesis se realizô en plaças de acrilamida de di- 
mensiones 15 cm x 10 cm x 0,1 cm. Este método utiliza dos 
geles superpuestos de poliacrilamida para obtener ana mejcr 
resoluciôn de las bandas de proteina. El gel superior, de 
3 cm de altura, tiene una concentraciôn muy baja de acrila
mida, el 3%, siendo su pH de 6 ,8 , es decir, inferior al del 
tampôn de cubetas y al del gel inferior. Esta diferencia 
de pHs hace que se forme un frente de iones que migra a le
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largo de este gel superior al comienzo de la electroforesis.
La formaciôn de este frente de iones en el gel de baja con
centraciôn produce la concentraciôn de las muestras al atra- 
vesar este gel. El gel inferior, de 7 cm de altura, tiene 
una concentraciôn alta de acrilamida, 7% ô 10% segûn los ca
sos, en el se separan las proteinas por su peso molecular.
La composiciôn de los dos geles es:

a. Gel de concentraciôn: Tris-CIH 0,125 M pH 6 ,8 ;
Acrilamida 3%, Bisacrilamida 0,25%; Dodecil sulfato sôdico 
0,1%. Para lograr la gelificaciôn se ahaden TEMED al l%o 
y Persulfato amônico 0,375 mgr/ml.

b. Gel de resoluciôn: consta del 7% ô del 10% de acri
lamida y la correspondiente concentraciôn de Bisacrilamida 
(manteniendo la relaciôn de 40 gr de Acrilamida por cada 
gramo de Bisacrilamida) en el tampôn Tris-CIH 0,37 M pH 8 , 8  

y dodecil sulfato sôdico 0,1%. Se gelifica en reacciôn ca- 
talizada por TEMED (2%o) y persulfato amônico (0,094 mg/ml).

Las muestras de proteinas que fueron sometidas a electro
foresis se precipitaron con âcido tricloroacético al 1 0 %, 
en presencia de 10 ^gr de poli(A) por ml durante 12 horas a 
4°C, recogiéndose el precipitado por centrifugaciôn a 9.000xg 
durante 10 minutos. A continuaciôn se lavô el precipitado 
con una mezcla de etanol-eter etîlico (1 :1 ) por dos veces y 
una vez mâs con eter etîlico. Después de estos lavados las 
muestras se resuspendieron en el tampôn: Tris-CIH 60 mM
pH 6 ,8 , dodecil sulfato sôdico al 2%, 2-mercapto etanol 0,7 M., 
10% de glicerol y 0,5% de azûl de bromofenol. Por ûltimo, 
fueron calentadas a 90°C durante 5 minutos, para conseguir 
la desnaturalizaciôn de las proteinas, y aplicadas en el gel.
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La composiciôn del tampôn de cubetas es la siguiente: 
Tris 50 mM, glicina 0,38 M, dodecil sulfato sôdico 0,1%, 
pH 8,5.

La electroforesis se corriô a un voltaje constante de 
80 V, mientras las muestras estuvieron en el gel de concen
traciôn, y de 110 V a partir de entonces. La electrofore
sis se parô cuando el frente de azûl de bromofenol llegaba 
a 0,5 cm del borde inferior de la plaça.

Una vez finalizada la electroforesis se fijaron las pro- 
teinas por inmersiôn de la plaça de gel en âcido acético al 
7% durante una hora. Las proteinas se tiheron teniendo la 
plaça dos horas en una soluciôn de metanol al 45%, âcido 
acético al 10% y azûl de Coomasie G-250 al 0,25%. El colo
rante no unido a proteinas fué retirado lavando la plaça en 
una disoluciôn acuosa de âcido acético al 7,5% y metanol al 
20%.

2.11.2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,4%

Este sistema electroforético fué desarrollado por 
McDonell y col. (1977) para la separaciôn electroforética de 
RNAs. Se utilizaron geles en plaça, cuyas dimensiones son: 
15 cm X 22 cm x 0,3 cm. El gel consiste en una disoluciôn
de agarosa al 1,4% (peso/volumen) en tampôn fosfato potâsi
co, 10 mM, pH 7.

La disoluciôn se calienta a 100°C para fundir la agaro
sa, dejândose luego enfriar hasta unos 60°C, temperatura a 
la que se coloca entre las plaças de vidrio para que tenga 
lugar su gelificaciôn.
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Las muestras se precipitaron con 0,1 volûmenes de ClK al 
20% y 2,2 volûmenes de etanol. El precipitado se recoge por 
centrifugaciôn a 9.000xg durante 10 minutos, resuspendiéndo- 
se las muestras en tampon fosfato potâsico 10 mM, pH 7, 0,5% 
de azûl de bromofenol y 20% de glicerol. Las muestras fueron 
calentadas a 50°C durante 5 minutos antes de aplicarlas en 
el gel.

El tampon de cubetas es fosfato potâsico 10 mM pH 7.
Dada la baja fuerza iônica del tampôn, se hizo circular con- 
tinuamente entre la cubeta superior y la inferior durante 
el transcurso de la electroforesis.

La electroforesis se corriô a 150 V hasta que el frente 
de azûl de bromofenol quedô a 6 cm del borde inferior del 
g e l .

El gel se tinô por inmersiôn en una disoluciôn de bromu- 
ro de etidio (5y*gr/ml) en acetato amônico 0,1 M durante 30 
minutos, localizândose la posiciôn de los âcidos nucleicos 
por fluorescencia en un transiluminador de luz ultravioleta.

2.12. Obtenciôn de lisados de reticulocitos de conejos

Los experimentos de traducciôn in vitro de mRNAs se rea- 
lizaron en un sistema libre de células obtenido a partir de 
reticulocitos de conejos, segûn el método descrito por Pel
ham y Jacob (1976). Para obtener reticulocitos de conejo 
se inyectô a 5 animales con fenil hidracina, compuesto que 
induce un proceso de anemia, aumentando los niveles de reti- 
culositos circulantes. La fenil hidracina se inyectô durante 
5 dîas consécutives. Se utilizô fenil hidracina al 1,2%, 
siendo la dosis de 2,5 ml por conejo el primer dîa, 2 ml el 
segundo dîa y 1,5 ml. 2 ml y 2,5 ml los dîas tercero, cuarto 
y quinto, respectivamente.
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Dos dîas después de la ûltima inyecciôn se extrajo sangre 
a los conejos, para ello se punzô la arteria central de la 
cara dorsal del pabellôn auditive. Se obtuvo una media de 
40 ml de sangre por conejo. La sangre de cada conejo se 
anadiô a 50 ml de tampôn salino ClNa 0,14 M, acetato de mag- 
nesio 1,5 M, ClK 5 mM, al que se habîa anadido heparina a 
una concentraciôn del 0 ,0 0 1% (peso/volumen).

La sangre obtenida se centrifugô a 1.500xg durante 5 
minutos. Se descartô el sobrenadante de esta centrifuga
ciôn, lavândose très veces el precipitado con tampôn salino. 
El ultimo precipitado se resuspendiô en un volumen de agua 
estéril, agitândose la mezcla durante un minuto para conse- 
guir la lisis celular. El lisado se centrifugô a 27.000xg 
durante 20 minutos, recogiéndose el sobrenadante. Este 
sobrenadante constituye el sistema libre de células y fué 
conservado a 70°C bajo cero en alîcuotas de 0,5 ml.

En el lisado existe una intensa actividad de sîntesis 
proteica dirigida por el mRNA del reticulocito. Para exa- 
minar la sîntesis de proteinas dirigida por mRNA exôgeno 
hay que degradar previamente el mRNA endôgeno del lisado.
Esta degradaciôn se consigue tratando al lisado con nuclea- 
sa de Micrococus (30 U/ml), en presencia de hemina 7 mM y 
Cl 2Ca 1 mM; la reacciôn se lleva a cabo a 20°C durante 15 
minutos. En estas condiciones se dégrada especîficamente 
el mRNA, quedando intacto el tRNA y rRNA, necesarios para 
el proceso de traducciôn. La reacciôn se para por adiciôn 
de EGTA hasta una concentraciôn de 4 mM. El tratamiento 
con nucleasa se realizô en cada alîcuota del lisado inmedia- 
tamente antes de su utilizaciôn para la traducciôn. El 
tratamiento reduce la sîntesis de proteinas dirigida por el 
mRNA endôgeno del lisado a menos de un 1% de la sîntesis 
original.
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2.13. Ensayo de traducciôn in vitro de mRNAs

Los ensayos de traducciôn in vitro se realizaron siguien- 
do el método descrito por Sierra (1980). La reacciôn se 
efectuô en un volumen de 30 ^1, incubândose a 30*C durante 
el tiempo indicado en cada expérimente.

El medio de ensayo para la traducciôn del RNA del vi
rus TMV contenîa: ClK 80 mM, acetato magnésico 3 mM, crea-
tîn fosfato 10 mM, creatîn fosfokinasa 1 y^gr por ensayo; 
tRNA de levadura 10 ywgr por ensayo; cada uno de los 20 ami-
noâcidos, excepte la metionina 50 a^M; hemina 20 A\M y 1 m C±

3 5de S-Metionina de actividad especîfica 700 Ci/mMol. Se 
utilizaron 20 ̂ 1  de lisado de reticulocitos por ensayo y 
hasta 4 ̂ g r  de mRNA.

A los tiempos indicados se recogieron alîcuotas de 5 yv* 1 
de cada tube de ensayo, anadiéndose sobre un volumen de 0,5 
ml de una disoluciôn de metionina 1 mM, NaOH 0,33 M y H 2O 2 

0,16 M. La mezcla se incubô a 37°C durante 15 minutos. Es
ta incubaciôn tiene por objeto la decoloraciôn de la hemina. 
Tras los 15 minutos de incubaciôn se anadiô un mililitro de 
acido tricloroacético al 25%, dejando la mezcla a 4°C duran
te 15 minutos.

La cantidad de metionina radioactiva incorporada a pro
teinas se déterminé recogiendo el material insoluble en acido 
por filtraciôn a través de filtros de lana de vidrio GF/C. 
Cada filtro fué lavado con 10 ml de âcido tricloroacético al 
10%. La radioactividad retenida en los filtros se déterminé 
en un contador de centelleo lîquido; para este fin se sumer- 
gieron los filtros en una soluciôn de 5,5 gr de Permablend 
por litro de tolueno.
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La actividad del sistema de traducciôn se comprobô en 
cada ensayo, utilizando RNA extraîdo del virus del mosaico del 
tabaco corn mRNA patron. En cada ensayo se comprobô la acti
vidad de traducciôn debida al mRNA endôgeno del sistema de 
reticulocitos; esta actividad fué restada de la actividad 
observada con mRNAs exôgenos.
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III. RESULTADOS
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A . - ESTUDIO DE LAS PROPIEDADES DE LA P O L I (A) POLIMERASA DE LA
FRACCION SOLUBLE DE B4BRI0NES ENC^ISTADOS DE Artemia

1. Puriflcacion del enzima y caracterlsticas del producto 
de reacciôn

1.a. Purificaciôn del enzima

La primera parte de esta tesis doctoral esta dedicada al 
estudio de la enzimologia de la poliadenilaciôn durante el desa- 
rrollo temprano de Artemia. Anteriormente se ha comunicado la 
existencia de una actividad p o l i (A) polimerasa en embriones en- 
quistados. La purificaciôn y caracterizaciôn de esta actividad 
constituyô el objeto de la tesis de licenciatura titulada: "Pu
rificaciôn y caracterizaciôn de una poli(A) polimerasa en embrio
nes de Artemia salina" , presentada en la Facultad de Ciencias 
Biolôgicas de la Universidad Complutense de Madrid (Sastre, 1977)

En la primera parte del présente trabajo se presentan algu- 
nos datos que completan los estudios de caracterizaciôn expuestos 
en la tesis de licenciatura.

El proceso de purificaciôn parcial del enzima expuesto en la 
tesis de licenciatura se ha mejorado mediante la utilizaciôn de 
una etapa de cromatografîa de intercambio iônico a través de una 
columna de Bio Rex 70. El proceso consta de las siguientes eta- 
pas: 1) Obtenciôn de la fracciôn soluble por homogeneizaciôn de
los quistes en el tampôn BL y posterior centrifugaciôn a 105.000 
xg durante 2 horas. 2) Cromatografîa de intercambio iônico en 
columna de DEAE-celulosa. 3) Cromatografîa de intercambio iônico 
a través de una columna de Bio Rex 70. 4) Precipitaciôn fraccio-
nada con sulfato amônico, recogiéndose la fracciôn de proteina 
que précipita entre el 30 y el 45% de saturaciôn. 5) Filtraciôn 
a través de Sephadex G-150.
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Todas estas etapas han sido descritas en la tesis de licen
ciatura, excepte la cromatografia de intercambio iônico en co- 
lumnas de Bio Rex 70. Para esta cromatografîa se utilizô una 
columna de 50 ml de Bio Rex 70 equilibrada con tampôn BL al que 
se habîa anadido ClK 10 mM. La muestra consistiô en el conjun- 
to de fracciones de la columna de DEAE-celulosa que tenîan acti
vidad p o l i (A) polimerasa. Una vez pasada la muestra se lavô la 
columna con 25 ml de tampôn BL con ClK 10 mM, aplicândose pos
ter iormente un gradiente de 75x75 ml de tampon BL que contenîa 
ClK de 10 mM hasta 0,5 M. Se recogieron fracciones de 3 ml, 
en las cuales se determinô la actividad p o l i (A) polimerasa, asî 
como su absorciôn a 28 0 nm y la concentraciôn de ClK présente 
en cada una de ellas. El resultado de este experimento se mues
tra en la figura 2 .

En la Tabla III se muestra un resumen del proceso de puri
ficaciôn. Con este procedimiento se consigue una purificaciôn 
de 100 veces, con un rendimiento del 36%.

La utilizaciôn de cromatografîa de afinidad en columna no 
ha permitido mejorar la purificaciôn del enzima. La poli(A) 
polimerasa de quistes de Artemia no se une a columnas de 
poli(U)-sepharosa, poli(A)-sepharosa, RNA-sepharosa, DNA-celu-
losa, ni ATP-agarosa en las distintas condiciones de pH, pre
sencia de 
ensayado.

2+sencia de sustratos (ATP) o metales divalentes (Mn ) que hemos

Dado que el enzima no ha podido ser purificado a homoge- 
neidad, hemos ensayado la presencia de actividades enzimâticas 
que pudieran interferir con la reacciôn de la poli(A) polimera
sa parcialmente purificada. Hemos podido comprobar que en el
enzima parcialmente purificado de quistes no existe actividad

32ribonucleâsica detectable cuando se incuba el enzima con ( P)
-RNA de levadura. Existe una ligera actividad ATPâsica, estima- 

-5da en 3x10 unidades de actividad por unidad de actividad
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Figura 2 . Cromatografla en Bio-Rex 70 de la poli(A) polime
rasa de fracciones solubles de embriones enquista- 
dos

Las fracciones que contenlan actividad poli(A) polimerasa de 
una cromatografla en DEAE-celulosa fueron sometidas a croma- 
tografla en columna de Bio-Rex 70. Se utilizô una columna de 
50 ml. La muestra posela una concentraciôn de ClK de 10 mM. 
La columna fué lavada tras la aplicaciôn de la muestra con 
25 ml de tampôn BL + ClK 10 mM. Se aplicô posteriormente un 
gradiente de 75 x 7 5 ml del tampôn BL + ClK (10 mM a 0,5 M ) . 
Se recogieron fracciones de 3 ml. Se determinô la actividad 
poli(A) polimerasa en 50 pi de cada fracciôn (A ), la absor
ciôn a 280 nm (0 ) y la concentraciôn de ClK (-).
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p o l i (A) polimerasa. Esta actividad séria responsable de la de
gradaciôn de un 4% del ATP de la mezcla de ensayo al cabo de 
los 30 minutos de incubaciôn en las condiciones de ensayo habi- 
tuales de la actividad poli(A) polimerasa. La actividad ATPâsi
ca del enzima parcialmente purificado représenta solamente un 
0,6% de la actividad ATPâsica présente en la fracciôn soluble de 
quistes.
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l.b. Uniôn del producto de reacciôn al RNA iniciador

En la tesis de licenciatura se estudiô la naturaleza del 
producto résultante de la actividad del enzima purificado. Se 
pudo demostrar que se trataba de una cadena de âcido poliadenl- 
lico en base a una serie de estudios, taies como su resistencia 
a la acciôn de las ribonucleâsica pancreâtica y RNasa , sien
do en cambio degradada por una ribonucleasa inespecîfica puri
ficada a partir de nauplias de Artemia (Sebastiân y Heredia, 
1978), asî como por su capacidad para unirse a columnas de po
li (U) -sepharosa . Estos datos, junto con los de especificidad 
de sustrato, nos permitieron caracterizar al enzima como una 
poli(A) polimerasa.

En dicha tesis de licenciatura se presentaron también datos 
indirectos de la uniôn del producto de reacciôn al RNA présente 
en el ensayo, indicando que este RNA actûa como iniciador de la 
cadena de âcido poliadenîlico en la reacciôn de la poli(A) poli
merasa. A continuaciôn se describen resultados que demuestran 
esta uniôn.

1.c . Uniôn covalente del producto de reacciôn al 
extreme 3' del RNA iniciador

La demostraciôn se ha realizado mediante dos tipos de abor
da j es expérimentales:

l.c.l. Asociaciôn del producto de reacciôn al 
RNA iniciador en gradientes de sacarosa. Para este tipo de ex
perimentos se utilizaron como iniciadores RNAs ribosomales de 
levaduras. Los rRNAs se incubaron con ^H-ATP y la poli(A) poli- 
imerasa durante 30 minutos. En estas condiciones se forman cade- 
mas de unas 10 adenosinas de longitud media, existiendo por tan- 
tto una gran diferencia de tamaho entre los iniciadores y el pro-
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ducto de reacciôn. Tras la incubaciôn, iniciadores y producto 
de reacciôn se someten a centrifugaciôn a través de un gradien
te de sacarosa. Si el producto de reacciôn no estuviera unido 
al iniciador, ambos deberîan separarse netamente, en cambio, si 
el producto de reacciôn esté unido al iniciador, ambos migrarân 
conjuntamente.

Para localizar el rRNA iniciador con mayor exactitud, se
32 3 2utilizô rRNA marcado con P; el marcaje y aislamiento del P-

rRNA se realizô segûn se ha indicado en material y métodos. El 
3 9'^P-rRNA se fraccionô en los diferentes componentes: 26, 18 y
5 S. Dada la cantidad de rRNA necesaria para la reacciôn enzi-

3 2mâtica, el rRîlA marcado con P fué suplementado en los ensayos 
con rRNA de cada uno de los diferentes especies moleculares sin 
marcar radioactivamente, purificados también de levadura.

Se realizaron dos experimentos diferentes; en el primero 
de ellos se incubô la poli(A) polimerasa con rRNA 18 S sin mar
car (250 ^gr) y una pequeha cantidad (2^gr) de una mezcla de

3 2los très rRNAs marcados con P. Tras 30 minutos de incubaciôn, 
la reacciôn se parô por adiciôn de EDTA hasta 5 mM y SDS hasta 
el 0 ,1 % y se sometiô a centrifugaciôn a través de un gradiente 
de sacarosa del 5 al 20% en tampôn TMN con 0,1% de SDS. Se cen
trifugô durante 20 horas a 24.000 rpm en un rotor SW-27 a 4°C.
Se recogieron fracciones de 0,6 ml, las cuales fueron inmediata- 
mente precipitadas con TCA al 5% y pirofosfato tetrasôdico al 
2%; el precipitado fué recogido en filtros GF/C y la radioacti
vidad de los mismos contada en un contador de centelleo lîquido. 
El resultado del experimento se muestra en la figura 3. La ca
dena poliadenîlica, tritiada, migra en el gradiente junto al

32rRNA 18 S, marcado con P, lo cual se puede atribuir a la 
uniôn del producto de reacciôn al RNA iniciador, puesto que el 
gradiente se realizô en condiciones desnaturalizantes. Existe 
una parte del producto de reacciôn que migra con un coeficiente 
de sedimentaciôn inferior a 5 S, que puede deberse a la presen-
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Figura 3 . Centrifugaciôn zonal en gradientes de sacarosa del
producto de reacciôn de la poli(A) polimerasa uti
lizando rRNA 18 S de levadura como iniciador

250 yvg de rRNA 18 S de levadura se incubaron con poli (A) poli
merasa en presencia de 6 *Ci de H-ATP en las condiciones ha-
bituales de ensayo durante 30 minutos. Una vez concluida la 
reacciôn se anadieron 2 ^g.de una mezcla de rRNAs 26, 18 y 5 S 
de levadura marcados con P (17 x 10 cpm/mg). La mezcla ré
sultante se centrifugô en un gradiente del 5 al 20% de sacaro
sa en tampôn TMN con 0,1% de SDS. La centrifugaciôn se efec
tuô en un rotor SW 27 a 24.000 rpm, a 2°C durante 20 horas.
Se recogieron fracciones de 0,6 ml desde el fondo del gradien
te, que fueron precipitadas con âcido tricloroacético. Se de
terminô la.radioactividad incorporada de H (•— #) y la exis
tante de P (0--0 ) en cada fracciôn.
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cia en la mezcla de ensayo de productos de degradaciôn del 18S
rRNA frîo sobre los que haya actuado el enzima. Estos productos

3 2de degradaciôn no tendrîan por quê estar marcados con P dada 
la diferente procedencia de los rRNAs marcado y frîo.

En el segundo experimento, la incubaciôn se realizô en pre
sencia de los très tipos de rRNA; 26 S {22 , 18 S (28yig) y
rRNAs de bajo peso molecular (23 yî g) , tanto frîos como marcados 
Le reacciôn se parô como en el experimento anterior y los gra
dientes fueron centrifugados en forma similar. La radioactivi
dad precipitable por TCA se distribuyô como muestra la figura 4
También en este caso el producto de reacciôn (tritiado) migra

3 2junto con los iniciadores (marcados con P ) , confirmando el re
sultado del experimento anterior.

Un resultado interesante de este segundo experimento es 
que la cantidad de âcido poliadenîlico formado por unidad de pe
so de iniciador aumenta a medida que disminuye el tamano del 
rRNA iniciador, siendo mayor para los iniciadores de bajo peso 
molecular, luego para el 18 S y mener para el rRNA 26 S. Se ha 
calculado la longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada 
sobre cada uno de los rRNAs mediante el método descrito en Mate
rial y Métodos. Los resultados fueron: longitud media usando
26 S rRNA: 13 adenosinas, con 18 S rRNA: 8,5 y con 5 S rRNA:
5. De estos datos pueden obtenerse dos conclusiones: a) La ac
tividad de la poli(A) polimerasa sobre rRNAs es proporcional al 
nûmero de extremes 2' libres, el cual es mayor, por unidad de 
peso, cuanto mener es la longitud del rRNA, y b) la longitud 
de la cadena poliadenîlica sintetizada es mayor cuanto mener es 
la concentraciôn de cadenas de RNA iniciador. Este resultado 
estâ de acuerdo con lo descrito por Winters y Edmonds (1973 b ) .
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Figura 4 : Centrifugaciôn zonal en gradientes de sacarosa del
producto de la reacciôn de la poli(A) polimerasa 
utilizando rRNA 26, 18 y 5 S de levadura como ini
ciadores

23 /ug de rRNA 26 S, 28 /ug de rRNA 18' S y 23 ^g de rRNA 5 S, 
junto con 2 juq de una mezcla equimolecular de los très rRNAs 
marcados con' P (17x10 cpm/mg) fueron poliadenilados en las 
condiciones habituales de ensayo en presencia de 6 y^Ci de 
H-ATP. La mezcla de ensayo se incubô 30 min. a 30°C y se 

sometiô a centrifugaciôn zonal en gradientes de sacarosa del 
5 al 20% en tampôn TMN con 0,1% SDS. La centrifugaciôn se 
efectuô en el rotor SW 27 a 24.000 rpm, 20 horas a 2°C. Se 
recogieron fracciones de 0 , 6  ml desde el fondo del gradiente 
que fueron precipitadas con âcido tricloroacético. La radio
actividad de P (0“* O )  y de H (# - # ) fué determinada en 
cada fracciôn.
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I.e. 2. Transferencia del en posiciôn del
3 2^  ( P)-ATP al nucleôsido en posiciôn 2' terminal del RNA inicia

dor, tras la hidrôlisis alcalina del producto de reacciôn. El 
planteamiento teôrico de este experimento es el siguiente; se
incuba la poli(A) polimerasa en presencia de poli(G) como RNA

3 2iniciador y ATP marcado con P en posiciôn alfa.

En el caso en el que el enzima una covalentemente la cadena 
poliadenîlica que sintetiza al extrema 2' del RNA iniciador, la 
uniôn se realizarâ a través de un enlace entre el fosfato en c?C 
del ATP sustrato de la reacciôn y el carbono en posiciôn 2' del 
nucleôsido 2' terminal del iniciador. En consecuencia, el fos
fato entre el nuecleôsido 2' terminal del iniciador y la primera 
adenosina de la cadena poliadenîlica estarâ marcado. Una vez 
realizada esta uniôn, se somete el producto de reacciôn a hidrô
lisis alcalina. En estas condiciones se rompe la uniôn entre el 
nucleôsido 2' terminal del iniciador y la primera adenosina de 
la cadena poliadenîlica por el enlace entre el fosfato y el car
bono 5' de la primera adenosina de la cadena. La consecuencia 
es que el fosfato que unîa a estos dos nucleôsidos, que procedîa 
del ATP, queda unido al nucleôsido 2' terminal del iniciador.
En caso de que la poli(A) polimerasa no uniera covalentemente la 
cadena poliadenîlica al extreme 2' del iniciador, la transferen- 
cia de fosfato radioactive no ocurrirîa.

El experimento realizado fué el siguiente: se incubô la
poli(A) polimerasa en las condiciones de ensayo habituales, uti- 

3 2lizando <K { P)-ATP como sustrato y poli (G) como iniciador en un 
volumen de ensayo de 0,35 ml. La reacciôn se incubô a 30°C du
rante 60 minutos. A cabo de este tiempo la mezcla de ensayo se 
pasô a través de una columna de Sephadex G-25 con el fin de se- 
parar el producto de la reacciôn del sustrato. Las fracciones 
de la columna que contenîan el producto de reacciôn se precipi
taron con 0 , 1  volûmenes de acetato potâsico al 2 0% y 2 , 2  volume-
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nés de etanol, manteniêndolas a -20°C toda la noche. Las frac
ciones precipitadas fueron resuspendidas en 50 ^1 de KOH 0,3 N 
e incubadas a 37°C durante 18 horas para que tuviera lugar la 
hidrôlisis alcalina. Posteriormente las fracciones fueron neu- 
tralizadas con ClH, procediéndose a separar el AMP del GMP pré
sentes en las mismas. La separaciôn se realizô por dos méto
dos: electroforesis de alto voltaje y cromatografîa en PEI-
celulosa, utilizando como eluyente formiato amônico 0,5 M pH 
3,5.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV. Se 
observa una transferencia de fosfato radioactivo del sustrato 
a nucleôsidos del iniciador. Como ya hemos explicado, esta 
transferencia sôlo es posible si la poli(A) polimerasa une cova
lentemente la cadena poliadenîlica que sintetiza al extreme 3' 
del RNA iniciador, quedando por tanto demostrada esta hipôtesis.

De los datos obtenidos en este experimento se puede calcu
ler la longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada por el 
enzima. Este calcule se basa en el siguiente hecho: cada mo
lécule de ATP incorporada por el enzima transfiere su fosfato 
en posiciôn à al nucleôsido al cual se ha unido. Si considérâ
mes una cadena poliadenîlica unida a su correspondiente inicia
dor, solamente el AMP incorporado en primer lugar transfiere su 
fosfato a un nucleôsido componente del iniciador, todos los de- 
mâs lo transfieren a la adenosina que habîa sido incorporada in- 
mediatamente antes. Por lo tanto, la relaciôn entre la radio
actividad présente en cualquier nucleotide (AMP + GMP) y la pré
sente en GMP después de la hidrôlisis alcalina nos darâ el valor 
de la longitud de la cadena poliadenîlica.

Como control del experimento se habîa efectuado un ensayo 
paralelo en el cual se habîa empleado como sustrato (^H)-ATP.
El producto de esta reacciôn se sometiô también a hidrôlisis al
calina. En los productos de la hidrôlisis se cuantificô la ra-
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dioactividad presente como adenosina y como AMP, utilizândose 
estos datos para calcular la longitud de la cadena poliadenîli
ca sintetizada, segûn el procedimiento descrito en Material y 
Métodos.
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TABLA IV. ANALISIS DE LA UNION COVALENTE DE LA CADENA 
DE POLI(A) AL RNA INICIADOR

Método de separaciôn

Producto de la Cromatografîa Electroforesis Cromatografîa
hidrôlisis alcalina CPM CPM CPM

GMP 21150 6314
AMP 78834 27537 17533

Adenosina - - 3369

longitud media
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En la Tabla IV se muestran las longitudes calculadas a par
tir de los datos obtenidos con los dos métodos de separaciôn de

3 2nucleôtidos en la incubaciôn con ( P) -ATP y en la incubaciôn
con (^H)ATP. Las 3 longitudes son similares, lo que confirma la

32validez del experimento realizado con c\ ( P)ATP. La longitud 
obtenida utilizando poli(G) como iniciador es del mismo orden de 
las que se describiô en la tesis de licenciatura cuando los ini
ciadores eran RNA de Tôrula y poli(A).

2. Caracterlsticas moleculares de la poli(A) polimerasa

2.a. Peso molecular

Se ha calculado el peso molecular de la poli(A) polimerasa 
de la fracciôn soluble de quistes de Artemia por gel filtraciôn 
en columnas de Sephadex G-150. Para ello se utilizô la frac
ciôn de proteina que précipita entre el 30 y el 45% de satura
ciôn de sulfato amônico de las fracciones con actividad poli(A) 
polimerasa retenida en una columna de DEAE-celulosa. La activi
dad poli(A) polimerasa de esta fracciôn eluye de la columna de 
Sephadex G-150 con un volumen de tampôn que es 1,35 veces el vo
lumen vacîo de la columna.

Para calcular el peso molecular del enzima, la columna de 
Sephadex G-150 se calibrô con las siguientes proteinas: fosfa-
tasa alcalina de intestine bovino (PM, 100.000), seroalbûmina 
bovina (PM, 68.000), c<-amilasa de Aspergillus orizae (PM,
51.000) e inhibidor de la tripsina de soja (PM, 16.000). La 
fosfatasa alcalina fué localizada por determinaciôn de su acti
vidad enzimâtica y los otros très patrones por absorciôn ôptica 
a 280 nm. Cuando se représenta el cociente del volumen de elu- 
ciôn de cada proteina dividido por el volumen vacîo de la colum
na respecte al logaritmo decimal del peso molecular de la pro-
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teina, la relaciôn es lineal, como se ve en la figura 5. A par
tir de esta recta patrôn se puede interpolar el peso molecular 
de la poli(A) polimerasa, que résulta ser de 70.000.

Este peso molecular es muy parecido al descrito en los si
guientes sistemas: mitocondrias de hepatomas poco diferenciado,
cuyo peso molecular es 60.000 (Rose y col., 1975); isoenzima ci- 
toplâsmico de células Hela, 75.000 (Nevins y Joklik, 1977) y 
embriones de rata, 65.000 (Hadidi y Sethi, 1976). Difiriendo 
con respecto a las poli(A) polimerasas descritas en levadura, 
cuyo peso molecular es 100.000 (Hoff y Keller, 1973); e ioenzi- 
ma nuclear de células Hela, 50.000 (Nevins y Joklik, 1977).

2.b . Punto isoeléctrico

El punto isoeléctrico se determinô por isoelectroenfoque 
en columna, siguiendo el método descrito por la casa Pharmacia 
utilizando una columna Pharmacia, modelo GM-1.

El isoelectroenfoque se realizô en el seno de un gradiente 
de sacarosa del 5 al 50% (peso/volumen) con un volumen total de 
105 ml, al cual se le anadiô un 2,5% (volumen/volumen) de anfo- 
lito, cubriendo un rango de pH de 3 a 10.

En este tipo de columnas el electrodo positive estâ situa- 
do en la parte inferior de la columna, rodeado de una soluciôn 
de sacarosa al 55% (peso/volumen) y âcido fosfôrico 36 mM.
Sobre la disoluciôn que rodea al electrodo positive va el gra
diente de sacarosa con el anfolito. Sobre el gradiente de saca
rosa estâ situado el electrodo negative, rodeado a su vez de una 
disoluciôn de trietilamina 20 mM.

La muestra consistiô en 2 ml de la fracciôn soluble del ex
tracto de quistes en tampôn BL, a los que se anadieron 2 ml de 
la soluciôn densa del gradiente de sacarosa. La muestra fué
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Figura 5 . Câlculo del peso molecular de la poli(A) polimerasa 
de embriones enguistados por gel filtraciôn

El peso molecular de la poli(A) polimerasa se estimé por su 
migraciôn en una columna de Sephadex G-150. Se utilizaron co
mo proteinas patrones la fosfatasa alcalina de intestine bovi
no (PM: 100.000), la seroalbûmina bovina (PM: 68.000), la 
(K-amilasa de Aspergillus orizae (PM: 51.000) y el inhibidor 
de la tripsina de la soja (PM: 16.000). La posiciôn de la 
fosfatasa alcalina se determinô por su actividad enzimâtica y 
la de las otras proteinas marcadoras por absorciôn ôptica a 
28 0 nm.
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aplicada en la zona central del gradiente de sacarosa; para ello 
se esperô a que se hubiera formado la mitad del gradiente en la 
columna de isoelectroenfoque y en ese momento se anadiô la mues
tra, al tiempo que seguîa formândose el gradiente. La muestra, 
que es coloreada, queda formando un anillo en el centro de la 
columna de isoelectroenfoque. El motivo de aplicar la muestra 
en el centro de la columna es que durante el isoelectroenfoque 
lo primero que se forma es un gradiente de pH a lo largo de la 
columna, que va de 3 a 10. Si la muestra se aplicara en la par
te inferior o superior de la columna, quedarîa temporalmente so- 
metida a un pH de 3 ô de 10 que inactivarîa el enzima.

Se aplicô una diferencia de potencial de 1.200 V durante 
60 horas para lograr la formaciôn del gradiente de pH y la mi
graciôn de las proteinas hasta el pH al que cada una consigue 
la neutralidad eléctrica. Para evitar la elevaciôn de la tempe- 
ratura originada por la gran resistencia eléctrica de la colum
na, se utilizô una doble capa de refrigeraciôn, por las partes 
interna y externa del gradiente de sacarosa, por las cuales se 
hizo circular agua a 2^ C de forma continua durante las 60 ho
ras .

Una vez que habîa finalizado la migraciôn de las proteinas 
se procediô a fraccionar la columna; para ello se extrajo por 
la parte inferior, recogiéndose fracciones de 1,5 ml. En cada 
fracciôn se procediô a medir el % de sacarosa, pH, absorciôn ôp
tica a 280 nm y actividad poli(A) polimerasa.

Previamente se habîa comprobado que la presencia de anfoli- 
tos en la mezcla de ensayo no afecta a la actividad poli(A) po
limerasa. Igualmente se habîa estudiado que la presencia de an- 
folitos tampoco afecta a la estabilidad del enzima.

El resultado del isoelectroenfoque se muestra en la figura
6 . La poli(A) polimerasa posee un punto isoeléctrico de aproxi-
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Figura 6 , Determinaciôn del punto isoeléctrico de la poli(A) 
polimerasa de la fracciôn soluble de embriones en- 
gui stades

La fracciôn soluble (2 ml) de un homogenado de embriones en- 
quistados se sometiô a isoelectroenfoque en una columna de 
105 ml. El lecho consistiô en un gradiente de sacarosa del 5 
al 50%. Se utilizô una concentraciôn del 2,5% de anfolito de 
pH 3 - 10. La columna se sometiô a una diferencia de poten
cial de 1.200 V durante 60 horas, manteniéndola a 0°C. La 
columna fué fraccionada por la parte inferior, recogiéndose 
fracciones de 1,5 ml. En cada fracciôn se determinô el pH 
( O  ) y la actividad poli(A) polimerasa en alîcuotas de 50 

^ 1 ( # ) .
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madamente 6, aparece como un pico directo y simêtrico de activi
dad, por lo que no parece que existan 2 6 mâs p o l i (A) polimerasa 
con différente punto isoeléctrico en los extractos solubles de 
quistes.

En la literatura no hemos encontrado referencias del punto 
isoeléctrico de las p o l i (A) polimerasas de otros sistemas, por 
lo que no podemos hacer ningûn estudio comparativo con respecto 
a esta propiedad del enzima.

3. Propiedades cinéticas y de especificidad de la p o l i (A) 
polimerasa

La comprensiôn del papel fisiolôgico que desempena un enzi
ma requiere el conocimiento de las propiedades enzimaticas taies 
como la especificidad para los sustratos o las pcs Lbilidades de 
regulaciôn de su actividad por diferentes efectores. Por esta 
razôn se han realizado una serie de estudios de las propiedades 
cinéticas y de especificidad del enzima. Todos estos estudios 
se han realizado con poli(A) polimerasa parcialme .te purificada 
por el procedimiento descrito en el apartado l.b.

3.a. Variaciôn de la velocidad de reacciôn con la 
cantidad de enzima

Se ha ensayado la actividad poli(A) polimerasa con cantida- 
des crecientes de enzima parcialmente purificado. El resultado 
se muestra en la figura 7. No hay una relaciôn estrictamente 
proporcional entre la actividad y la cantidad de enzima. Este 
resultado se obtiene también cuando se utiliza poli(A) como ini
ciador.

La falta de linearidad entre la cantidad de enzima y la
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Figura 7 . Efecto de la cantidad de p o l i (A) polimerasa sobre 
la velocidad de reaccion

Se ensayaron diferentes cantidades de enzima parcialmente 
purificado de la fraccion soluble de embriones enquistados. 
Las condiciones de ensayo fueron las descritas en el apartado 
de Material y Mêtodos y la duraciôn fué de 30 minutes. La 
concentraciôn de proteina de la preparaciôn enzimâtica fué 
de 6 m g / m l .
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actividad enzimâtica se observa solamente en preparaciones par
cialmente purificadas de enzima. Por esta razôn pensâmes que 
podrîa ser un efecto producido por la baja concentraciôn de pro
teina en las preparaciones mâs purificadas. Se ha estudiado el 
efecto de la adiciôn de seroalbûmina bovina en la mezcla de en
sayo sobre la relaciôn entre la cantidad de enzima y la activi
dad. En este expérimente se incubaron diversas cantidades de 
enzima parcialmente purificado en dos series de reacciones. En 
las reacciones de una de las series se ahadieron las cantidades 
de seroalbûmina bovina necesarias para que la concentraciôn de 
proteinas fuera la misma en todos les ensayos. El resultado de 
ambas series se muestra en la figura 8 . La adiciôn de seroal
bûmina bovina no afecta a la actividad del enzima.

La no linearidad entre la cantidad de poli(A) polimerasa y 
la actividad enzimâtica ha sido descrita también por Winters y 
Edmonds para la poli(A) polimerasa de timo de ternera (1973 a ) ; 
Rose y Jacob (1976) para el enzima de hlgado de rata; y Rose y 
col. (1975) para el enzima mitocondrial de hepatoma poco dife- 
renciado de rata. En estos casos la adiciôn de seroalbûmina bo
vina tampoco afecta a la actividad del enzima.

3.b . Variaciôn de la actividad enzimâtica con el 
tiempo de incubaciôn

Se ha estudiado la actividad de la poli(A) polimerasa a lo 
largo del tiempo de incubaciôn. Se incubaron diversos tubos de 
ensayo con la misma cantidad de enzima y se parô la reacciôn a 
diversos tiempos. En otros casos se realizô la incubaciôn en 
un ûnico tubo de ensayo, del que se tomaron alîcuotas a diferen
tes tiempos. Los resultados fueron idénticos en ambos casos.
La figura 9 muestra la cinética de la reacciôn enzimâtica utili- 
zando dos iniciadores: RNA de Tôrula y poli(A).
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Figura 8 . Relaciôn entre la cantidad de proteina y la 
actividad de la poli(A) polimerasa

Diferentes cantidades de poli(A)' polimerasa parcialmente 
purificada se incubaron en presencia de cantidades de sero
albûmina bovina (BSA) para que la concentraciôn de proteina 
fuera similar en todos los ensayos ( • ) y sin adiciôn de
BSA ( O  ) *
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Figura 9. Cinética de la reacciôn de la poli(A) polimerasa 
con respecte al tiempo de incubaciôn

Diversas mezclas de ensayo se incubaron en las condiciones 
descritas en Material y Métodos durante diferentes tiempos. 
En el panel izquierdo se utilize RNA de Tôrula como RNA ini- 
ciador y en el panel derecho se utilizô acide poliadenîlico 
En ambos casos se ensayaron dos cantidades diferentes de en
zima parcialmente purificado, 30 ( O ) y 50 y^l ( #  ) .



89

La reacciôn no es linear durante los primeros minutes, 
existiendo una fase inicial de latencia tras la cual la veloci
dad de la reacciôn se hace constante durante, al menos, 90 m i 
nutes. La duraciôn del période de latencia depende del inicia- 
dor; es de unes 5 minutes con RNA de Tôrula y de unes 15 minu
tes con poli(A) como iniciador.

Se investigô si el période de latencia desaparecia si se 
preincubaba el enzima. Para elle se incubô el enzima a 30°C du
rante 30 minutes en presencia del iniciador, con o sin manganese, 
o en presencia de ATP con o sin manganese. En todos los casos 
esta preincubaciôn se realizô en tampôn Tris-CIH 50 mM pH 8,5. 
Tras los 30 minutes de preincubaciôn se anadieron los componen- 
tes de la mezcla de ensayo que faltaban en cada case y se proce- 
diô a incubar la reacciôn enzimâtica, tomando alicuotas a diver
sos tiempos para estudiar la cinética de la reacciôn. En ningu- 
no de los casos la preincubaciôn modificô la cinética, encon- 
trândose un période de latencia en todos los casos.

Tampoco la cantidad de enzima présente en el ensayo afecta 
al perlodo de latencia. La figura 9 muestra la actividad del 
enzima durante el tiempo de ensayo con varias cantidades de en
zima y utilizando dos iniciadores diferentes, RNA de Tôrula y 
poli(A). Este experimento indica que el perlodo de latencia no 
depende de la cantidad de enzima y por tanto es un fenômeno di- 
ferente de la falta de linearidad entre la actividad enzimâtica 
y la cantidad de enzima. De hecho, si se représenta la veloci
dad de reacciôn, una vez que se ha hecho constante, con respec- 
to a la cantidad de enzima présente en el ensayo, la relaciôn 
no es linea^ sino del mismo tipo que la que se ha presentado 
sobre actividad a los 30 minutos de incubaciôn.

La existencia de un perlodo de latencia ha sido descrita 
para las poli(A) polimerasas de distintos sistemas animales 
(Winters y Edmonds, 1973 a; Rose y Jacob, 1976; Slater y col.,
1978).
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3.c . Especificidad de sustrato de la poli(A) 
polimerasa

La Tabla V muestra un resumen de los estudios que se des- 
cribieron en la tesis de licenciatura sobre la especificidad de 
la poli(A) polimerasa para distintos RNAs iniciadores. Uno de 
los resultados mâs interesantes de esta tabla es la diferencia 
entre la capacidad del poli(A) para actuar como iniciador compa- 
rada con otros ribohomopolîmeros como el poli(C), poli(G) y po
li (U) .

Estos resultados sugieren la posibilidad de que la poli(A) 
polimerasa tenga distinta capacidad para actuar sobre moléculas 
de RNA iniciadores que difieren en su nucleôsido 3' terminal. 
Para aclarar este aspecto de la especificidad del enzima se es- 
tudiô la actividad del enzima con moléculas de RNA iniciador con 
diferentes nucleôsidos 3' terminal.

3 .0 .1 . Especificidad de la poli(A) polimerasa
para el nucleôtido en posiciôn 3' termi
nal del RNA iniciador

La base teôrica y experimental de este estudio es muy simi
lar a la del apartado l.b. del estudio de la uniôn covalente de 
la cadena poliadenîlica al RNA iniciador.

El problema planteado es conocer si la poli(A) polimerasa 
tiene mayor actividad con cadenas de RNA iniciador que posean 
un nucleôtido determinado en posiciôn 3' terminal o su actividad 
es independiente de la naturaleza de este nucleôtido.

32El protocolo experimental consiste en usar iX ( P)ATP como 
sustrato de la poli(A) polimerasa y someter el producto de
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TABLA V. ESPECIFICIDAD DE LA POLI(A) POLIMERASA PARA EL RNA 
INICIADOR

RNA iniciador
Actividad 

(pmoles AMP incorporados) % Actividad

rRNA de Artemia 641 100

RNA de Tôrula 288 45

Poli(A) 270 42

Poli(C) 26 4

Poli(G) 39 6

Poli(U) 6 1

Poli(AG) 256 40

Poli(AU) 122 19
Poli(GU) 147 23
Poli(OU) 32 5

Poli(IC) 13 2

Poli(A)-poli(U) 51 8

DNA de cadena simple 3 < 1

DNA de doble cadena 3 <  1
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reacciôn a hidrôlisis alcalina. Tras la hidrôlisis parte del 
3 2P se ha transferido al nucleôtido en posiciôn 3' terminal de 
cada una de las moléculas de RNA iniciador poliadeniladas. De 
esta manera se puede conocer la especificidad del enzima por es
te nucleôtido.

Una mezcla de ensayo de poli(A) polimerasa en 0,25 ml con
32RNA de Tôrula como iniciador y P)ATP como sustrato se incu

bô durante 60 minutos a 30°C. La mezcla de ensayo se filtrô por 
una columna de Sephadex G-2 5 para separar el sustrato del pro
ducto de reacciôn. Los tubos conteniendo el producto de reac
ciôn se precipitaron con 0 , 1  volûmenes de acetato sôdico al 2 0 % 
y 2,5 volûmenes de etanol. Los tubos se mantuvieron a -20°C un 
mînimo de très horas. El precipitado se sedimentô por centrifu- 
gaciôn y se resuspendiô en 5 0 de KOH 0,3 N, incubândose a 
37^ C durante 18 horas para que tuviera lugar la hidrôlisis al
calina.

Las mezclas de hidrôlisis se neutralizaron con CIH para 
procéder a separar los cuatro nucleôsidos 2' 6 3' monofosfato 
originados en la hidrôlisis. Esta separaciôn se realizô por 
dos métodos diferentes; cromatografîa bidimensional en ClLi 
IM y âcido acêtico 0,1 M y electroforesis de alto voltaje, am
bos descritos en Material y Métodos. Tras la separaciôn, la 
plaça de cromatografia y el papel de electroforesis fueron cor- 
tados en tiras transversales y se cuantificô la radioactividad 
présente en cada uno de las cuatro nucleôsido 2' 6 3' monofosfa
to .

Al igual que en el experimento de uniôn de la cadena poli-
adenllica al iniciador, se realizô en paralelo un ensayo con
^H-ATP para calcular la longitud de la cadena poliadenîlica sin-

3 2tetizada, dato usado como control en el experimento con <A( P) 
ATP. En este caso hay una dificultad para calcular la radioac
tividad transferida del ATP al extreme 3' del RNA iniciador
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cuando el iniciador tiene una adenina en su posiciôn 2' termi-
32nal. En este caso el P transferido al iniciador aparece como 

AMP, siendo, por tanto, indistinguible de la radioactividad pro
cédante de los fosfato internos de la cadena poliadenîlica. Pa
ra superar este problema hemos supuesto que la proporciôn de mo 
léculas de iniciador poliadenilado por el enzima cuya base 3' 
terminal fuera adenina es la media de la proporciôn de moléculas 
acabadas en citosina, guanina o uracilo. Segûn esta hipôtesis, 
la radioactividad transferida a las adenosinas 3' terminales del 
iniciador serâ la media de la radioactividad transferida a CMP, 
GMP y UMP, pudiéndose calcular la longitud de la cadena poliade- 
nllica.

En la Tabla VI se muestra la radioactividad présente en ca
da nucleôsido 2' 6 3' monofosfato, siendo la media de los datos 
obtenidos por los dos procedimientos de separaciôn de los nucleô-
tidos. Se muestra también la longitud de la cadena poliadenîli-

3 2 3ca calculada a partir de los ensayos con X ( P)ATP y H-ATP. La
primera conclusiôn que podemos sacar es que aparece radioactivi-

3 2dad de P transferida a CMP, GMP y UMP, es decir, el enzima em-
plea moléculas de RNA iniciador con los cuatro nucleôtidos en
posiciôn 3' terminal, y lo hace con una frecuencia muy parecida
para cada uno de ellos. La longitud de la cadena estimada a

3 2partir de los datos obtenidos con X ( P)ATP es similar a la lon
gitud de la cadena calculada por incorporaciôn de H-ATP. En
consecuencia, la hipôtesis asumida para hacer el câlculo de la 
longitud a partir 
darse por valida.

3 2longitud a partir de los datos obtenidos con ( P)ATP puede

La conclusiôn global que se puede obtener es que la poli(A) 
polimerasa de la fracciôn soluble no tiene una marcada especifi- 
cidad por la base présente en el nucleôtido 3' terminal del RNA 
iniciador. La baja actividad que présenta el enzima cuando uti- 
liza ribohomopolîmeros como iniciador no debe ser consecuencia 
de la especificidad del enzima para la base 3' terminal sino que
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TABLA VI. ESPECIFICIDAD DE LA POLI(A) POLIMERASA POR LA BASE 
DEL NUCLEOTIDO 3' TERMINAL DEL RNA INICIADOR

Producto de la 
hidrôlisis alcalina

Sustrato de la poli(A) polimerasa

H - A T P
CPM

32(X P -ATP 
CPM

AMP
CMP

GMP
UMP

adenosina

83359 202408
5516

13365
10796

15182

tamaho medio de la cadena 6,5 6,1
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puede deberse a las propiedades de los propios ribohomopolîme
ros, muy ricos en estructura secundaria y terciaria.

3.C.2. Especificidad del enzima para el nucleô
tido sustrato de la poli(A) polimerasa

Estos estudios se realizaron sustituyendo el ATP por otros 
nucleôtidos en la mezcla de ensayo descrita en Material y Méto
dos. La concentraciôn de nucleôtido fué de 0,12 mM y su activi
dad especifica similar a la del ATP en todos los casos. Todos
los nucleôtidos estaban marcados con tritio salvo el ITP, que 
estaba marcad 
la Tabla VII.

14estaba marcado con C. Los resultados obtenidos se resumen en

La preparaciôn de poli(A) polimerasa tiene actividad signi
ficative sôlo con dos nucleôtidos, el ATP y el dATP, siendo la 
actividad cinco veces mayor con el primero que con el segundo.

El hecho de que no tenga actividad con CTP, GTP o UTP de- 
muestra que el enzima no es una ribohomopolîmero polimerasa 
(Niessing y Sekerin, 1974). Asimismo, el que no tenga activi
dad con CTP, ni siquiera en presencia de ATP, indica que no es 
una RNA-terminal nucleotidil transferasa (Schofield y Williams,
1979). Es también de destacar la falta de actividad con dGTP, 
lo que permite descartar que la incorporaciôn de dATP puede de
berse a una actividad DNA polimerasa contaminante.

Por otra parte, la actividad relative del enzima con ATP 
y dATP permanece constante a lo largo del proceso de purifica- 
ciôn del enzima, y ambos sustratos compiten entre sî para su in
corporaciôn enzimâtica. En la figura 10 se muestra la represen- 
taciôn de Lineweaver-Burke para la inhibiciôn, tanto del ATP 
sobre la incorporaciôn de dATP, como del dATP para la incorpora
ciôn de ATP. Como puede comprobarse, ambos sustratos inhiben
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TABLA VII. ESPECIFICIDAD DE SUSTRATO DE LA POLI(A) POLIMERASA

Nucleôtido
Nucleôtido Actividad (pmoles
marcado nucleôtido incorporado) % Actividad

ATP ATP 245 100

CTP CTP 6.5 3

ATP + CTP CTP 6 3
GTP GTP 7 3

UTP UTP 6 3

ITP ITP < 2 < :
dATP dATP 44 18

dGTP dGTP < 2 < 1

ADP ADP < 2 < 1
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Figura 10. Inhibiciôn de la incorporaciôn de ATP por dATP 
y de la incorporaciôn de dATP por ATP

En el panel superior se représenta la grâfica de inverses pa
ra la incorporaciôn de dATP por la poli(A) polimerasa, tanto 
en ausencia de otros nucleôtidos ( # ) como en presencia de
ATP 0,015 mM ( O ). En el panel inferior se expone la misma 
representaciôn para la incorporaciôn de ATP en ausencia de 
otros nucleôtidos ( # ) o en presencia de dATP 0,15 mM
( O  ) .
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competitivamente la incorporaciôn del otro sustrato. Todos es
tos datos apoyan la hipôtesis de que la polimerizaciôn de ATP y 
dATP se debe a una ûnica actividad enzimâtica.

La utilizaciôn de dATP como sustrato por la poli(A) polime
rasa plantea el problema de la longitud de la cadena de poli(dA) 
sintetizada. Para tratar de esclarecer este problema se ha in- 
vestigado la naturaleza del producto de la reacciôn de la poli 
(A) polimerasa con dATP como sustrato.

Para ello se ha incubado la poli(A) polimerasa con ^H-dATP 
como sustrato y poli(A) como iniciador. El producto de la reac
ciôn se incubô con deoxirribonucleasa I para degradar la posible 
cadena polideoxiadenîlica formada durante la reacciôn a deoxiade- 
nosina 5' monofosfato. Posteriormente se tratô con KOH para hi- 
drolizar el RNA iniciador, asî como para romper el enlace entre 
el poli(A) iniciador y la deoxiadenosina monofosfato que supone- 
mos unida al extremo 3' del iniciador.

Las moléculas de deoxiadenosina monofosfato polimerizadas 
por el enzima no unidas al iniciador se convertirân en deoxiade
nosina S' monofosfato, puesto que proceden de digestiôn con deo
xirribonucleasa I. Si existen moléculas de deoxiadenosina uni
das al iniciador, se convertirân en deoxiadenosina tras el tra- 
tamiento citado, puesto que proceden de la digestiôn con deoxi
rribonucleasa I en su extremo 3' y de la ruptura con KOH de su 
enlace en posiciôn 5', La presencia de deoxiadenosina tras el 
tratamiento denotaria la uniôn de la cadena polideoxiadenîlica 
al iniciador.

La reacciôn se realizô en un volumen de 100 ^1, utilizando 
^H-dATP 0,25 mM como sustrato, se incubô durante 30 y 60 minutos 
a 30^ C. La mezcla de ensayo fué filtrada por una columna de 
Sephadex G-25 para separar el producto de la reacciôn del sus
trato. Las fracciones conteniendo el producto de reacciôn fueron
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precipitadas con 0,1 volûmenes de acetato sôdico al 20% y 2,5 
volûmenes de etanol. Dichas fracciones se resuspendieron en 
50 ju\l de Tris-CIH, 50 mM, Cl^Mg 10 mM, pH 7,5 y 15 ̂ g r  deoxi
rribonucleasa I. La reacciôn de hidrôlisis se incubô a 30^ C 
durante 3 0 minutos. Posteriormente se ahadiô KOH hasta una con
centraciôn de 0,3 N, incubândose la mezcla a 60^ C durante 30 
minutos. La mezcla de hidrôlisis fué neutralizada y aplicada a 
una plaça de PEI-celulosa, eluyéndose la cromatografîa con agua 
y posteriormente con P0^H2K 0,5 M, pH 3,4. El cromatograma fué 
cortado en tiras transversales de 3 mm de grosor, cuya radioac
tividad se determinô. El resultado del experimento se muestra 
en la figura il.

Toda la deoxiadenosina trifosfato incorporada por el enzi
ma aparece en forma de deoxiadenosina. El pequeho pico de ra
dioactividad présente en la posiciôn del dAMP puede deberse a 
degradaciôn del dATP. Este dato demuestra que el enzima une el 
producto de reacciôn al iniciador. Por otra parte, es de des
tacar que sôlo se une una molécula de deoxiadenosina monofosfa
to por molécula de iniciador. La prolongaciôn del tiempo de in
cubaciôn con el enzima a 60 minutos aumenta la incorporaciôn de 
radioactividad sin aumentar la longitud de la cadena.

Estos datos indican que la actividad enzimâtica responsable 
de la incorporaciôn de dATP no es una actividad DNA polimerasa, 
la cual formarîa cadenas de mâs de un nucleôtido. Por otra par
te, la incorporaciôn de una ûnica molécula de dAMP por cadena de 
RNA iniciador es compatible con la hipôtesis de que esta incor
poraciôn es debida a la poli(A) polimerasa, dadas las caracte- 
rîsticas de especificidad de iniciador de este enzima. La po
li (A) polimerasa reconoce a RNAs como iniciadores, pero no a mo 
léculas de DNA. La incorporaciôn de una molécula de deoxiadeno
sina monofosfato en el extremo 3' del RNA iniciador podrîa hacer 
a esta molécula equiparable al DNA para el enzima, dejando por 
tanto de ser iniciador para la poli(A) polimerasa. Por esta
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Figura 1 1 . Anâlisis del producto de reacciôn de la poli(A) 
polimerasa utilizando dATP como sustrato

Preparaciones parcialmente purificadas de poli(A) polimerasa 
se incubaron en las condiciones de ensayo descritas sustitu
yendo el ATP por dATP. La incubaciôn se llevô a cabo duran
te 30 min. (panel inferior) 6 60 min. (panel superior). El 
producto de reacciôn fué separado del sustrato por filtra- 
ciôn en columna de Sephadex G-25. El producto de reacciôn 
se sometiô a hidrôlisis con DNase I y a hidrôlisis alcalina, 
siendo posteriormente neutralizado el hidrolizado y sometido 
a cromatografîa en capa fina en PEI-celulosa. La plaça se 
cortô en tiras de 3 mm y se determinô la radioactividad pré
sente en cada fracciôn.
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razôn sôlo se formarîan cadenas de un nucleôtido usando dATP co
mo sustrato.

La capacidad para utilizar dATP como sustrato se ha descri- 
to también para la poli(A) polimerasa de hepatomas poco diferen- 
ciados de ratas, que présenta con dATP un 8% de la actividad que 
tiene con ATP (Rose y col., 1975) y de hîgado de rata, que tiene 
un 18% de actividad con dATP (Niessing, 1975). Sin embargo, en 
ninguno de estos dos casos se ha estudiado la naturaleza del 
producto de la reacciôn.

3.d . Efecto de la concentraciôn de nucleôtidos sobre 
la actividad de la poli(A) polimerasa

3.d .1. Efecto de la concentraciôn de ATP utili
zando RNA como iniciador

Este estudio se ha realizado utilizando RNA de Tôrula como 
iniciador en presencia de una concentraciôn de Cl2Mn 2mM por en- 
cima de la concentraciôn de ATP.

La variaciôn de la actividad del enzima con la concentra
ciôn de ATP se muestra en la figura 12. Lo mâs destacado es que 
existe una inhibiciôn de la actividad enzimâtica a concentracio- 
nes de ATP mayores de 0,5 mM.

A partir de los datos de actividad para concentraciones de 
encres de 0,î 

el ATP de 0,04 mM,
ATP menores de 0,5 mM se puede deducir una del enzima para

Con los datos de actividad para concentraciones de ATP su- 
periores a 0,5 mM se ha realizado un estudio de la inhibiciôn 
por exceso de sustrato, estudio encaminado a conocer el tipo de 
inhibiciôn y sus parâmetros cinéticos.
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Figura 12. Efecto de la concentraciôn de ATP sobre la 
actividad poli(A) polimerasa

Preparaciones parcialmente purificadas de poli(A) polimerasa 
se incubaron durante 3 0 minutos utilizando RNA de Tôrula co
mo iniciador y concentraciones variables de ATP. La concen
traciôn de Cl 2Mn fué de 2 mM por encima de la concentraciôn 
de ATP en cada ensayo. La actividad se représenta como por- 
centaje de la V . La V se estimô por extrapolaciôn de 
los datos obtenidos a concentraciones de ATP inferiores a 
0,25 mM en una representaciôn de inversos.
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Para estudiar la inhibiciôn se han utilizado dos tipos de 
representaciones: la representaciôn de Hill y la representa
ciôn de Dixon En la representaciôn de Hill se expresa en
ordenadas el logaritmo decimal del cociente résultante de divi- 
dir la diferencia entre la velocidad mâxima y la velocidad en 
cada punto por la velocidad en dicho punto. En abcisas se re
présenta el logaritmo decimal de la concentraciôn de ATP. La 
representaciôn obtenida se muestra en la figura 13. Los puntos 
obtenidos experimentalmente se sitûan en una recta cuya pendien- 
te es 0,9, lo cual indica que no hay cooperatividad en la inhi
biciôn. El tipo de recta se corresponde con un modelo de inhi
biciôn "no competitive" o "anticompetitive". La correspondien- 
te Kj, que es el antilogaritmo del punto de intersecciôn de la 
recta con el eje de abcisas, es de 1 mM.

En la representaciôn de Dixon se expresa en abcisas la 
concentraciôn de inhibidor (en este caso ATP) y en ordenadas el 
inverso de la velocidad. La figura 14 muestra la grâfica obte
nida. En esta representaciôn los datos expérimentales se ajus- 
tan también a una recta, correspondiéndose con los calculados 
teôricamente para una inhibiciôn "no competitive" o "anticompe
titive" . El punto de intersecciôn de la recta con el eje de ab
cisas es el valor de la cambiado de signo en esta representa
ciôn, pudiéndose calcular una del enzima para el ATP de 1 
mM.

Todos estos datos coinciden en sehalar que existe una in
hibiciôn por exceso de sustrato, que es de tipo "no competitive" 
o "anticompetitive", con una de 1 mM. A partir de los valo- 
res calculados para la y para la y calculando la veloci
dad mâxima a partir de una representaciôn de Lineweaver-Burke 
considerando los puntos en que la concentraciôn de ATP es infe
rior a 0,5 mM, pueden calcularse los valores teôricos de activi
dad para las diferentes concentraciones de ATP suponiendo diver
sos modelos de inhibiciôn. Los datos teôricos que mejor se
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Figura 13. Representaciôn de Hill de la inhibiciôn por ATP 
de la actividad poli(A) polimerasa

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa de una preparaciôn 
parcialmente purificada del enzima en presencia de diversas 
concentraciones de ATP. Las condiciones de ensayo fueron las 
resenadas en la Figura 12. La se obtuvo por extrapola
ciôn a partir de las actividades oÊtenidas a concentraciones 
de ATP inferiores a 0,25 mM en una representaciôn de inversos
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Figura 1 4 . Representaciôn de Dixon de la inhibiciôn por ATP 
de la actividad poli(A) polimerasa

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa de preparaciones 
parcialmente purificadas de enzima a diversas concentraciones 
de ATP. Las condiciones de ensayo fueron las resenadas en la 
Figura 12.
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ajustan a los expérimentales se obtienen cuando se supone un m o 
delo de inhibiciôn "anticompetitive". La actividad teôrica para 
cada concentraciôn de ATP se calculô segûn la siguiente fôrmula:

Kj, + [a Tp] (1 +

En la figura 15 se representan los datos expérimentales y 
los teôricos suponiendo una inhibiciôn "anticompetitive" con una 
Kj = 1 mM.

Cualquier inhibiciôn por exceso de sustrato supone la uniôn 
al enzima de dos moléculas de sustrato, una que se une al sitio 
activo para ser sustrato de la reacciôn y otra segunda molécula 
que se une al enzima, inhibiendo su actividad. Hay varias posi- 
bilidades segûn el lugar al que se una la segunda molécula de 
sustrato. Segûn Laidler (1973), se pueden distinguir très méca
nismes :

a) Uniôn simultânea de las dos moléculas de sustrato al 
mismo sitio del enzima segûn el siguiente esquema:

EA + A EA 2

EA^ es un complejo inactive o poco activo y por lo tanto 
la reacciôn se inhibe en su totalidad o en cierto grade al au
mentar la concentraciôn de sustrato y formarse EA^.

b) Si la reacciôn transcurre por un mécanisme de modifica- 
ciôn del enzima, puede formarse un complejo inactive al unirse 
la segunda molécula de sustrato de la siguiente manera:
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Figura 15. Caracterizacion del tipo de inhibiciôn por ATP 
de la poli(A) polimerasa

Comparaciôn de la curva experimental (' • ) de la variaciôn
de la actividad enzimâtica con la concentraciôn de ATP y las 
curvas teôricas ( ' O ) obtenidas suponiendo una inhibiciôn 
anticompetitiva por ATP. La utilizada para los câlculos 
teôricos fué la obtenida a partir de los datos expérimentales 
La c utilizada para los câlculos teôricos fué de 0,8, 1 
y 1 , 2 ' m .
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E + A <r > EA <---- > EA' 4-- ----^ -- ► EA'A

El complejo EA'A séria inactive, total o parcialmente.

c) La segunda molécula de sustrato se une al enzima en 
un sitio diferente del sitio activo, inactivando al enzima por 
un mecanismo que puede ser alostérico, es decir, por cambio en 
la conformaciôn del enzima.

La primera disyuntiva es si la poli(A) polimerasa tiene 
dos sitios diferentes de uniôn para el ATP o solamente uno. Pa
ra contestar esta pregunta se realizô un estudio de la cinética 
utilizando dATP como sustrato.

3.d.2. Efecto de la concentraciôn de dATP 
utilizando RNA como iniciador

El estudio de la variaciôn de la actividad enzimâtica con 
la concentraciôn de dATP se realizô con RNA de Tôrula como ini
ciador y con concentraciones de Cl 2Mn 2 mM por encima de la co- 
rrespondiente concentraciôn de dATP en cada ensayo. La cinéti
ca obtenida se muestra en la figura 16. Cuando se utilizan 
dATP no existe inhibiciôn por exceso de sustrato. Por otro la- 
do, a partir de esta grâfica se puede calcular una para el 
dATP de 0,0 6 mM.

La cinética para el dATP indica que el enzima tiene dos 
sitios de uniôn para el ATP, el sitio activo, que tiene afini- 
dad tanto para el ATP como para el dATP y otro sitio, al que po
demos llamar "sitio inhibidor" que tiene afinidad para el ATP 
pero no para el dATP, diferenciândose en esto del sitio activo 
Estos resultados sugieren que la inhibiciôn por exceso de ATP 
puede corresponder al tercer modelo enunciado por Laidler.
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Figura 16. Efecto de la concentraciôn de dATP sobre la 
actividad poli(A) polimerasa

Se ensayô la actividad enzimâtica responsable de la polimeri
zaciôn de dATP en presencia de diversas concentraciones de 
dATP. Los ensayos se realizaron utilizando RNA de Tôrula como 
iniciador. La concentraciôn de Cl2Mn fué de 2 mM por enzima 
de la concentraciôn de nucleôtido en cada ensayo. El tiempo 
de incubaciôn fué de 30 minutos. La V se calculô por 
extrapolaciôn a partir de una representaciôn de inversos de 
los datos obtenidos experimentalmente.
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3.d.3. Efecto de las concentraciones de ATP 
utilizando p o l i (A) como iniciador

El experimento fué similar al descrito anteriormente usando 
RNA de Tôrula como iniciador. Los resultados obtenidos se mues- 
tran en la figura 17, en la que se observa que la inhibiciôn por 
exceso de ATP es menos acusada cuando se usa poli(A) como ini
ciador que cuando se utiliza RNA de Tôrula. Este dato se con
firma cuando se realiza la representaciôn de Hill (figura 18), 
a partir de la cual se puede calculer una de 2 mM.

El hecho de que la para el ATP varie segûn el iniciador 
que se utilice permite postuler que el "sitio inhibidor" del 
ATP es el sitio de interacciôn del enzima con el RNA iniciador. 
Esta hipôtesis explica que la del ATP con poli(A) es mayor 
que con RNA de Tôrula, puesto que experimentos resenados en la 
tesis de licenciatura demostraban que el enzima tiene mas afini- 
dad por el poli(A), cuya constante de Michaelis es de 0,01 mM, 
que por el RNA de Tôrula.

Esta hipôtesis tambiên explica que el dATP no présente in
hibiciôn por exceso de sustrato, puesto que el sitio de uniôn 
del iniciador no tiene aparentemente afinidad por deoxinucleôti- 
dos, como sugiere el hecho de que el DNA no puede actuar como 
iniciador.

3.d.4. Efecto de la concentraciôn de RNA a dos 
concentraciones de ATP

Para confirmar esta hipôtesis se ha realizado un estudio 
para conocer el efecto de distintas concentraciones de RNA ini
ciador sobre la actividad poli(A) polimerasa con dos concentra
ciones de ATP, 0,12 mM y 1 mM. En la figura 19 se muestra la 
representaciôn de Lineweaver-Burke para las dos series de en-
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Figura 17 . Efecto de la concentraciôn de ATP sobre la acti
vidad p o l i (A) polimerasa utilizando p o l i (A) como 
iniciador

Se ensayô la actividad p o l i (A) polimerasa de preparaciones 
parcialmente purificadas del enzima en presencia de diverses 
concentraciones de ATP. En este ensayo se utilizô âcido 
poliadenllico como iniciador. Las condiciones de ensayo fue- 
ron las expuestas en la Figura 12. El valor de la se
calculô por extrapolaciôn a partir de una representaciôn de 
inversos de los datos correspondientes a concentraciones de 
ATP inferiores a 0,25 mM.
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figura 18. Representaciôn de Hill de la inhibiciôn por ATP 
utilizando poli(A) como iniciador

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa de preparaciones 
parcialmente purificadas en presencia de diverses concentra
ciones de ATP. La obtenciôn de la se realizô por extra
polaciôn de las actividades enzimâticas obtenidas a concen
traciones de ATP inferiores a 0,25 mM.
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Figura 1 9 . Efecto de la concentraciôn de RNA iniciador sobre 
la inhibiciôn por ATP

La actividad poli(A) polimerasa se ensayô en preparaciones 
parcialmente purificadas del enzima con las siguientes concen'
traciones de ATP y C l ^ M n : 
1 mM ATP - 3 mM Cl^Mn (O

0,15 mM  ATP - 2 mM  C l 2Mn (# ) y
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sayos. Se observa que el aumento de la concentraciôn de inicia
dor es capaz de revertir la inhibiciôn originada por el ATP.
En consecuencia el iniciador es capaz de desplazar al ATP del 
"sitio inhibidor".

Todos estos resultados permiten concluir que el "sitio in
hibidor" para el ATP y el sitio de uniôn del RNA iniciador son 
el mismo o estân muy relacionados, existiendo una competiciôn 
entre el ATP y el RNA por el sitio del RNA iniciador. En conse
cuencia no es necesario postuler un sitio diferente para el ATP 
distinto de los sitios para los dos sustratos de la reacciôn.

3.e . Algunos estudios sobre el mecanismo de reacciôn 
de la poli(A) polimerasa

La poli(A) polimerasa es un enzima que cataliza una reac
ciôn compleja en la que estân implicados dos sustratos, el nu- 
cleôsido trifosfato y el RNA iniciador. Estudiar el mecanismo 
de este tipo de reacciones es difîcil, partiendo de un enzima 
que no esta purificado a homogeneidad. Lo que vamos a exponer 
en este apartado son algunos datos indicatives, pero no con- 
cluyentes, del posible mecanismo de la reacciôn.

3.e .1. Efecto de las variaciones conjuntas de 
ATP y RNA iniciador sobre la actividad 
enzimâtica

Segûn Laidler y Bunting (1973), las reacciones con dos 
sustratos pueden transcurrir por cuatro mécanismes de reacciôn 
diferentes:

1^) Mécanismes que suponen la formaciôn de un complejo 
ternario compuesto por la uniôn simultânea al enzima de los dos
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sustratos como paso previo a la catâlisis enzimâtica. Segûn co
mo se realice la uniôn de los dos sustratos el mecanismo puede 
ser :

a) No ordenado (al azar), cuando los dos sustratos se unen 
en cualquier orden temporal. El esquema séria:

EAB E + X + Y

b) Ordenado, cuando el orden de uniôn de los sustratos al 
enzima estâ estrictamente establecido de forma que primero debe 
unirse el sustrato A y sôlo cuando se ha unido A puede unirse 
el sustrato B:

EA EAB X

2*) Mecanismo de ping-pong; en este mecanismo se une pri
mero uno de los sustratos al enzima y sufre una modificaciôn, 
quedando parte de la molécula de sustrato, modificada, unida al 
enzima. Otra parte de la molécula sale al medio como producto 
de la reacciôn. El segundo sustrato entra en contacte con el 
enzima cuando êste ya tiene unida la forma modificada del pri
mer sustrato, forma que transfiere al segundo sustrato para dar 
origen al segundo producto de reacciôn. El esquema es:

A EA
B

EA1==±+EA"B +

3^ Este tercer mecanismo transcurre sin la formaciôn de 
complejo ternario, mediante la uniôn de una molécula de sustra
to al enzima, quedando dispuesta de tal forma que es capaz de 
reaccionar con una molécula del segundo sustrato, para dar lu- 
gar a los productos de reacciôn, sin que el segundo sustrato se
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una al enzima:
B

A / > EA t 11» E + X

La elucidaciôn del tipo de mecanismo de una reacciôn enzi
mâtica determinada se puede realizar mediante estudios cinéti- 
cos de très tipos: estudiando el afecto de la uniôn de uno de
los sustratos a la uniôn del otro al enzima, estudiando la reac
ciôn en reverso y por estudios de inhibiciôn por productos. Ge- 
neralmente son necesarios los très tipo de estudios para poder 
determinar claramente el mecanismo de reacciôn.

En esta tesis hemos podido realizar solamente el primer ti
po de estudios, es decir, hemos estudiado el efecto de la con
centraciôn de uno de los sustratos a la uniôn al enzima del 
otro sustrato. Se ha estudiado la variaciôn de la actividad 
enzimâtica con la concentraciôn de ATP con très cantidades dife- 
rentes de RNA de Tôrula en la mezcla de ensayo. Estos estudios 
de actividad se han realizado utilizando concentraciones de ATP 
inferiores a 0,5 mM para evitar la inhibiciôn por exceso de sus
trato, inhibiciôn que apenas existe para estas concentraciones 
de ATP dada la diferencia entre la y la K^. En la figura 20 
se muestra la representaciôn de Lineweaver-Burke para el ATP 
con très concentraciones diferentes de iniciador en la mezcla 
de ensayo. La concentraciôn de RNA iniciador no afecta a la 
para el ATP, es decir, la concentraciôn de RNA no varia la afi
nidad del enzima para el ATP. A partir de estos datos tambiên 
se puede hacer la representaciôn de Lineweaver-Burke para el 
iniciador a varias concentraciones de ATP, observândose que la 
concentraciôn de ATP tampoco afecta a la del enzima para el 
iniciador.

El que las constantes de afinidad de cada sustrato sean in- 
dependientes de la concentraciôn del otro sustrato indica que 
la reacciôn transcurre mediante la formaciôn de un complejo ter-
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Figura 20 . Efecto de la concentraciôn de ATP y RNA sobre la 
actividad p o l i (A) polimerasa

Se ensayo la actividad p o l i (A) polimerasa de preparaciones 
parcialmente purificadas del enzima en presencia de diverses 
concentraciones de ATP. La concentraciôn de Cl 2Mn fué en 
cada ensayo 2 mM por encima de la concentraciôn de ATP. Se 
realizaron très series de ensayos en los cuales la concen
traciôn de RNA de Tôrula fué respectivamente de 0,33 mg/ml 
( O  )/ 1 mg/ml ( • ) y 2 mg/ml (O ) .
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nario, puesto que si se formara un complejo binario entre el en
zima y un sustrato como paso previo necesario para la uniôn del 
otro sustrato, la constante de afinidad para el segundo sustrato 
séria dependiente de la concentraciôn del primero.

Por otro lado, este dato apunta hacia un mecanismo no orde
nado de formaciôn del complejo ternario, pues en el modelo de 
formaciôn ordenada la concentraciôn del sustrato que se une en 
primer lugar puede afectar a la constante de afinidad para el 
sustrato que se une posteriormente.

Por lo tanto, los datos obtenidos sugieren, pero no demues- 
tran, un mecanismo de reacciôn mediado por la formaciôn no orde
nada de un complejo ternario entre el enzima, el nucleôsido tri
fosfato y el RNA iniciador como paso previo a la reacciôn de po- 
limerizaciôn.

Todos estos estudios cinéticos parten de una limitaciôn, 
estân hechos a tiempo fijo (30 minutos) sin que conozcamos cômo 
afecta la concentraciôn de nuecleôtidos a la cinêtica con res- 
pecto al tiempo, siendo este un factor que puede afectar la in- 
terpretaciôn de los resultados obtenidos. No parece, en cambio, 
que la cantidad de enzima afecta a los resultados, puesto que 
experimentos similares realizados con diferentes cantidades de 
enzima han dado resultados équivalentes.

3.e.2. Variaciôn de la longitud de la cadena de 
âcido poliadenllico con el tiempo de 
reacciôn

Otro aspecto que estudiamos del mecanismo de reacciôn fué 
el proceso de elongaciôn de la cadena poliadenîlica. Existen 
en teorîa dos posibilidades, cada molécula de enzima se une a 
una molécula de RNA iniciador y le ahade moléculas de AMP pro-
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gresivamente. Alternativamente, cada molécula de enzima se une 
a una molécula de iniciador y le anade una molécula de AMP, des- 
haciéndose el complejo tras esta adicién. En el primer caso, 
una molécula dada de enzima sintetizarîa toda la cadena de poli 
(A) en un RNA y en el segundo, una cadena de poli(A) séria sin- 
tetizada por diferentes moléculas de enzima. Para llevar a ca- 
bo este estudio se realizaron diversas incubaciones en las con
diciones de ensayo descritas en Material y Métodos, salvo que 
el volumen de ensayo se aumentô a 0,2 ml, manteniéndose las con
centraciones de los componentes en sus valores habituales. A 
diverses tiempos de reacciôn se pararon los diferentes tubos de 
ensayo por adiciôn de 0,8 ml de ClNa 0,3 M y  2 ml de etanol.
Por otro lado, se recogiô una alicuota de la mezcla de ensayo 
que fué precipitada con TCA y filtada para conocer la radioac- 
tividad total incorporada. Los tubos precipitados con etanol 
se mantuvieron 3 horas a -20°C y se centrifugaron para recoger 
el material precipitado. El precipitado de cada tubo se resus- 
pendiô en 50 y\l de KOH 0,3 N y se mantuvo a 37°C durante 18 ho
ras para que tuviera lugar la hidrôlisis alcalina del RNA.

La mezcla résultante de la hidrôlisis alcalina se neutrali- 
zô con CIH y se aplicô a una plaça de PEI-celulosa para separar 
la adenosina del AMP y cuantificarlas, tal como se ha descrito 
en Material y Métodos, calculando a partir de estos datos la 
longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada por el enzima 
en cada incubaciôn.

En el panel superior de la figura 21 se muestra la varia
ciôn de la longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada por 
el enzima en funciôn del tiempo de incubaciôn usando RNA de Tô- 
rula como iniciador. En el panel inferior se muestra la varia
ciôn del numéro de cadenas poliadenîlicas sintetizadas con el 
tiempo. Este ultimo estudio se hizo de la manera siguiente: 
en cada ensayo se tomô una alîcuota en el momento de parar la 
reacciôn para conocer la radioactividad incorporada en âcido
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Figura 21. Efecto del tiempo de incubaciôn sobre la longitud 
de la cadena de poli(A) sintetizada por la poli(A) 
polimerasa utilizando RNA de Tôrula como iniciador

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa en las condiciones 
descritas en Material y Métodos durante diverses tiempos. En 
cada ensayo se calculô la longitud de la cadena poliadenîlica 
sintetizada por el procedimiento descrito previamente. El nû- 
mero de cadenas poliadenîlicas se calculô a partir de los da
tos de incorporaciôn total y de la longitud media de las cade
nas poliadenîlicas en cada ensayo.
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poliadenllico en cada ensayo; a partir de este dato y conocien- 
do la actividad especifica del ATP utilizado en la reacciôn se 
dedujo el nûmero de moléculas de AMP incorporadas en âcido poli
adenllico en cada ensayo; para cada ensayo calculamos el nûmero 
medio de moléculas de AMP por cadena. El nûmero total de molé
culas de AMP polimerizadas dividido por el nûmero medio de m o 
léculas de AMP por cadena nos da el nûmero de cadenas de âcido 
poliadenllico sintetizadas en cada ensayo.

En la figura 22 se representan los resultados del mismo ti
po de estudios utilizando poli(A) como iniciador.

La primera conclusiôn de estos experimentos es que la lon- 
oitud de la cadena poliadenîlica va aumentando con el tiempo de 
incubaciôn, pero no de forma lineal ni indefinida, sino que la 
longitud tiende a hacerse constante segûn aumenta el tiempo de 
incubaciôn. Este efecto estâ mâs acusado cuando se usa poli(A) 
como iniciador, en que a partir de los 30 minutos de incubaciôn 
la longitud media de las cadenas permanece prâcticamente cons
tante .

El nûmero de cadenas formadas aumenta con el tiempo de for
ma lineal cuando se utiliza RNA de Tôrula como iniciador. Cuan
do se utiliza poli(A) como iniciador, el aumento del nûmero de 
cadenas formadas manifiesta el mismo perîodo de latencia que se 
observô midiendo la cantidad de nucleôtido incorporado.

Los datos expérimentales no se ajustan enteramente a ningu- 
na de las dos hipôtesis de partida. Si la uniôn entre cada m o 
lécula de enzima y de iniciador fuera estable, el aumento de la 
longitud de la cadena serîa lineal con el tiempo y el nûmero de 
cadenas, en cambio, no variarîa sustancialmente. En el caso de 
la otra hipôtesis, que una molécula de enzima catalice la uniôn 
de una ûnica molécula de AMP al iniciador, deshacîendose el com
plejo a continuaciôn, la longitud de cada cadena tendrîa que



122

O
CL

Q)"O
OC
O
13
O
O

Q>
“O
13
3

co

U)oc'cQ)
T3
O
Q>
T3

Q>
E
3C

10

8

6

- 10 o

4

2

40 6020
' T iem po ( min.)

Figura 22 . Efecto del tiempo de incubaciôn sobre la longitud 
de la cadena de poli(A) sintetizada por la poli(A) 
polimerasa utilizando poli(A) como iniciador

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa en las condiciones 
descritas en Material y Métodos utilizando âcido poliadenllico 
como iniciador. El ensayo se parô a diverses tiempos y se es
timé la longitud media de las cadenas poliadenîlicas sintetiza
das por el método descrito previamente. El nûmero de cadenas 
poliadenîlicas sintetizadas se calculô a partir de los datos 
de incorporaciôn total y de la longitud media de la cadena po
liadenîlica sintetizada en cada ensayo.



123

aumentar linealmente con el tiempo. El nûmero de cadenas aumen* 
tarîa muy râpidamente al comienzo de la reacciôn, puesto que la 
probabilidad de que cada molécula de enzima se uniera a una m o 
lécula de iniciador sin poliadenilar es muy grande al comienzo 
de la reacciôn y va disminuyendo a medida que el nûmero de molé
culas de iniciador poliadeniladas va aumentando, por lo que el 
nûmero de cadenas formados tenderâ a estabilizarse con el trans- 
curso de la reacciôn.

Lo mâs probable, a la vista de los resultados expérimenta
les, es que el mecanismo real sea intermedio entre los dos teô- 
ricos. Pudiera ser que cada molécula de enzima se una a una mo
lécula de iniciador y le anada de forma secuencial varias molé
culas de AMP, pero que este complejo sea inestable de forma que 
en cada ocasiôn sôlo se anadan unas pocas moléculas de AMP al 
iniciador. Esta hipôtesis explicarîa, por ejemplo, los datos 
obtenidos usando poli(A) como iniciador; si suponemos que en ca
da uniôn enzima-iniciador el primero anade un nûmero medio de 
4 moléculas de AMP al iniciador, cada cadena tenderîa a tener 
una longitud media de 4 adenosinas, el nûmero de cadenas irîa 
aumentando con el tiempo y en cambio la longitud de la cadena 
tiende a estabilizarse porque la probabilidad de que una molécu
la ya adenilada vuelva a adenilarse es baja, dado que hemos cal- 
culado que el percentage de moléculas de iniciador poliadenila
das por el enzima a los 30 minutos de incubaciôn es del 10% 
cuando se usa poli(A) como iniciador (suponiendo una longitud 
media de 100 adenosinas por molécula de âcido poliadenllico) y 
del 5% para el RNA de Tôrula (suponiendo una longitud media de 
100 nucleôtidos por cadena).

Es posible que la inestabilidad del complejo enzima-inicia
dor se deba a la inadecuaciôn de las condiciones de ensayo ex
périmentales, pero que en condiciones fisiolôgicas la estabili- 
dad sea mayor. Esto explicarîa el que "in vitro" se formen ca
denas poliadenîlicas mucho mâs cortas de las que existen en el
organisme (unas 10 adenosinas frente a 150-200).
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B.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD POLI(A) POLIMERASA DURANTE EL
DESARROLLO DE Artemia

1. Variaciôn cuantitativa de la actividad poli(A) 
polimerasa durante el desarrollo

Una vez expuestos los estudios que se han realizado sobre 
la caracterizaciôn de la actividad poli(A) polimerasa présente 
en embriones enquistados de Artemia, se describen en esta sec- 
ciôn los resultados obtenidos en el estudio de esta actividad 
durante el desarrollo posterior del embriôn.

En primer lugar se realizô un estudio para conocer la va
riaciôn de la actividad durante el desarrollo. Se cultivaron 
poblaciones sincronizadas de embriones, que se recogieron a dis- 
tintos tiempos, considerando como tiempo cero el momento en el 
que los quistes se incubaron a 30°C en el medio salino. En es
tas condiciones y con los lotes de quistes utilizados, la eclo- 
siôn tiene lugar hacia las 18 horas de incubaciôn.

Cuando la incubaciôn habîa de ser superior a las 4 0 horas, 
las nauplias fueron alimentadas con homogenados de algas desde 
el momento de la eclosiôn para evitar cualquier influencia del 
ayuno sobre los parâmetros bioquîmicos (Osuna y Sebastian, 19 80)

Las poblaciones de embriones y larvas se homogeneizaron y 
se determinô la actividad poli(A) polimerasa en las diferentes 
fracciones subcelulares.

La figura 23 muestra los niveles de actividad poli(A) poli
merasa en diferentes estadlos del desarrollo temprano. Se ob
serva un aumento de actividad enzimâtica en el momento de la 
eclosiôn de las nauplias. Este aumento va seguido de un descen- 
so en etapas posteriores, en las cuales los niveles de actividad 
enzimâtica por 10^ animales son inferiores a los encontrados en
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Figura 23. Niveles de actividad poli(A) polimerasa durante 
el desarrollo de Artemia

Embriones enquistados y nauplias de Artemia de diversas edades 
se homogenizaron y se obtuvieron las distintas fracciones sub
celulares. En cada fracciôn subcelular se determinô la activi
dad poli(A) polimerasa. En la grâfica se représenta la activi
dad total, obtenida como suma de las actividades présentes en 
las fracciones subcelulares.
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en los embriones en criptobiosis.

Una posible causa del descenso de actividad poli(A) polime
rasa podrîa deberse a la interferencia con el ensayo del enzima 
producida por la inducciôn de una actividad ribonucleâsica que 
tiene lugar a partir de la eclosiôn (Sebastian y Heredia, 1978). 
Sin embargo, hemos calculado que esta actividad darîa cuenta de 
la degradaciôn de menos de 10% del RNA iniciador présente en el 
ensayo, teniendo en cuenta los volûmenes de extracto ensayados 
para medir la actividad poli(A) polimerasa y la concentraciôn 
de RNA iniciador que se utiliza en el ensayo. Estos datos nos 
permiten afirmar que la inducciôn de dicha actividad ribonucleâ
sica no influye en las determinaciones de las actividades de la 
poli(A) polimerasa.

El descenso de los niveles de poli(A) polimerasa que se 
produce durante el période larvario temprano puede interpretar- 
se teniendo en cuenta que los embriones criptobiôticos presentan 
una actividad enzimâtica muy elevada en comparaciôn con otros 
sistemas animales (Winters y Edmonds, 1973 a; Niessing, 1975). 
Los niveles de actividad encontrados en los animales adultes, 
aunque inferiores a los de los quistes, son comparables a los de 
los sistemas animales antes mencionados.

La utilizaciôn de drogas que afectan a diferentes procesos 
bioquîmicos permite obtener una informaciôn preliminar sobre la 
importancia de estos procesos en la variaciôn del parâmetro ob- 
jeto de estudio. En este sentido, se ha demostrado la posibili- 
dad de utilizer Actinomicina D, alfa-amanitina y cicloheximida 
in vivo en cultivos de nauplias de Artemia (Cano y col., 1979; 
Quintanilla y Renart, 1980). Se han utilizado estas très dro
gas que afectan a los procesos de transcripciôn y traducciôn pa
ra conocer su efecto sobre el descenso de los niveles de la po
li (A) polimerasa en las primeras horas del desarrollo larvario.
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Se recogieron nauplias a las 4 horas de la eclosiôn (T22) 
y se incubaron en ausencia y presencia de 5 ^g/ml de alfa-amani- 
tina, 100 ^g/ml de actinomicina D y 50 ^g/ml de cicloheximida. 
Tras 6 horas de incubaciôn, las nauplias se recogieron y homoge
neizaron en tampôn BH. El homogenado se centrifugô a 15.000xg 
durante 20 minutos y se valorô la actividad poli(A) polimerasa 
en los correspondientes sobrenadantes. Ninguna de las drogas en 
las condiciones usadas en el ensayo de la poli(A) polimerasa 
afecta a la actividad enzimâtica.

La Tabla VIII muestra el efecto de las drogas sobre los ni
veles de actividad poli(A) polimerasa en el perîodo de seis ho
ras del tratamiento. Los cultivos contrôles muestran un descen
so de unas 65 unidades/10^ larvas como se habîa observado ante
riormente. Sin embargo, este descenso de niveles no se encuen- 
tra en los cultivos de nauplias incubados en presencia de un in
hibidor de la sîntesis de proteinas, como la cicloheximida. Los 
inhibidores de la transcripciôn a nivel de DNA y de la RNA poli
merasa II ensayados no parecen afectar cualitativamente al des
censo de los niveles, si bien parecen tener un efecto cuantita- 
tivo sobre este descenso.

Estos experimentos de ninguna manera tienen caracter con
clusive dado el nûmero de variables y parâmetros colaterales 
que pueden afectar estas drogas, asî como por la dificultad de 
una interpretaciôn correcta de estos efectos. No obstante, los 
resultados obtenidos son compatibles con que el descenso de ac
tividad poli(A) polimerasa después de la eclosiôn de las nau
plias requiere la existencia de sîntesis de proteina y no es 
ûnicamente consecuencia de un cese en la sîntesis del enzima.

El que el proceso no se afecte en la misma medida por inhi
bidores de la sîntesis protéica y de la sîntesis de RNA ( -ama- 
nitina y Actinomicina D) puede deberse a diferentes causas. Una 
posible explicaciôn es que los efectos derivados de una inhibi-
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TABLA VIII. EFECTO DE DIFERENTES INHIBIDORES SOBRE LOS NIVELES
DE ACTIVIDAD POLI(A) POLIMERASA EN NAUPLIAS DE
Artemia

Tratamiento Unidades/10^ nauplias Variaciôn
(unidades)

Control T 22 165

Control T^g 100 -65

Actinomicina D 115 -50

-Amanitina 134 -31

Cicloheximida 160 - 5
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ciôn de la sîntesis de RNA requieren para manifestarse un tiem
po mayor que las 6 horas de incubaciôn que se utilizaron en es
te experimento. El efecto parcial de inhibiciôn del descenso 
de la actividad enzimâtica que se observa con la alfa-amanitina 
parece apoyar esta hipôtesis.

Slater y col. (1978) han estudiado los niveles de actividad 
poli(A) polimerasa en huevos de erizo de mar y en etapas poste
riores de desarrollo del embriôn. Estos autores han descrito 
un descenso en los niveles de actividad poli(A) polimerasa entre 
el huevo y la etapa de cuatro células, cuya actividad es la mi- 
tad de la présente en el huevo. Este descenso de actividad no 
ocurre cuando los huevos se incuban tras su fertilizaciôn en 
presencia de un inhibidor de la sîntesis proteica como la heme- 
tina. Estos resultados indican la existencia de un control ne- 
gativo a nivel de traducciôn en los niveles de poli(A) polime
rasa después de la fertilizaciôn, siendo coincidentes con los 
resultados que hemos expuesto para el caso de Artemia.

2. Estudio de la localizaciôn subcelular de la actividad 
poli(A) polimerasa durante el desarrollo de Artemia

Dentro de este apartado se describen los estudios realiza
dos para conocer la distribuciôn subcelular de la actividad po
li (A) polimerasa durante el desarrollo postgastrular de Artemia 
El interés de este estudio es doble. Por una parte permite co
nocer si el aumento de actividad observado en nauplias recién 
eclosionadas es debido a un incremento global en la célula o al 
aumento en una determinada fracciôn subcelular y por otra parte 
permite conocer los posibles cambios en localizaciôn para poder 
profundizar en la funciôn fisiolôgica de la poli(A) polimerasa.

Embriones y larvas en diferentes estadîos del desarrollo 
fueron homogenizados en un homogenizador manual de vidrio con
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cinco volûmenes de un tampôn conteniendo Hepes 25 mM pH 7,5, 
ClgMg 5 mM, ClgCa 0,5 mM, sacarosa 0,3 M y Ficoll400 al 15%.
La obtenciôn de las fracciones subcelulares se realizô siguien- 
do la pauta descrita por Marco y col. (1980). Las correspon
dientes fracciones se resuspendieron en tampôn L y se utiliza
ron para determinar la actividad poli(A) polimerasa.

Independientemente del estadîo de desarrollo estudiado sô
lo se détecta actividad poli(A) polimerasa de forma significa- 
tiva en dos fracciones subcelulares, en la correspondiente a 
nûcleos y plaquetas de vitelo y en la fracciôn soluble o cito- 
sôlica.

La Tabla IX muestra la distribuciôn de la actividad poli(A) 
polimerasa entre la fracciôn particulada (nûcleos + plaquetas) 
y la fracciôn soluble.

La actividad poli(A) polimerasa aumenta cuatro veces en la 
fracciôn particulada durante el desarrollo embrionario post
gastrular. En contraste, el incremento de la fracciôn soluble 
llega al doble durante este mismo perîodo, A partir de la eclo
siôn se observa un descenso de la actividad en las dos fraccio
nes, pero manteniendo el mismo porcentaje de distribuciôn del 
50% de la actividad en cada una de las dos fracciones. Una in- 
teresante conclusiôn de estos estudios es que el incremento de 
actividad poli(A) polimerasa que tiene lugar durante el desa
rrollo embrionario postgastrular se debe fundamentalmente a un 
aumento del enzima en la fracciôn particulada. Es tambiên de 
destacar que las gâstrulas enquistadas contienen mâs del 70% 
del enzima en la fracciôn soluble.

La interpretaciôn de los datos de distribuciôn subcelular 
de la poli(A) polimerasa no es sencilla puesto que esta activi
dad puede estar implicada en distintos procesos de poliadenila- 
ciôn. Asî por ejemplo, se han descrito procesos de elongaciôn 
de la cadena poliadenîlica de mRNAs localizados en el citoplas-
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TABLA IX. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LA POLI(A) POLIMERASA 
DURANTE EL DESARROLLO TEMPRANO DE Artemia

Horas de Poli(A) polimerasa: Unidades/10 animales
desarrollo Fracciôn particulada Fracciôn

0 20 50

5 25 47
10 35 46

18 80 85
24 72 70
30 50 50
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ma (Dolecki y col., 1977; Wilt, 1977) y la sîntesis de la cadena 
poliadenîlica de mRNA que ocurre en el nûcleo de las células muy 
poco después de la sîntesis del mRNA (Weinberg, 1973; Nevins y 
Darnell, 1978). Por lo tanto es lôgico la presencia de esta ac
tividad enzimâtica tanto en el nûcleo de las células como en el 
citoplasma.

La presencia mayoritaria de la poli(A) polimerasa en la 
fracciôn soluble en los embriones puede interpretarse en rela- 
ciôn con los procesos de poliadenilaciôn que pueden tener lugar 
en los RNA mensajeros acumulados en el citoplasma y el manteni- 
miento de unos niveles relativamente altos de la actividad po- 
li(A) polimerasa citosôlica puede relacionarse con un intenso 
metabolismo de las cadenas poliadenîlicas de los RNAs mensaje
ros. Por otra parte, el aumento de actividad enzimâtica en la 
fracciôn particulada especialmente al final del perîodo embrio
nario postgastrular anterior a la eclosiôn de las nauplias pue
de estar relacionado con un intenso perîodo de transcripciôn y 
sîntesis de RNA mensajeros, lo que précisa de una intensa acti
vidad de poliadenilaciôn en el nûcleo. En este contexte debe 
senalarse que esta etapa del desarrollo se caracteriza por la 
existencia de una intensa morfogénesis y cambios estructurales 
en el embriôn para dar lugar a las larvas nadadoras.

El aumento de actividad poli(A) polimerasa durante el pe
rîodo embrionario postgastrular y la diferente localizaciôn 
subcelular de la actividad plantea el problema de si la activi
dad présente en las dos fracciones se debe a un mismo enzima o 
a dos isoenzimas diferentes. Para tratar de contester a este 
problema se han realizado una serie de estudios que se descri
ben en el apartado siguiente.
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3. Estudios comparatives de las poli(A) polimerasas pré
sentes en la fracciôn soluble y particulada de 
nauplias de Artemia

En algunos sistemas se ha descrito la existencia de distin
tos isoenzimas con actividad poli(A) polimerasa, y en algunos 
casos estos isoenzimas tienen diferente localizaciôn subcelular 
(Haff y Kelleer, 1975; Rose y Jacob, 1976 a; Rose y Jacob,
1976 b; Nevins y Joklik, 1977).

Nuestros estudios en quistes de Artemia no nos han permiti- 
do identificar mâs de una actividad enzimâtica en este sistema 
como se ha expuesto anteriormente. Sin embargo, la diferencia 
en el comportamiento de la actividad poli(A) polimerasa particu
lada y soluble durante el desarrollo plantea la posibilidad de 
que en las nauplias se hubiera inducido de forma diferencial un 
isoenzima présente en la fracciôn particulada, hipôtesis que 
justificarîa el aumento prépondérante de la actividad poli(A) 
polimerasa en esta fracciôn subcelular durante el perîodo de la 
eclosiôn.

3.a. Estudio de las propiedades de la actividad 
poli(A) polimerasa en extractos totales de 
nauplias

Como primer paso en el estudio de esta hipôtesis, se exami- 
naron algunas propiedades de la actividad poli(A) polimerasa 
présente en extractos totales de nauplias de 18 horas de desa
rrollo .

Para realizar estos estudios se homogenizaron las nauplias 
en un medio de alta fuerza iônica (Tampôn B H ) , el cual permite 
solubilizar la totalidad de la actividad poli(A) polimerasa, ob- 
teniêndose en el sobrenadante de la centrifugaciôn a 105.000xg
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durante 2 horas.

En este extracto soluble se estudiaron très propiedades: 
pH ôptimo de la actividad poli(A) polimerasa, sensibilidad tér- 
mica del enzima y su punto isoeléctrico. La figura 24 muestra 
la curva de actividad enzimâtica en funciôn del pH del medio de 
ensayo. Como puede verse, el enzima présenta un ûnico pH ôpti
mo, que es 8,5, el cual es idéntico al que présenta el enzima 
purificado de quistes. La curva de dependencia del pH es, por 
otra parte, bastante simétrica.

La figura 25 muestra la curva de sensibilidad térmica del 
enzima. El enzima se incubô a la temperatura indicada en cada 
caso durante 5 minutos, ensayândose a continuaciôn la actividad 
enzimâtica segûn lo descrito en Material y Métodos. Tampoco en 
este caso se présenta ninguna heterogeneidad en el comportamien
to de la actividad enzimâtica. Llama la atenciôn la gran sensi
bilidad del enzima a la temperatura, inactivândose en un 50% al 
icubar el extracto 5 minutos a 36°C. Estas incubaciones se hi- 
cieron en presencia del inhibidor de tripsina de la soja para 
evitar la degradaciôn del enzima por las proteasas présentes en 
las nauplias de Artemia (Osuna y col., 1977).

Por ûltimo, el extracto total de nauplias se sometiô a iso- 
electroenfoque en columna. El método experimental fué similar 
al empleado para el enzima parcialmente purificado de quistes y 
que se ha descrito anteriormente. Se sometieron a isoelectroen- 
foque 2 ml de extracto total, recogiéndose fracciones de 2 ml 
en las cuales se valorô la actividad poli(A) polimerasa en las 
condiciones descritas en Material y Métodos, utilizando como 
iniciador RNA de Tôrula o âcido poliadenllico. Los picos de ac
tividad con ambos iniciadores coincidieron. El resultado obte- 
nido utilizando poli(A) como iniciador es el que se muestra en 
la figura 26. La actividad poli(A) polimerasa présenta un ûni
co punto isoeléctrico, muy bien delimitado, que résulté ser de
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Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa de extractos tota
les de nauplias de 18 horas. Las condiciones de ensayo fue- 
ron las descritas en Material y Métodos excepto por el tampôn 
que fué sustituido por dos tampones a diferentes pHs:
Tris-CIH 100 mM (â ) y Glicina-NaOH, 100 mM ( A) .
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Figura 25. Sensibilidad térmica de la actividad poli(A) 
polimerasa de extractos de nauplias

Diversas alîcuotas de un extracto total de nauplias se incu- 
baron durante 5 minutes a diferentes temperatures. Al cabo 
de este tiempo las alîcuotas fueron enfriadas hasta 0°C y 
se ensayô su actividad poli(A) polimerasa en las condiciones 
descritas en Material y Métodos.
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Figura 26. Isoelectroenfoque de la actividad poli(A) polime
rasa de extractos de nauplias

Una alîcuota de 2 ml de un extracto total de nauplias fué so- 
metida a isoelectroenfoque en columna. Se utilizô una columna 
de 105 ml y un gradiente de sacarosa del 5 al 50%. Se utilizô
un afolito de pH 3 a 10, diluido al 2,5%. La columna se some-
tiô a una diferencia de potencial de 1.200 V durante 60 horas 
a 0°C. La columna se fraccionô por su parte inferior, reco- 
giéndose fracciones de 1,5 ml. En cada fracciôn se determine 
el pH ( O) y la actividad poli(A) polimerasa (# ).
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aproximadamente 6. Este punto isoeléctrico coincide con el de- 
terminado anteriormente para el enzima parcialmente purificado 
de quistes.

Se han estudiado también las propiedades cromatogrâficas 
de la actividad p o l i (A) polimerasa presente en los extractos to
tales. Estas propiedades son similares a las estudiadas para 
el enzima presente en quistes. As! por ejemplo, la actividad 
presente en nauplias no se retiene en las columnas de afinidad 
ensayadas, pero si lo hace en las de DEAE-celulosa y Bio-Rex.
La figura 27 muestra los perfiles de eluciôn de la actividad po
li (A) polimerasa en las columnas de DEAE-celulosa (panel supe
rior) y Bio-Rex (panel inferior). En este experimento se par
tie de 5 gramos de nauplias de 18 horas, las cuales fueron ho- 
mogeneizadas en tampôn BH. El extracto soluble se pasô a través 
de una columna de 20 ml de DEAE-celulosa, previa diâlisis tren
te a tampôn BL + CIK 10 mT4. Una vez aplicada la muestra, la co
lumna se lavô con 15 ml de tampôn BL + CIK 10 mM y se aplicô un 
gradiente de 50 por 50 ml de tampôn BL con ClK cuya concentra- 
ciôn variaba de 10 mM a 0,3 M. Se recogieron fracciones de 3 
ml en las cuales se valorô la actividad poli(A) polimerasa se- 
gûn el método descrito en Material y Métodos.

Las fracciones de la columna de DEAE-celulosa que tenîan 
actividad poli(A) polimerasa fueron recogidas, diluidas con 
tampôn BL hasta una concentraciôn de 20 mM de ClK y pasadas a 
través de una columna de 20 ml de Bio-Rex 70. Tras la aplica- 
ciôn de la muestra la columna se lavô con 25 ml de tampôn BL 
+ ClK 20 mM y se aplicô un gradiente de 50 por 50 ml de tampôn 
BL conteniendo ClK entre 20 mM y 0,5 mM. Se recogieron fraccio
nes de 3 ml y se valorô la actividad poli(A) polimerasa como en 
el caso anterior.

En ambas columnas la actividad poli(A) polimerasa se eluye 
en un solo pico de actividad, simétrico, sin que puedan identi- 
ficarse mas de un isoenzima diferente. Las propiedades croma-
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Figura 27. Cromatografîa en DEAE-celulosa (arriba) y
Bio-Rex 70 (abajo) de la poli(A) polimerasa de 
extractos totales de nauplias

Alîcuotas de extractos totales de nauplias fueron sometidas 
a cromatografîa de intercambio iônico en columnas de DEAE- 
celulosa y Bio-Rex 70 en las condiciones que se describen en 
el texto.
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togrâficas de esta actividad son, ademâs, muy similares a las 
de la actividad présente en quiste, eluyendo a una concentra
ciôn de ClK de 80 mM en el caso de la DEAE-celulosa y de 0,15 
-0,2 M en el caso del Bio-Rex.

En ninguno de los dos casos se eluyô mâs actividad poli(A) 
polimerasa lavando las columnas con tampôn BL con ClK 1 M.

Ninguna de las caracterîsticas générales estudiadas en ex
tractos totales de nauplias permite diferenciar mâs de un iso
enzima con actividad poli(A) polimerasa. En consecuencia, para 
profundizar mâs en este problema se ha realizado un estudio com
parative de los enzimas parcialmente purificados a partir de las 
fracciones particulada y soluble.

3.b . Purificaciôn parcial y caracterizaciôn de las
actividades poli(A) polimerasas présentes en las 
fracciones particuladas y solubles de nauplias

La purificaciôn parcial y caracterizaciôn de estas activi
dades ha tenido por objeto no sôlo estudiar la posible hetero- 
geneidad del enzima(s) présente en nauplias, sino también compa- 
rar la(s) actividad(es) présente(s) en nauplias con el enzima 
caracterizado en embriones enquistados.

3.b .1. Purificaciôn de la poli(A) polimerasa 
de nauplias

El esquema de purificaciôn de las poli(A) polimerasas de 
ambas fracciones subcelulares de nauplias es muy similar al se- 
guido en quistes y consta de très etapas: cromatografîa de in
tercambio iônico en DEAE-celulosa, precipitaciôn fraccionada 
con sulfato amônico y filtraciôn de Sephadex G-150.
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Se partiô de 50 gramos de nauplias de 18 horas, las cuales 
fueron homogenizadas en un Potter mecânico.

La fracciôn constituida por nûcleos y plaquetas de vitelo 
se resuspendiô en 50 ml de tampôn BH y se volviô a homogenizar 
en el Potter mecânico para solubilizar la actividad poli(A) po
limerasa. Posteriormente este homogenado se centrifugô a 
6.000xg durante 20 minutes; el sobrenadante de esta centrifuga- 
ciôn constituye la fracciôn particulada solubilizada, la cual 
contiene la totalidad de la actividad poli(A) polimerasa pré
sente originalmente en la fracciôn particulada.

El material de partida de las dos purificaciones fué: la
fracciôn particulada solubilizada dializada frente a tampôn BL 
+ ClK 10 mM y, por otra parte, la fracciôn soluble, dializada 
igualmente durante una noche frente a tampôn BL + ClK 10 mM. 
Ambas fracciones fueron sometidas al mismo proceso de purifica
ciôn, el cual constô de los siguientes très pasos:

1) Cromatografîa de intercambio iônico en DEAE-celulosa. 
Se utilizaron sendas columnas 50 ml de DEAE-celulosa equilibra- 
das con tampôn BL conteniendo 10 mM de ClK. Tras el paso de la 
muestra la columna se lavô con 25 ml de tampôn BL + ClK 10 mM, 
aplicândose a continuaciôn un gradiente de 75 x 75 ml de tampôn 
BL con ClK de 10 mM hasta 0,5 M. Se recogieron- fracciones de 3 
m l .

2) Precipitaciôn fraccionada con sulfato amônico. Las 
fracciones de la cromatografîa en DEAE-celulosa que tenîan acti
vidad poli(A) polimerasa fueron reunidas y se procediô a la pre
cipitaciôn fraccionada de las proteinas con sulfato amônico.
La mayor parte de la actividad poli(A) polimerasa, tanto de la 
fracciôn particulada como de la fracciôn soluble, se recuperô 
en la fracciôn de proteinas que precipitan entre el 45 y el 60% 
de saturaciôn de sulfato amônico. En los quistes la actividad
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p o l i (A) polimerasa précipita entre el 30 y el 45% de saturaciôn 
de sulfato amônico.

3) Gel-filtraciôn a través de Sephadex G-150. Se utilizô 
una columna de 90 x 1,5 cm de Sephadex G-150 equilibrada con 
tampôn BL al que se habîa suprimido el glicerol. Se recogieron 
fracciones de 2,5 ml, valorândose en ellas la actividad poli(A) 
polimerasa. Las fracciones que tenîan actividad fueron reuni
das y la proteina precipitada por adiciôn de sulfato amônico 
hasta un 75% de saturaciôn. El precipitado de proteinas fué 
posteriormente resuspendido en un pequeho volumen de tampôn BL, 
sin pérdida de actividad. Este paso de concentraciôn de la ac
tividad es necesario para los experimentos de caracterizaciôn 
del enzima.

Las Tablas X y XI muestran los resultados de la purifica
ciôn. Se consigne una purificaciôn de unas 70 veces para el en
zima soluble y unas 60 veces para el enzima particulado. El 
rendimiento es del 70% para el enzima soluble y de un 17% para 
el particulado, debido al bajo rendimiento de los dos ûltimos 
pasos de purificaciôn, la precipitaciôn con sulfato amônico y 
la cromatografla de gel filtraciôn. Cabe destacar el similar 
comportamiento de la actividad enzimâtica poli(A) polimerasa de 
ambas fracciones subcelulares a lo largo de todo el proceso de 
purificaciôn.

3.b .2. Caracterizaciôn de los enzimas parcial
mente purificados

Una vez purificada parcialmente la actividad poli(A) poli
merasa de ambas fracciones subcelulares, se realizaron diverses 
experimentos con el fin de conocer las caracterîsticas de ambas 
actividades. Las caracterîsticas estudiadas fueron las siguien
tes :
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a) Especificidad de metal divalente. El interés de este 
estudio se basa en que alguno de los isoenzimas descritos en 
otros sistemas difieren en el métal divalente con el que el en
zima présenta maxima actividad, asî por ejemplo en células Hela 
infectadas con virus Vaccinia, uno de los isoenzimas es estimu- 
lado por manganeso, pero no por magnesiô, mientras que los 
otros dos isoenzimas pueden ser estimulados por uno u otro me
tal (Nevins y Joklik, 1977). En la Tabla XII se présenta la ac
tividad obtenida con los enzimas parcialmente purificados de las 
fracciones particulada y soluble en presencia de los cloruros
de cuatro metales divalentes. Se presentan también los datos 
obtenidos con el enzima de embriones. Como puede verse, la de- 
pendencia de metales de ambas actividades es similar, presentan- 
do un mâximo de actividad en presencia de manganeso. Con magne- 
sio se obtiene entre un 6 y un 10% de la actividad con mangane
so. La actividad es prâcticamente indétectable en presencia de 
calcio. Por otra parte, este cuadro de especificidad es igual 
al que présenta la poli(A) polimerasa purificada de quistes.

b) Especificidad de sustrato. Las poli(A) polimerasas 
parcialmente purificadas se ensayaron en las condiciones descri
tas en Material y Métodos, con diferentes nucleôsidos o deoxi- 
nucleôsidos trifosfato. En todos los casos la concentraciôn en- 
sayada fué de 0,15 mM y el nucleôtido présente en el ensayo es- 
taba marcado radioactivamente con ^H, excepto el ITP que estaba 
marcado con ^^C. La Tabla XIII muestra los resultados obteni
dos, expresando la actividad enzimâtica observada en cada caso 
como el tanto por ciento que représenta con respecto a la acti
vidad con ATP como sustrato. Las fracciones purificadas a par
tir de ambas fracciones subcelulares presentan actividad poli
merasa ûnicamente con ATP y dATP como sustratos, siendo la acti
vidad con dATP un 4% con el enzima de la fracciôn soluble y un 
14% con él de la particulada. Estes datos son cualitativamente 
similares a los obtenidos con enzima parcialmente purificado de 
quistes, permitiéndonos descartar la posibilidad de que la
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TABLA XII. ESPECIFICIDAD DE METAL DE LAS POLI(A) POLIMERASAS
DE NAUPLIAS Y EMBRIONES DE Artemia

Métal
% Actividad poli(A) polimerasa 

Enzima de Nauplias Enzima de
Particulada Soluble Embriones

Manganeso
Magnesio

Cobalto

Calcio

100
10
7

< 1

100 
6 
6 

< 1

100
7

6

<  1
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TABLA XIII. ESPECIFICIDAD DE NUCLEOTIDOS DE LAS POLI(A)
POLIMERASAS DE NAUPLIAS DE Artemia

Nucleôtido % Actividad Poli(A) polimerasa 
Enzima Particulada Enzima Soluble

ATP 100 100
CTP < 1 < 1
GTP < 1 < 1
UTP < 1 < 1
ITP < 1 <1

dATP 14 4
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actividad purificada a partir de las dos fracciones correspon- 
diera a una t-RNA nucleotidil transferasa o a una homopolîmero 
polimerasa.

En cuanto a la actividad con dATP debe sehalarse las dife- 
rencias de tipo cuantitativo observadas. La actividad con dATP 
représenta el 14% de la obtenida con ATP para el enzima purifi
cado a partir de la fracciôn particulada de nauplias, el 4% pa
ra el purificado a partir de la fracciôn soluble de nauplias, y 
el 18% para el enzima purificado a partir de quistes.

c) Especificidad de iniciador. Otra de las caracterîsti
cas que diferencia entre sî los distintos isoenzimas de las cé
lulas HeLa infectadas por virus es su capacidad para utilizar 
diferentes moléculas de RNA como iniciadores. Uno de los isoen
zimas utiliza como iniciador RNA pero no âcido poliadenîlico, 
mientras que otros isoenzimas utilizan ambas moléculas como ini
ciadores (Nevins y Joklik, 1977). Iguales diferencias existen 
entre los isoenzimas de levadura (Haff y Keller, 1975) y nûcleos 
de hîgado de rata (Niessing, 1975).

La Tabla XIV muestra la especificidad de RNA iniciador de 
los enzimas parcialmente purificados. Las actividades purifica
das a partir de ambas fracciones subcelulares présenta los mis
mo s requerimientos en cuanto al iniciador. Ambas actividades 
reproducen, ademâs, una caracterîstica peculiar de la poli(A) 
polimerasa de quistes, presentan el mâximo de actividad con RNA 
de Tôrula y poli(A), y no tienen actividad con otros ribohomo- 
polîmeros, como el poli(C) y el poli(U).

se ha encontrado que las actividades relatives de la poli 
(A) polimerasa de ambas fracciones con RNA y poli(A) como ini
ciadores varîan con la concentraciôn de sulfato amônico présente 
en el ensayo. Los enzimas presentan un ôptimo de actividad a
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TABLA XIV. ESPECIFICIDAD DE RNA INICIADOR DE LAS POLI(A)
POLIMERASAS DE NAUPLIAS DE Artemia

RNA Iniciador % Actividad poli(A) polimerasa 
Enzima particulado Enzima soluble

RNA de Tôrula 100 100

poli(A) 52 54

poli(C) 8 3

poli(U) < 1 < 1
DNA cadena simple < 1 < 1
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una concentraciôn de 0,04 M de sulfato amônico, cuando se utili
za RNA de Tôrula como iniciador y de 0,08-0,1 M cuando se utili
za poli(A). Esto hace que la relaciôn de actividades cuando se 
utilizan como iniciadores RNA y poli(A) dependa de la concentra
ciôn de sulfato amônico en el medio de ensayo. La Tabla XV 
muestra la relaciôn de actividades con RNA y con poli(A) como 
iniciador para los enzimas purificados a partir de las fraccio
nes particulada y soluble de nauplias. El efecto del sulfato 
amônico es igual para las actividades purificadas a partir de 
estas fracciones. Este efecto del sulfato amônico hace que la 
relaciôn de actividad con RNA y poli(A) de una preparaciôn de 
enzima dependa de la concentraciôn de s a l , pudiendo variar, 
sobre todo en las fracciones résultantes de una precipitaciôn 
con sulfato amônico.

d) Dependencia de la actividad enzimâtica con la cantidad 
de enzima présente en el ensayo. En la poli(A) purificada a 
partir de quistes se pudo observer que la actividad enzimâtica 
detectada no era linealmente proporcional a la cantidad de enzi
ma présente en el ensayo, fenômeno que sôlo se présenta a partir 
de cierto paso de purificaciôn del enzima (la precipitaciôn 
fraccionada con sulfato amônico). En las actividades poli(A) 
polimerasa purificadas a partir de nauplias ocurre el mismo fe
nômeno a partir del paso de precipitaciôn fraccionada con sul
fato amônico. La actividad enzimâtica no es directamente- pro
porcional a la cantidad de enzima présente en el ensayo. La 
figura 28 muestra el efecto de la cantidad de enzima sobre la 
actividad de los enzimas parcialmente purificados a partir de 
las fracciones particulada y soluble de nauplias.

e ) Efecto de la concentraciôn de sustrato sobre la acti
vidad enzimâtica. Como se ha expuesto anteriormente, la poli(A) 
polimerasa de quistes présenta un efecto de inhibiciôn por sus-
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TABLA XV. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SULFATO AMONICO SOBRE
LA RELACION DE ACTIVIDADES DE LAS POLI(A) POLIMERASAS 
DE NAUPLIAS CON RNA Y POLI(A) COMO INICIADORES

Sulfato amônico 
(mM)

Relaciôn de actividad 
Enzima particulado

con RNA/poli(A) 
Enzima soluble

0 2,0 2,4

30 1,5 1,4
60 0,8 1,2

100 0,4 0,7

150 0,3 0,8
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Figura 2 8 . Efecto de la cantidad de enzima sobre la actividad 
poli(A) polimerasa de nauplias

Se ensayô la actividad de diversas cantidades de poli(A) poli
merasa parcialmente purificada a partir de las fracciones par
ticulada (A ) Y soluble (À) de nauplias de Artemia. Los en- 
sayos se realizaron en las condiciones descritas en Material y 
Métodos durante 30 minutes.
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trato, efecto que parece ser debido a que el sustrato (ATP) pue
de ocupar el sitio de interacciôn del iniciador con el enzima. 
Hemos investigado si los enzimas purificados a partir de nau
plias presentaban también esta propiedad. La figura 29 muestra 
las grâficas obtenidas al estudiar el efecto de la concentra
ciôn de ATP sobre la actividad p o l i (A) polimerasa de ambas frac
ciones. En ambos casos se présenta el fenômeno de inhibiciôn 
por sustrato. Por otra parte, a partir de estas grâficas es po
sible determinar las constantes de Michaelis para ambas activi
dades, siendo de 4 0 para el enzima soluble y de 6 0 para 
el particulado.

Con el fin de estudiar mâs detalladamente el efecto de in
hibiciôn por sustrato, se ha efectuado los correspondientes re- 
presentaciones de Hill. Los resultados obtenidos con el enzima 
soluble y particulado se muestran en la figura 30. A partir de 
estos datos se pudo determinar una constante de inhibiciôn de 
1 mM para el enzima particulado, siendo la pendiente de la rec
ta de 1,1, lo cual viene a indicar que no existe cooperatividad 
en la inhibiciôn. Para el enzima soluble la constante de inhi
biciôn es también de 1 mM y la pendiente de la recta de 1,2, 
por lo que se concluye que tampoco existe cooperatividad en la 
inhibiciôn. La inhibiciôn, en ambos casos, se ajusta a un modè
le no cooperative. Todos estos datos son coincidences con los 
que se dedujeron para el enzima purificado a partir de quistes.

f) Longitud de la cadena poliadenilica sintetizada. Se 
ha estudiado la longitud de la cadena poliadenilica sintetiza
da por los enzimas purificados a partir de las fracciones parti
culada y soluble de quistes. Este estudio se ha hecho en pre
sencia de dos iniciadores, RNA de Tôrula y poli(A). Las incuba- 
ciones fueron de 30 minutes, al cabo de los cuales las mezclas 
de ensayo se sometieron a hidrôlisis alcalina, siendo posterior
mente neutralizadas las muestras y separados sus componentes por
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Figura 29 ♦ Efecto de la concentraciôn de ATP sobre la acti
vidad poli(A) polimerasa de nauplias

Se ensayô el efecto de diferentes concentraciones de ATP sobre 
la actividad poli(A) polimerasa de nauplias. Se emplearon 
preparaciones de enzima parcialmente purificado a partir de 
las fracciones particulada (^ ) y soluble (4 ). Se utilizô 
RNA de Tôrula como iniciador. La concentraciôn de C l 2Mn en 
cada ensayo fué 2 mM por encima de la concentraciôn de ATP.
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cromatografla de capa fina en PEI-celulosa, tal como se ha des
crito en Material y Métodos. A partir de los datos de radioac- 
tividad en adenosina y adenosina monofosfato se pudo calculer 
la longitud de la cadena poliadenilica sintetizada. Para el en
zima purificado a partir de la fracciôn particulada la longitud 
fué de 4 nucleôtidos, tanto con RNA como con poli(A) como ini
ciadores. Para el enzima purificado a partir de la fracciôn so
luble la longitud fué de 6 nucleôtidos cuando se utilizô RNA co
mo iniciador y de 4 nucleôtidos cuando se utilizô poli(A). Es
tos datos indican que el tamano de las cadenas de poli(A) son 
esencialmente los mismos para los enzimas purificados de las 
fracciones particuladas y solubles de nauplias y para el enzima 
purificado de quistes.

Como resumen de los estudios de heterogeneidad de la acti
vidad poli(A) polimerasa présente en nauplias de Artemia, se 
puede concluir que la mayorîa de los datos obtenidos nos mues
tra que la actividad se comporta de forma homogénea, tanto en 
las propiedades générales de los extractos totales, como en las 
propiedades enzimâticas de los enzimas purificados a partir de 
las fracciones subcelulares particulada y soluble. Solamente 
hemos encontrado pequehas diferencias en la capacidad de utili- 
zaciôn del dATP como sustrato. Creemos que estas diferencias no 
son significativas frente al resto de las propiedades estudia
das, siendo ademâs diferencias pequehas, que lo mâs probable se 
deban a errores expérimentales. Por lo tanto, hemos de concluir 
que no tenemos ningûn dato que nos permita afirmar la existencia 
de diferentes enzimas con actividad poli(A) polimerasa en Arte
mia , sin que esto quiera decir que podamos excluir dicha posibi
lidad, puês pudiera ser que existieran diferentes isoenzimas 
con propiedades muy parecidas, o bien que en el proceso de puri
ficaciôn de la actividad poli(A) polimerasa se haya perdido uno 
de los isoenzimas, posibilidad que debe considerarse a la vista 
del bajo rendimiento del proceso de purificaciôn de la actividad 
procédante de la fracciôn particulada.
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Por otra parte, las propiedades descritas para los enzimas 
purificados a partir de nauplias coinciden con las expuestas pa
ra el enzima parcialmente purificado a partir de quistes.
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METABOLISMO DEL ACIDO POLIADENILICO DURANTE EL 
DESARROLLO EMBRIONARIO DE Artemia

Una vez conocidas algunas de las propiedades mâs significa
tives de la actividad poli(A) polimerasa, tanto en embriones en
quistados como en las etapas posteriores de diferenciaciôn de 
Artemia, se ha considerado de interés el estudio del papel fi- 
siolôgico que desempehaban los procesos de poliadenilaciôn du
rante la activaciôn y el subsiguiente desarrollo embrionario.

Como se ha sehalado en la introducciôn, el papel fisiolôgi- 
co que se le supone a las poli(A) polimerasas es la sîntesis de 
la cola de âcido poliadenîlico présente en el extremo 3' de 
gran parte de los RNAs mensajeros. En consecuencia, el estudio 
de la funciôn fisiolôgica de las poli(A) polimerasas requiere 
un conocimiento previo del metabolismo de estos segmentos poli- 
adenîlicos, producto de la actividad del enzima. Se ha investi
gado la distribuciôn subcelular del âcido poliadenîlico en los 
embriones enquistados, su asociaciôn a otros componentes bioquî- 
micos y su variaciôn durante el desarrollo embrionario postgas- 
trular.

1.- Cuantificaciôn y distribuciôn subcelular del âcido 
poliadenîlico en embriones enquistados de Artemia

La existencia de RNA poliadenilado en embriones enquista
dos de Artemia ha sido previamente puesto de manifiesto por di
ferentes autores (Grosfeld y Littauer, 1975; Felicetti y col., 
1975; Nilsson y Hultin, 1975).

El estudio de la cuantificaciôn y distribuciôn del âcido 
poliadenîlico se ha realizado tras la homogenizaciôn de los em
briones y posterior centrifugaciôn diferencial para obtener las
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diferentes fracciones celulares. Los quistes se trataron con 
hipoclorito sôdico al 5% y se homogenizaron en tampôn BSM como 
se describe en Material y Métodos. Se obtuvieron très fraccio
nes, la fracciôn nûcleo-plaquetaria, la fracciôn de membranas y 
mitocondrias, y la fracciôn posmitocondrial compuesta por el ci- 
tosol y la fracciôn microsomal.

Las fracciones de nûcleos+plaquetas y mitocondrias+membra- 
nas fueron resuspendidas en 10 ml del tampôn BSM. A las très 
fracciones subcelulares se les ahadiô dodecil sulfato sôdico 
hasta alcanzar una concentraciôn del 0,5% (peso/volumen) y fue
ron sometidas a tratamiento con 0,5 volûmenes de fenol saturado 
en 0,2 M Tris. Se agitaron 5 minutes y se ahadieron otros 0,5 
volûmenes de cloroformo-alcohol isoamîlico (25:1) con el fin 
de extraer los âcidos nucleicos de estas fracciones, tal como 
se ha descrito en Material y Métodos. Una vex extraidos los 
âcidos nucleicos se valorô la cantidad de DNA por el método 
fluorométrico del âcido diamino benzôico, el poli(A) por hibri- 
daciôn con poli(U) tritiado y el RNA por absorciôn ôptica a 257 
nm.

La Tabla XVI muestra el resultado de estos experimentos.
El âcido poliadenîlico se encuentra en las très fracciones ex- 
traidas. La mayorîa del poli(A) se encuentra en la fracciôn de 
mitocondrias y membranas, donde a su vez représenta el 1,6 °/oo 
del RNA de esta fracciôn y en la fracciôn posmitocondrial, donde 
estâ el 36% del poli(A) y représenta el 0,6 °/oo del RNA de es
ta fracciôn. La fracciôn de nûcleos y plaquetas de vitelo con
tiene también una cantidad importante de poli(A) que représenta 
el 26% del total.

La suma de las cantidades de âcido poliadenîlico présentes 
en las très fracciones indica la existencia de 2,3 ^ g  de poli 
(A) en 10^ embriones enquistados de Artemia. Este poli(A) re
présenta el 0,8 °/oo del total de RNA de los quistes.
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TABLA XVI. DISTRIBUCION SUBCELULAR DE LOS ACIDOS NUCLEICOS 
EN EMBRIONES ENQUISTADOS DE Artemia

poli(A) RNA DNA
Fraccion_______  ^^g/lQ^ % mg/10^ % mg/10^ %

Nûcleos y
plaquetas de vitelo 0,55 25 0,87 30 0,99 91

Mitocondrias y
membranas 0,91 40 0,58 20 0,09 8

Postmitocondrial 0,82 36 1,45 50 0,006 0,5
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La cantidad total del RNA y DNA présente en los embriones 
enquistados e hidratados pero que no han reiniciado todavîa su 
desarrollo postgastrular coincide con la determinada por otros 
autores (Renart, 1975 ; Clegg, 1978), lo que indica una eficien- 
te recuperaciôn.

Como control de la contaminaciôn de las fracciones celula- 
res se determinaron la cantidad de DNA présente en las diferen- 
tes fracciones. Como se muestra en la Tabla XVI, el 91% del 
DNA se localiza en la fracciôn de nûcleos y plaquetas de vitelo 
y solamente un 8% en la fracciôn de mitocondrias y membranas.
Por otra parte, para estudiar la posible contaminaciôn de las 
diferentes fracciones por plaquetas de vitelo, se realizô una 
electroforesis en geles y el 7% de poliacrilamida de alîcuotas 
de las fracciones. El resultado de la electroforesis se mues
tra en la figura 31. Se observan muy pocas proteinas comunes 
a las diferentes fracciones y concretamente, las proteinas ca- 
racterîsticas de plaquetas, muy mayoritariamente en el embriôn 
enquistado, sôlo se pueden ver en cantidad importante en la 
fracciôn de nûcleos y plaquetas. Estas proteinas plaquetarias 
corresponden a las subunidades de la fosfovitelina, que han sido 
descritas por Chaffoy y Kondo (1980). Como conclusiôn de los 
estudios de contaminaciôn de fracciones, podemos decir que esta 
es minima, probablemente menor del 10%.

Los resultados obtenidos sobre la distribuciôn subcelular 
del âcido poliadenîlico no han sido descritos previamente en 
quistes de Artemia. Sin embargo esta de acuerdo con los datos 
publicados sobre la existencia de RNA poliadenilados en la frac
ciôn de membranas (Simons y col., 1978) y en la fracciôn postmi
tocondrial (Nilsson y Hultin, 1975; Amaldi y col., 1977; Slegers 
y Kondo, 1977).

Debe sehalarse que el estudio del poli(A) présente en los 
embriones sirve también para conocer la distribuciôn del RNA



162

•igura 31. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las frac
ciones subcelulares de embriones criptobioticos de 
Artemia

imbriones de Artemia fueron homogenizados y se separaron las 
iiferentes fracciones subcelulares. Alicuotas de estas fracciones 
e sometieron a electroforesis en un gel en plaça de poliacrilma- 
.a al 7%. Se obtuvieron très fracciones celulares: nûcleos + 
ilaquetas de vitelo (muestra c), membranas + mitocondrias (mu- 
•stra d) y posmitocondrial (muestra e). Se utilizaron proteinas 
larcadoras de pesos moleculares: 330000, 68000, 60000 y 36000 
muestra a) y de 94000, 68000, 43000 y 30000 (muestra b)
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mensajero poliadenilado. De hecho, el p o l i (A) puede utilizarse 
como un marcador de este tipo de RNAs mensajeros.

La Tabla XVI muestra que casi el 25% del p o l i (A) se encuen- 
tra en la fracciôn de nûcleos y plaquetas. Es évidente que el 
RNA poliadenilado présente en esta fracciôn tiene un notable in- 
terés. Sin embargo, las dificultades metodolôgicas para esta- 
blecer una concreta identificaciôn y caracterizaciôn del poli(A) 
y de los otros componentes bioquimicos asociados a este poli(A) 
en esta fracciôn hai aconsejado el centrer los estudios posterio- 
res en las otras dos fracciones que en su conjunto contienen el 
75% del poli(A) présente en los quistes de Artemia.

2. Asociaciôn del âcido poliadenîlico con proteinas 
formando complejos ribonucleoprotéicos

Es conocido el hecho de que el RNA mensajero se encuentra 
en la célula asociada a proteinas formando complejos ribonucleo- 
protêicos. Existen diferentes métodos para demostrar la exis
tencia de estes complejos. Uno de ellos es examiner la conducta 
del RNA en gradientes para establecer las correspondientes den- 
sidades de flotaciôn.

Las fracciones subcelulares compuestas de mitocondrias y 
membranas y la fracciôn postmitocondrial se sometieron a una cen- 
trifugaciôn isopîcnica en gradientes de sacarosa. La fracciôn 
mitocondrial y de membranas se tratô previamente con el deter- 
gente Tritôn X-100 para separar los complejos ribonucleoprotéi
cos de las membranas con las que estân asociados (ver mûs ade- 
lante).

El gradiente se formô con très capas de sacarosa en tampôn 
Tris-CIH 30 mM, pH 7,6, CIK 100 mM, Cl 2Mg 5 mM, cuyas concentra- 
ciones respectivas son 94%, 62% y 34% (proporciôn peso/volumen) .
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La muestra era de 3 ml de la correspondiente fracciôn subcelu
lar.

Los gradientes se centrifugaron en el rotor SW-40 Ti a 
35.000 rpm (150.000xg) durante 90 horas. Se recogieron fraccio
nes de 0,4 ml. Cada fracciôn fuê precipitada con 2 volûmenes 
de etanol. El precipitado fuê resuspendido y el RNA extraido 
por fenolizaciôn, como se ha descrito en Materiales y Métodos. 
En cada fracciôn se determinô la cantidad de poli(A) por hibri- 
daciôn con poli(U) tritiado. La concentraciôn de sacarosa de 
cada fracciôn se calculô por mediciôn del indice de refracciôn 
a 20° C. En la figura 32 se muestra la distribuciôn del âcido 
poliadenîlico en los gradientes correspondientes a las fraccio
nes postmitocondrial (panel superior) y la de mitocondrias y 
membranas (panel inferior). El poli(A) de la fracciôn postmi
tocondrial présenta una densidad de flotaciôn en sacarosa de 
1,29Y Gl de la fracciôn de mitocondrias y membranas de 1,25. 
Estos datos demuestran que en ambas fracciones subcelulares el 
âcido poliadenîlico se encuentra asociado con proteinas forman
do complejos de ribonucleoproteina. Las densidades de flota
ciôn obtenidas se corresponden con las partîculas que contienen 
RNA mensajeros poliadenilados descritas por Slegers y Kondo 
(1977) y Simons y col. (1978).

Con objeto de estudiar la posible asociaciôn de la poli(A) 
polimerasa con estas partîculas se procediô a medir la activi- 
dad enzimâtica en las diferentes fracciones del gradiente iso- 
pîcnico de la fracciôn postmitocondrial. El resultado de este 
experimento se muestra en la figura 33. Puede concluirse que 
la mayor parte de la actividad poli(A) polimerasa no estâ aso
ciada con los complejos ribonucleoprotéicos que contiene el po
li (A). Sin embargo, no puede excluirse que una parte minorita- 
ria de la actividad puede estar unida a los mismos. El posible 
significado de esta actividad asociada se discutirâ mâs adelan- 
te al tratar sobre los posibles mecanismos de activaciôn de las
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Figura 32. Determinaciôn de la densidad de flotaciôn en saca
rosa de los componentes poliadenilados présentes 
en las fracciones subcelulares de embriones enquis
tados

Alîcuotas de 3 ml de las fracciones postmitocondrial (panel su
perior) y de mitocondrias y membranas (panel inferior) fueron 
sometidas a centrifugaciôn en gradientes isopîcnicos de sacaro
sa. Los gradientes constaban de très capas de sacarosa al 94, 
62 y 34% (peso/volumen). Se centrifugaron en un rotor SW 40Ti 
a 35.000 rpm, 90 horas a 2°C. Se recogieron alîcuotas de 0,4 
ml. El RNA de cada fracciôn se extrajo por fenolizaciôn y la 
cantidad de poli(A) se determinô por hibridaciôn con H-poli(U)
(#) .  Densidad del gradiente (O ) •
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Figura 3 3 . Distribuciôn de la actividad poli(A) polimerasa 
en gradientes isopîcnicos de sacarosa de la 
fracciôn postmitocondrial

Una alîcuota de 3 ml de la fracciôn postmitocondrial de embrio
nes enquistados se sometiô a centrifugaciôn isopîcnica en gra
dientes de sacarosa. El gradiente constata de très capas de 
sacarosa al 94, 62 y 34% (peso/volumen) y se centrifugô en un 
rotor SW 40Ti a 35.000 rpm durante 90 horas a 2°C. Se reco
gieron alîcuotas de 0,4 ml en las que se determinô la activi
dad poli(A) polimerasa (•) y la densidad de la fracciôn ( û )• 
El RNA de cada fracciôn se extrajo por fenolizaciôn* cuantifi- 
cândose la cantidad de poli(A) por hibridaciôn con H-poli(U)
( O  ) .
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partîculas que contienen los RNA mensajeros poliadenilados

3. Variaciôn en la cantidad de âcido poliadenîlico y en su 
localizaciôn subcelular durante el desarrollo embriona- 
rio de Artemia

Una vez definidos algunos parâmetros sobre el âcido poli
adenîlico présente en los embriones enquistados, se ha estudiado 
sus variaciones desde el momento de la activaciôn de los embrio
nes hasta la eclosiôn de las nauplias.

Se obtuvieron embriones en diferentes estadîos de diferen- 
ciaciôn y nauplias recién eclosionadas. Cada muestra fuê homo- 
genizada y se obtuvieron las correspondientes fracciones subce
lulares. Las muestras de embriones anteriores a la eclosiôn se 
trataron con hipoclorito sôdico al 5% previo a la homogeniza- 
ciôn.

Se exponen en primer lugar los datos correspondientes a la 
cantidad de âcido poliadenîlico présente en el homogenado total 
de los embriones. La variaciôn de la cantidad de poli(A) por 
cada 100.000 embriones se muestra en la Tabla XVII. Se observa 
que la cantidad de poli(A) pasa de 2,9 ywg/10^ embriones en
quistes a 11 y^g/lO^ embriones en nauplias, lo cual supone un in- 
cremento de casi cuatro veces. Este aumento no es un fenômeno 
asociado con la eclosiôn de las nauplias, puesto que se observa 
a todo lo largo de la embriogénesis postgastrular, siendo ya 
significativo a las pocas horas de la activaciôn del desarrollo 
en los embriones. Por otra parte, este aumento de poli(A) es un 
aumento neto por cêlula, puesto que como ya hemos indicado ante- 
riormente durante este perîodo de desarrollo no existe aumento 
en el nûmero de células. Estos datos globales no permiten cono
cer si el aumento en el poli(A) se manifiesta en todas las célu
las del embriôn o es exclusive de algunos tipos de células que 
se diferencian durante la organogénesis. Si esto es asî, el
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TABLA XVII. VARIACION DEL CONTENIDO EN POLI(A) DURANTE EL 
DESARROLLO EMBRIONARIO DE Artemia

Horas de desarrollo poli(A)/10^ embriones

Embriones criptobiôticos (To) 2,9

5 horas (T5) 4,7

11 horas (Tll) 9,8

18 horas (T18, nauplias recién
eclosionadas) 11,0
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aumento del poli(A) en estas células podrîa ser muy superior a 
las cuatro veces que se han calculado como media para todo el 
organisme.

Un interesante problema que plantea este aumento en la can
tidad de poli(A) durante el desarrollo de Artemia es si este au
mento se debe a un aumento global de la cantidad de RNA mensaje
ro poliadenilado, a un aumento de la longitud de la cadena del 
poli(A) preexistente o a ambos fenômenos.

En relaciôn con el aumento en poli(A) durante el desarrollo 
de Artemia puede sehalarse que en otros sistemas como el erizo 
de mar y la estrella de mar también se ha encontrado un aumento 
en la cantidad de poli(A), especialmente tras la fecundaciôn y 
activaciôn del proceso de desarrollo (Slater y Slater, 1974; 
Wilt, 1977; Jeffery, 1977).

La Tabla XVIII muestra la distribuciôn del poli(A) en cada 
una de las fracciones subcelulares para embriones de distintas 
edades. En este caso la fracciôn postmitocondrial se sometiô a 
una centrifugaciôn de lOS.OOOxg durante 2 horas con el fin de 
separar la fracciôn microsomal y el citosol.

El primer dato que interesa comentar es el aumento de la 
cantidad de poli(A) présente en la fracciôn microsomal, aumento 
que ya es patente a las 5 horas de desarrollo del quiste y que 
continua en etapas posteriores, hasta llegar a ser unas diez ve
ces mayor en nauplias recién eclosionadas respecto al présente 
en los embriones en estado criptobiôtico. Este aumento en la 
fracciôn microsomal puede reflejar la incorporaciôn del RNA men
sajero poliadenilado al proceso de sintesis proteica que se rea- 
nuda muy poco después de la activaciôn del quiste (Amaldi y col. 
1977) .
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TABLA XVIII. DISTRIBUCION SUBCELULAR DEL POLI(A) DURANTE 
EL DESARROLLO EMBRIONARIO DE Artemia

Fracciôn
yü g poli (A) / 10 embriones 
TO T5 Tll T18

Nûcleos y plaquetas 
de vitelo 0,69 1,3 3,1 3,08

Mitocondrias y 
membranas 1,16 0,2 0,7 2,97

Microsomal 0,40 2,3 4,6 4,51

Citosol 0,64 0,8 1,4 0,44
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El segundo dato es la disminuciôn de la cantidad de âcido 
poliadenîlico en la fracciôn de mitocondrias y membranas entre 
las 0 y las 5 horas. Esta disminuciôn puede corresponder a la 
incorporaciôn de RNA poliadenilado, que estarîa almacenado en la 
fracciôn de mitocondrias y membranas de quistes a los polisomas. 
Se tratarîa en consecuencia de un proceso de movilizaciôn del 
RNA mensajero asociado a estas fracciones particuladas para su 
traducciôn. Estos datos sugieren que la sîntesis de proteinas 
en las primeras horas tras la reiniciaciôn del desarrollo se 
realizarîa utilizando los RNA mensajeros acumulados en las par
tîculas asociadas a las fracciones de membranas. El posterior 
aumento de la cantidad de âcido poliadenîlico présente en esta 
fracciôn en nauplias puede corresponder a la fracciôn de poliso
mas asociados a membranas y que son responsables de la sîntesis,
entre otras, de proteinas de excreciôn.

Un tercer hecho es el aumento de mâs de 4 veces en la can
tidad de âcido poliadenîlico asociado a la fracciôn de nûcleos 
y plaquetas. Este dato puede interpretarse como consecuencia
del inicio de la sîntesis de âcido poliadenîlico en el nûcleo,
como consecuencia de la reanudaciôn de la transcripciôn de nue- 
vos RNA mensajeros y de su procesamiento. Este dato apoya, a 
su vez, a los datos presentados anteriormente acerca del aumen
to de la actividad poli(A) polimerasa en la fracciôn de nûcleos 
y plaquetas entre las 0 y las 18 horas de desarrollo de los 
quistes.

Por ûltimo nos queda considerar la fracciôn citosôlica. La 
cantidad de poli(A) aumenta ligeramente en esta fracciôn durante 
el desarrollo. Este dato irîa en contra de la hipôtesis, gene- 
ralmente aceptada, de que el RNA poliadenilado présente en esta 
fracciôn en los quistes corresponde a formas de réserva, las 
cuales serîan posteriormente movilizadas hacia la fracciôn poli- 
somal en las primeras etapas de la reiniciaciôn del desarrollo. 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que los datos sobre el
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p o l i (A) no nos dan informaciôn sobre la naturaleza de las se- 
cuencias de RNA a las que se encuentran asociadas. En conse
cuencia, la constancia en la cantidad de poli(A) no es incompa
tible con un continuo cambio en los tipos de RNA mensajeros, los 
cuales podrîan movilizarse hacia la fracciôn microsomal para su 
traducciôn y ser sustituidos por otros RNAs transcritos de novo. 
De hecho, todas las células metabolicamente activas contienen 
un porcentaje de RNA poliadenilado en la fracciôn citosôlica 
formando partîculas ribonucleoprotéicas. Parte de estas partî
culas cumplen funciones de réserva y son posteriormente incorpo
rates a polisomas y otras partîculas representan formas inacti
ves de mRNAs, cuyo significado biolôgico no se conoce enteramen- 
te. En el caso de Artemia, serîa necesario realizar un estudio 
de las secuencias de RNA poliadenilado présentes en el citosol 
en diferentes estadîos del desarrollo para conocer el grade de 
homologîa y, en consecuencia, de recambio y de movilizaciôn de 
estos mRNAs poliadenilados.

Los estudios realizados y descritos en este apartado permi
ten obtener informaciôn sobre el métabolisme del poli(A) y del 
RNA mensajero durante la embriogénesis de Artemia. Por una par
te, el aumento neto del poli(A) puede correlacionarse con el au
mento en actividad poli(A) polimerasa y permite plantear el in
teresante problema de la relaciôn entre el incremento de poli(A) 
y la activaciôn de los RNA mensajeros y de la sîntesis de prote
inas. Por otra parte, y utilizando el poli(A) como un paramètre 
bioquîmico del RNA mensajero, los datos obtenidos permiten obte
ner conclusiones sobre el metabolismo del RNA mensajero, tanto en 
cuanto a su transcripciôn (aumento del poli(A) nuclear) como a 
su movilizaciôn y participaciôn en polisomas para su traducciôn. 
Volviendo al tema de la activaciôn de los RNA mensajeros almace- 
nados, es interesante constatar que no sôlo en Artemia, sino 
también en otros sistemas biolôgicos se ha encontrado unacierta 
correlaciôn entre la poliadenilaciôn y la activaciôn de la sîn
tesis de proteinas. Estos datos permiten postular la hipôtesis
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de que la poliadenilaciôn de los RNA almacenados mediante la 
elongaciôn de sus cadenas de poli(A) preexistentes podrîa ser 
uno de los posibles mecanismos implicados en la activaciôn de 
estos mRNAs, que se encuentran como se ha demostrado anterior- 
mente asociados a proteinas formando complejos o partîculas ri- 
bonucleprotéicos. Una de las predicciones de la hipôtesis enun- 
ciada es que las partîculas ribonucleoproteîcas conteniendo el 
RNA mensajero poliadenilado deberîan ser sustrato de la poli(A) 
polimerasa. Por ello, nos propusimos abordar este problema me 
diante el estudio de la poliadenilaciôn in vitro de los comple
jos. Previamente se realizaron unos estudios para la purifica
ciôn asî como la caracterizaciôn de estos complejos o partîcu
las. Los resultados obtenidos se describen en el apartado si- 
guiente.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LOS COMPLEJOS RIBO- 
NUCLEPRQTEICOS CON CONTIENEN ACIDO POLIADENILICO PRE- 
SENTES EN EMBRIONES ENQUISTADOS DE Artemia

El primer paso en el estudio de los complejos ribonucleo- 
proteicos (RNPs) fue su purificaciôn a partir de embriones en
quistados de Artemia. Slegers y col. (1977, 1979) han publicado 
una caracterizaciôn parcial de los RNPs présentes en la fracciôn 
postmitocondrial. Sin embargo, los complejos présentes en la 
fracciôn de mitocondrias y membranas puestos de manifiesto por 
Simons y col. (1978) no se han purificado previamente.

1. Solubilizaciôn de los complejos ribonucleoprotéicos
asociados a la fracciôn subcelular compuesta por mito
condrias y membranas

El primer problema en la purificaciôn de los complejos ri- 
bonucleoproteicos asociados a esta fracciôn es su solubiliza
ciôn. Se realizaron varias pruebas con el objeto de lograr una 
solubilizaciôn selectiva de estos complejos. La metodologîa em- 
pleada consistiô en resuspender la fracciôn de mitocondrias y 
membranas en tampones de diversa composiciôn, teniendo a conti- 
nuaciôn la suspensiôn a 4°C durante media hora. Al cabo de este 
tiempo la suspensiôn se centrifugô a IS.OOOxg durante 15 minu
tes extrayêndose el RNA del sobrenadante de esta centrifugaciôn 
y valorando en él el poli(A) por hibridaciôn. Una alîcuota de 
la fracciôn estudiada fue fenolizada para extraer el RNA y medir 
la cantidad de poli(A) por hibridaciôn con poli(U) para poder 
referir los datos de solubilizaciôn con las condiciones que se 
describen.

Los resultados se muestran en la Tabla XIX, de la que se 
deduce que los complejos sôlo se solubilizan en su totalidad en
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TABLA XIX. SOLUBILIZACION DEL POLI(A) DE LA FRACCION DE
MITOCONDRIAS Y MEMBRANAS DE EMBRIONES ENQUISTA
DOS DE Artemia

Tratamiento % poli(A) solubilizado

Tampôn de homogenizaciôn

10 mM HEPES pH 7.5 + 1 mM EDTA 30

10 mM HEPES + 0,5 M CINH^ 22

10 nM HEPES + 0,5 M CIK 25

10 nM HEPES + 1% Tritôn X-100 91

10 nM HEPES + 1% NP40 73
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presencia de detergentes, tales como el Triton X-100 o el Noni- 
det-40. Se obtiene un grado de solubilizaciôn muy bajo ( en 
comparacion con el control con EDTA) en presencia de sales. Es
tos datos indican que la union de los complejos a las estructuras 
membranosas es a traves de contactes hidrofôbicos, es decir, que 
las partîculas parecen tener parte de su estructura incluîda en 
la parte lipîdica de las membranas. La alternativa contraria 
serîa que las partîculas estuvieran unidas por enlaces iônicos 
a componentes proteicos en la membrana, pero esta es poco compa
tible con los datos de que 0,5 M de CIK o CINH4 no solubilicen 
los complejos.

2. Purificaciôn de los complejos ribonucleoprotéicos pré
sentes en las fracciones de mitocondrias y membranas y 
en la fracciôn postmitocondrial

La técnica de purificaciôn de los complejos se basa en que 
se retienen, a través de su componente poliadenîlico, en columnas 
de Oligo (dT)-celulosa en presencia de 0,15 M ClNa, eluyéndose 
de la columna cuando se pasa a través un tampôn sin sal y a tempe 
ratura de aproximadamente 50°C.

Para mejorar la purificaciôn hemos disenado dos pasos pre- 
vios a la cromatografîa de afinidad. El primero se utiliza para 
la purificaciôn de los complejos de la fracciôn membranosa pre
viamente solubilizados con Tritôn X-100. Este paso consiste en 
un tratamiento con Bio-Bed a una concentraciôn de 0,33 gr/ml.
Este paso tiene por objeto eliminar el Tritôn X-100 de la prepa- 
raciôn, al quedar el detergente retenido en el Bio-Bed. La pre
sencia de Tritôn en la preparaciôn que se cromatografîa a través 
de Oligo (dT)-celulosa disminuye el rendimiento en complejos ribo 
nucleoproteicos y acorta la vida media de la columna, puesto que 
el Tritôn X-100 queda en parte retenido en la misma. La utiliza- 
ciôn de Bio-Bed no disminuye el rendimiento, puesto que menos de 
un 101 del âcido poliadenîlico se retiene en Bio-Bed.
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La segunda modificaciôn utilizada en la purificaciôn de los 
complejos del sobrenadante postmitocondrial consiste en la incu- 
baciôn de la preparaciôn de complejos con celulosa neutra en 
presencia de 0,15 M ClNa durante 30 minutes con agitaciôn conti
nua. Al cabo de los 30 minutes se centrigufa la suspensiôn a 
15.000xg durante 15 minutes, recogiéndose el sobrenadante, en 
el que se encuentra mâs del 75% del âcido poliadenîlico origi
nal. La razôn de esta incubaciôn reside en suprimir de la pre
paraciôn de complejos componentes hidrofôbicos, en su mayorîa 
lipides, que interaccionan con la celulosa (y por lo tanto con 
la Oligo(dT)-celulosa), separândose en parte cuando se eluye con 
un tampôn sin sal. Cuando se suprime este paso estos componen
tes constituyen un contaminante importante de los complejos ri- 
bonucleoprotêicos. En las preparaciones de membranas esta fun- 
ciôn parece ser desempehada por el propio Bio-Bed, por lo que no 
se utiliza la incubaciôn con celulosa neutra en el proceso de 
purificaciôn.

A las fracciones subcelulares, una vez efectuados los tra- 
tamientos previos que se han descrito, se les ahadiô un tampôn 
compuesto por Hepes 2 0 mM pH 7,6, ClNa 0,3 M y EDTA 10 m21 en 
cantidad suficiente para que las concentraciones finales fueran 
ClNa 0,15 M y EDTA 5 mM (con el fin de secuestrar el catiôn mag- 
nesio que estaba présente a una concentraciôn de 2,5 m M ) . En 
el caso de la fracciôn postmitocondrial la adiciôn de este tam
pôn fue previa a la incubaciôn con celulosa. La presencia de 
magnésie parece activer un proceso ribonucleâsico en la proximi- 
dad de la cola de poli(A) de los RNAs de los complejos (Slegers 
y col., 1979). La etapa siguiente consistiô en la cromatografîa 
de la preparaciôn en una columna de Oligo(dT)-celulosa. Se uti- 
lizô una columna de 2 ml para cada fracciôn. El flujo de la 
muestra fuê de 20 ml/hora. Una vez pasada la muestra se lavô 
cada columna con 15 ml de Tampôn Hepes 10 mM pH 7,6, EDTA 5 mM,
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ClNa 0,15 M, volumen que se ha comprobado es suficiente para 
eluir todo el material no unido a la résina de afinidad. Los 
complejos ribonucleoprotéicos se eluyeron mediante el paso de 
tampôn Hepes 10 mM, pH 7,6, EDTA 1 mM a 50°C.

En la figura 34 se muestra el perfil de una columna de 
Oligo(dT)-celulosa. En este experimento se partiô de 5 gr de 
quistes, obteniéndose 13 ml de fracciôn postmitocondrial, los 
cuales fueron diluidos con 13 ml de tampôn Hepes 20 mM, pH 7,6, 
EDTA 10 mM, ClNa 0,3 M, incubados con celulosa y sometidos a 
cromatografîa de afinidad a través de Oligo(dT)-celulosa. Se 
recogieron fracciones de 2,8 ml, las cuales fueron fenolizadas 
para obtener los âcidos nucleicos. En las correspondientes fa- 
ses acuosas se valorô la cantidad de poli(A) por hibridaciôn, y 
la cantidad de RNA por absorciôn ôptica a 257 nm. La flécha in
dica la fracciôn en la cual se comenzô la adiciôn del tampôn 
sin sal. Como se puede ver, en presencia del tampôn sin ClNa 
se eluye un componente sumamente enriquecido en poli(A) (la re
laciôn poli(A)/RNA aumenta 100 veces).

El rendimiento de la purificaciôn de los complejos es de 
un 40% para la fracciôn postmitocondrial y un 45% para la de 
membranas y mitocondrias. Estos bajos rendimientos parecen co
rresponder a un problema de saturaciôn de la columna, puesto 
que si las fracciones no retenidas se vuelven a pasar por la 
columna de Oligo(dT)-celulosa se obtiene una cantidad de poli(A) 
retenido casi igual que en el primer pase por la columna. Por 
esta razôn las fracciones no retenidas en la columna eran sis- 
temâticamente recromatografiadas, consiguiendo de este modo ren
dimientos de hasta el 80 ô 90% del âcido poliadenîlico.
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Figura 3 4 . Cromatografîa en oligo(dT)-celulosa del sobrena
dante postmitocondrial de embriones enquistados

Una alîcuota de 13 ml de la fracciôn postmitocondrial se cro
matograf iô en una columna de 2 ml de oligo(dT)-celulosa. La 
columna fué lavada con 10 ml del tampôn Hepes 10 mM, EDTA 
5 mM, ClNa 0,15 M, pH 7,6 tras la aplicaciôn de la muestra.
La flécha indica el comienzo de la eluciôn con el tampôn 
Hepes 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6 a SO'^C. Se recogieron frac
ciones de 2,8 ml de las cuales se extrajo el RNA. El RNA 
présente en cada fracciôn se determinô por la absorciôn ôpti
ca a 260 nm (O ) y el âcido poliadenîlico por hibridaciôn con 
^H-poli(U) (•).
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3. Caracterizaciôn de los complejos ribonucleoprotéicos 
purificados

Una vez purificados los presuntos complejos ribonucleopro- 
teicos, procedimos a su caracterizaciôn, con objeto en primer 
lugar de confirmar la naturaleza ribonucleoprotéica del compo
nente purificado.

3.a. Determinaciôn de la densidad de flotaciôn en gradien
tes isopîcnicos de sacarosa

La caracterîstica mâs importante de los complejos ribonu- 
cleoprotêicos es su densidad de flotaciôn, pues es la ûnica que 
permite asegurar que estân compuestos por una asociaciôn de pro
teinas y RNA. En consecuencia, esta fue la primera propiedad 
que se estudiô en el material poliadenilado purificado. La com
posiciôn de los gradientes es la misma que se describiô en el 
apartado correspondiente a los gradientes isopîcnicos de sacaro
sa de las fracciones subcelulares. Las muestras consistieron en 
3 ml de las fracciones retenidas en las columnas de Oligo(dT)- 
celulosa y eluidas por un tampôn sin ClNa a partir de las frac
ciones de mitocondrias y membranas y de la postmitocondrial.
El gradiente se centrifugô a 35.000 rpm durante 90 horas en un 
rotor SW-40 Ti, recogiéndose fracciones de 0,4 ml. Las fraccio
nes se precipitaron con 2,5 volûmenes de etanol, procediéndose 
posteriormente a extraer el RNA présente en las mismas por feno
lizaciôn, tal como se ha descrito en Materiales y Métodos.

El âcido poliadenîlico présente en cada fracciôn se deter
minô por hibridaciôn. En la figura 35 se muestran los resulta
dos de estos gradientes, tanto para las partîculas purificadas 
a partir del sobrenadante postmitocondrial (panel superior) como 
para las purificadas a partir de la fracciôn de mitocondrias y 
membranas (panel inferior). Las densidades de flotaciôn deduci-
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Figura 3 5 . Gradientes isopîcnicos de sacarosa de los comple
jos ribonucleoprotéicos purificados

Los complejos ribonucleoprotéicos purificados a partir de la 
fracciôn postmitocondrial (panel superior) y de la fracciôn de 
mitocondrias y membranas (panel inferior) fueron sometidos a 
centrifugaciôn en gradientes isopîcnicos de sacarosa. Los 
gradientes se formaron a partir de très capas de sacarosa del 
94, 62 y 34% (peso/volumen). Se centrifugaron en un rotor 
SW 40 Ti a 35.000 rpm durante 90 horas a 2°C. Se recogieron 
fracciones de 0,4 ml y se midiô la densidad (O). El RNA de 
las fracciones fuê extraido por fenolizaciôn, determinândose 
la cantidad de âcido poliadenîlico por hibridaciôn con 
^H-poli(U) (e ).
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das a partir de estos gradientes fueron de 1,26 para los comple
jos de la fracciôn postmitocondrial y de 1,24 para los de la 
fracciôn de mitocondrias y membranas. Las densidades de flota
ciôn obtenidas nos permiten afirmar que el âcido poliadenîlico 
retenido en la columna de Oligo(dT)-celulosa forma parte de com
plejos ribonucleoprotéicos. Las densidades de flotaciôn de los 
complejos purificados son, por otra partes prâcticamente idênti- 
cas a las de los complejos existentes en las fracciones antes 
del proceso de purificaciôn, lo cual nos indica que los comple
jos purificados conservan su integridad.

3.b . Caracterizaciôn de los componentes proteicos de los 
complejos

Otra propiedad caracterîstica de los complejos ribonucleo- 
proteicos es la poblaciôn de componentes proteicos que forman 
parte de los mismos. Este estudio se ha realizado caracterizan- 
do los componentes proteicos en geles del 10% de poliacrilamida 
en presencia de dodecil sulfate sôdico, condiciones en que las 
proteinas migran segûn su peso molecular.

Para distinguir los componentes proteicos caracterîsticos 
de los complejos ribonucleoprotéicos de otras proteinas que hu- 
bieran copurificado en la cromatografîa en Oligo(dT)-celulosa, 
el estudio de componentes proteicos se ha realizado del siguien
te modo: se sometieron los complejos ribonucleoprotéicos puri
ficados a centrifugaciôn en gradiente, de forma que se separaron 
los complejos de las posibles proteinas contaminantes. El si
guiente paso consistiô en la electroforesis en geles de poli
acrilamida de alîcuotas de las diferentes fracciones obtenidas 
del gradiente. Otras alîcuotas se utilizaron para determinar 
la distribuciôn del poli(A) en el gradiente después de la co
rrespondiente fenolizaciôn e hibridaciôn cuantitativa con po
li (U). El criterio adoptado para la identificaciôn de los dife-
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rentes polipéptidos como componentes intrînsecos de los comple
jos es el correlacionar la presencia de determinados polipépti
dos en las fracciones del gradiente donde se localizan los com
plejos poliadenilados. Este es un criterio de tipo operacional 
y tiene una serie de limitaciones que no pueden infravalorarse. 
Por otra parte, estâ el problema de la naturaleza de la asocia
ciôn de las proteinas en los complejos y de la posible existen
cia de estos polipéptidos tanto en forma asociada a los comple
jos como en forma libre.

La caracterizaciôn de las proteinas de los complejos se ha 
realizado tras la centrifugaciôn de éstas en dos tipos de gra
dientes: gradientes isopîcnicos de sacarosa y centrifugaciones
zonales en gradientes de sacarosa del 5 al 20%. En la figura 
36 se muestra el gel correspondiente a un gradiente isopîcnico 
de los complejos ribonucleoprotéicos purificados de la fracciôn 
postmitocondrial. La densidad de flotaciôn caracterîstica de 
estos complejos corresponde a las fracciones 4 y 5 del gradien
te .

En la figura 37 se muestran los geles correspondientes a 
centrifugaciones zonales de las partîculas purificadas de las 
dos fracciones subcelulares. En estos gradientes ambos tipos 
de partîculas presentan un coeficiente de sedimentaciôn de apro
ximadamente 15 S, correspondiente a las fracciones 17-20 en am
bos gradientes.

Para cada tipo de partîculas se han considerado como prote
inas componentes las que estân présentes en todos los gradientes 
analizados (zonales e isopîcnicos), considerando como componen
tes potenciales a los que estân solamente en algunos de los gra
dientes .

Segûn este criterio, las proteinas componentes de los com
plejos présentes en la fracciôn postmitocondrial tendrîan unos
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Figura 36. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las fracciones de un 
gradiente isopîcnico de sacarosa conteniendo complejos ribonu- 
cleoproteicos de la fraccion posmitocondrial de embriones enquis
tados de Artemia.

Las partîculas de ribonucleoproteina se sometieron a una centri- 
fugacion en gradientes isopîcnicos de sacarosa en las condicio
nes descritas en la figura 35.Alicuotas de las fracciones se so
metieron a electroforesis en gel en plaça de poliacrilamida al 
10%. Las muestras b-h corresponden a las fracciones 3-9 del 
gradiente, correspondiendo a la muestra c una densidad de 1,26.
La muesta a contiene marcadores de pesos moleculares de 94000, 
68000, 43000, 30000 y 20000.
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a b c u e f g h i i k

Figura 57. Electroforesis en geles de poliacrilamida de las frac -
clones de gradientes zonales conteniendo complejos
ribonucleoproteicos de las fracciones de membranas +
mitocondrlas y posmitocondrial de embriones enquis-
tados de Artemia.

Las partîculas de ribonucleoproteina se sometieron a centrifuga- 
cion en gradientes del 5-20% de sacarosa. Se recogieron fracciones 
de 1 ml y se reunieron cada tres fracciones. Alicuotas de estas 
fracciones se sometieron a electrofores is en geles en plaça de 
poliacrilamida al 10%. Las muestras a-d corresponden a las frac
ciones 17-20, 21-24, 25-27 y 28-30 del gradiente de partîculas de 
membranas. Las muestras f-j corresponden a las fracciones 13-15, 
17-19, 21-23, 25-27 y 29-30 del gradiente de partîculas de la 
fraccion posmitocondrial. Las partîculas migraron en las fracciones 
17-23 de ambos gradientes. Las muestras e y k contienen marcado- 
res de pesos moleculares 94000, 68000, 43000, 30000 y 20000.
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pesos moleculares de: 110.000, 86.000, 77.000, 37.000, 30.000,
25.000, 23.500 y 20.500, pudiendo ser también componentes las 
proteinas de 130.000 y 42.000.

Los componentes de los complejos de la fracciôn de mitocon- 
drias y membranas tienen pesos moleculares de: 90.000, 67.000,
45.000, 37.000, 34.000, 31.000, 23.500 y 22.000, pudiendo serlo 
también la proteina de peso molecular 77.000. En estes comple
jos son mayoritarias las proteinas de peso molecular 37.000 y 
23.500. La Tabla XX resume los datos obtenidos. Es interesante 
destacar la existencia de trespolipéptidos en los complejos de 
las dos fracciones subcelulares que tienen pesos moléculas igua- 
les. Se trata de los componentes de 37.000, 23.500 y 77.000, 
este Ultimo a réserva de confirmarse su presencia en los comple
jos de la fracciôn de membranas. Esta coincidencia de pesos mo
leculares no es sin embargo suficiente para identificar estos 
componentes como comunes para ambos tipos de partîculas. Lo que 
si parece évidente es la presencia de proteinas especîficas para 
cada tipo de particules. Asimismo, debe destacarse la presencia 
mayoritaria de la proteina de 37.000 en los complejos de la 
fracciôn postmitocondrial, proteina que también parece encon- 
trarse en los complejos asociados a membranas. El anâlisis de 
las proteinas présentes en los complejos postmitocondriales rea- 
lizado por Slegers y col. (1979) también senala que el componen- 
te de 37.000 es el mayoritario. Estos autores senalan que tanto 
la proteina de 37.000 como la de 76.000 estân asociadas al frag
mente de poli(A) de los complejos, puesto que se encuentran aso
ciadas a este components cuando los complejos se obtienen y se 
centrifugan en presencia de magnesio, que como se ha sehalado 
anteriormente parece inducir la hidrôlisis del poli(A) del resto 
de la molécula de RNA. Otras proteinas de pesos moleculares 
entre 45.000 y 68.000 descritas por Slegers no se aprecian en 
nuestras condiciones asociadas a las partîculas, pero sî en la 
zona de los gradientes donde se encuentra una concentraciôn baja 
de poli(A), por lo que pudieran no ser componentes intrînsecos
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TABLA XX. PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A LOS 
COMPLEJOS RIBONUCLEOPROTEICOS POLIADENILADOS DE 
EMBRIONES DE Artemia

RNPs de la fracciôn 
postmitocondrial

RNPs de la fracciôn 
de membranas

(130.000
110.000

86.000 
77.000

(42.000)
37.000

30.000
25.000
23.500

20.500

90.000

77.000
67.000
45.000

37.000
34.000
31.000

23.500
22.000
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de los complejos.

Otro dato que debe destacarse es la escasez de proteinas 
contaminadas que se encuentran en la fracciôn de los complejos 
purificados a partir de mitocondrias y membranas.

3.0. Tamano del RNA poliadenilado asociado con los com
plejos ribonucleoproteicos

La caracterizaciôn del RNA poliadenilado de los complejos 
se ha realizado por electroforesis en geles de agarosa al 1,4%. 
Los complejos se purificaron como se ha sehalado anteriormente 
y el RNA se extrajo mediante la correspondiente fenolizaciôn.
La fase acuosa se precipitô con etanol y el RNA se recogiô por 
centrifugaciôn y se sometiô a la electroforesis en las condicio
nes que se describen en Material y Métodos.

El resultado de la electroforesis se muestra en la figura 
38. Como marcados se corrieron en paralelo los RNA ribosomales 
aislados de E. coli, los RNA ribosomales de Artemia y el RNA de 
transferencia de S. cerevisiae Los datos calculados para los 
RNA de los complejos indican un coeficiente de sedimentaciôn 
entre 7 y 10 S, tanto para los RNA de los complejos postmitocon
driales como para los asociados a membranas. Estos coeficientes 
corresponden aproximadamente a unos pesos moleculares entre
80.000 y 120.000.

3.d . Estudio de la capacidad de traducciôn del RNA présen
te en los complejos ribonucleoproteicos

Se ha estudiado la capacidad de traducciôn del RNA extraido 
de las partîculas ribonucleoproteicas, con objeto de demostrar 
la naturaleza de RNA mensajeros de este RNA. Para este estudio
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Figura 58. Electroforesis en gel de agarosa de los RNAs extrai
do s de los complejos ribonucleoproteicos.

Se purificô el RNA présente en los complejos mediante extraccion 
fenôlica y las correspondientes alicuotas se sometieron a e- 

lectrofores is en gel en plaça de agarosa al 1,4%.
Muestra a: RNA de complejos de la fracciôn posmitocondrial. 

y f : rRNAs de Escherichia coliMues tas 
Muestra 
Muestra 
Muestra

tRNA de levadura
rRNA de Artemia calentado a 50^
RNA de complejos de la fracciôn di membranas
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se ha puesto a punto un sistema de traducciôn in vitro obtenido 
a partir de reticulocitos de conejos. Los procedimientos de 
obtenciôn del sistema y el tratamiento de los lisados con nuclea- 
sas se realizô como ha sido descrito en el apartado Material y 
Métodos.

En una etapa preliminar se ha realizado un estudio para ca- 
racterizar la eficacia de traducciôn del mRNA présente en embrio
nes enquistados y nauplias de Artemia. Los mRNAs de embriones 
enquistados y nauplias fueron purificados a partir del RNA exis
tante en la fracciôn postnuclear en el caso de embriones enquis
tados y del présente en la fracciôn postmitocondrial en nauplias, 
En ambos casos el proceso de purificaciôn consistiô en una cro- 
matografîa de afinidad en columnas de poli(U) sepharosa. La co- 
lumna contenîa un volumen de 2 ml de poli(U) sepharosa. La 
muestra se resuspendiô en un tampôn compuesto por Hepes 10 mM, 
EDTA 1 mM, ClNa 0,5 M y SDS 0,5%, pH 7,5. Una vez aplicada la 
muestra se lavô la columna con 10 ml del tampôn de muestra. El 
mRNA fue eluido con un tampôn compuesto por Hepes 10 mM. EDTA 
1 mM, SDS 0,5%, pH 7,5. La eluciôn se realizô en primer lugar 
a 20°C, utilizândose 10 ml de tampôn de eluciôn a esta tempera
ture. Inmediatamente después se eluyô la columna con otros 10 
ml de tampôn de eluciôn a 50°C. Se recogieron fracciones de 1 
ml, midiéndose la absorciôn ôptica a 260 nm. Se reunieron las 
fracciones con absorciôn a 260 nm, eluîdas a 20 y 50°C y se 
ensayô su capacidad para estimular la sîntesis de proteinas en 
el sistema de reticulocitos. Tanto el RNA eluido a 20°C como 
el eluido a 50°C se traduce en este sistema, si bien el RNA elu
ido a 50°C lo hace con mayor eficacia.

La figura 39 muestra la incorporaciôn de ^^S-Metionina en 
proteinas en reacciones dirigidas por los mRNAs de embriones en
quistados y nauplias. La incorporaciôn es proporcional a la 
concentraciôn de mRNA hasta concentraciones de 1 /Ag por ensayo 
de 30 ^1. La incorporaciôn es mayor cuando la sîntesis es diri-
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Figura 39. Traducciôn in vitro del mRNA de embriones 
enquistados y nauplias de Artemia

Diversas cantidades de mRNA de embriones enquistados (O ) y 
nauplias (# ) de Artemia fueron traducidas in vitro en un 
sistema de reticulocitos de conejo. Los mRNAs fueron puri
ficados por cromatografîa de afinidad en p o l i (U) sepharosa. 
Los ensayos de traducciôn in vitro se realizaron en las con
diciones descritas en Material y Métodos. El tiempo de in- 
cubaciôn fuê de 60 minutes.
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gida por el mRNA de nauplias. La incorporaciôn dirigida por el 
mRNA de nauplias se puede cifrar en 275.000 CPM por /^gr de mRNA 
y 100 ^ 1  de mezcla de ensayo en incubaciones de 60 minutes. La 
incorporaciôn dirigida por el mRNA de embriones enquistados es 
de 37.000 CPM/ywgr de mRNA/100y4»l de mezcla de ensayo en 60 m i 
nutes de incubaciôn. La diferencia entre la capacidad de tra
ducciôn de los mRNAs de estos dos estadios de desarrollo confir
ma los resultados de James y col. (1979).

La diferente capacidad de traducciôn podrîa deberse a que
las condiciones ôptimas de ensayo sean diferentes para los mRNAs
de embriones enquistados y de nauplias. Para comprobar esta
posibilidad se estudiaron las condiciones ôptimas de ensayo de
los mRNAs de embriones enquistados. En la figura 4 0 se repre-

3 5senta la variaciôn de la incorporaciôn de S-Metionina en pro
teinas segün la concentraciôn de CIK en reacciones dirigidas por 
el mRNA de nauplias y embriones enquistados. En ambos casos la 
actividad ôptima corresponde a una concentraciôn de CIK de apro
ximadamente 50 mM en el ensayo.

Se ha determinado la concentraciôn ôptima de Cl 2Mg en los 
ensayos de traducciôn con RNAs de embriones y nauplias. El ôp- 
timo se encuentra a una concentraciôn de 0,3 mM para los dos 
tipos de RNA y es la misma que la que se ha encontrado para la 
traducciôn de los RNA mensajeros endôgenos y para el RNA del vi 
rus TMV.

La relativamente baja eficacia de traducciôn de los mRNAs 
de embriones criptobiôticos comparada con los mRNAs de nauplias 
se mantiene en ensayos donde se ha optimizado las concentracio
nes de Cl 2Mg y CIK.

Una vez conocida la capacidad de traducciôn del mRNA total 
de embriones enquistados se investigô la traducciôn de los RNAs 
purificados de partîculas ribonucleoproteicas. La figura 41
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Figura 4 0 . Efecto de la concentraciôn de CIK en la traducciôn 
del mRNA de embriones enquistados y nauplias de 
Artemia

Alicuotas de Q , 6 ^ g  de mRNA de nauplias (panel izquierdo) y 
1 de mRNA de embriones enquistados (panel derecho) fueron 
traducidos in vitro anadiendo diversas concentraciones de ClK. 
La reacciôn se incubé durante 60 minutes. En el ensayo con 
mRNA de nauplias se precipitaron alicuotas de 10/^1. Cuando 
se utilizô mRNA de embriones enquistados se precipitaron 20y\l 
de la mezcla de ensayo.
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35muestra la incorporaciôn de S- Metionina en reacciones dirigi
das por los RNAs extraidos de complejos ribonucleoproteicos de 
membranas y del sobrenadante postmitocondrial. Ambos RNAs son 
capaces de dirigir la sîntesis proteica. La capacidad de tra
ducciôn se puede expresar como 14 .000 CPM/ y^g RNA/100 yul de mez
cla de ensayo en 60 minutes para el RNA de partîculas de membra
nas y de 4 0. 000 C P M / g  de RNA/100 de mezcla de ensayo en 60 
minutes de reacciôn para el RNA de partîculas del sobrenadante 
postmitocondrial. La capacidad de traducciôn del RNA de las 
partîculas présentes en el sobrenadante postmitocondrial es si
milar a la del mRNA total de embriones enquistados. Por otra 
parte, la capacidad de traducciôn del RNA de partîculas de mem
branas es 3 veces inferior a la del RNA de partîculas del sobre
nadante postmitocondrial, siendo mâs similar por su capacidad 
de traducciôn al RNA de embriones enquistados que eluye a 20°C 
de las columnas de poli(U) sepharosa, cuya eficacia de traduc
ciôn es de 8.600 CPM/wg de RNA/lO^wl de mezcla de ensayo en 60 
minutos de reacciôn.

Los resultados obtenidos estudiando la traducciôn in vitro 
del RNA de las partîculas muestran que la capacidad de traduc
ciôn de estos RNAs es comparable a la de los RNA mensajeros to
tales purificados a partir de los embriones criptobiôticos. En 
consecuencia, estos datos muestran que las partîculas contienen 
RNA mensajeros y que se purifican en un grado aceptable de in- 
tegridad funcional. Estos datos confirman, por otra parte, los 
obtenidos con los mRNAs de embriones en cuanto a su menor capa
cidad de traducciôn en el sistema de reticulocitos de conejo en 
relaciôn con los RNA poliadenilados obtenidos de nauplias.
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Figura 4 1 . Traducciôn in vitro de los RNAs extraidos de 
partîculas ribonucleoproteicas de embriones 
enquistados de Artemia

Se extrajeron por fenolizaciôn los RNAs de partîculas ribo
nucleoproteicas purificadas. Diversas cantidades del RNA ex
traido a partir de las RNPs de la fracciôn postmitocondrial 
(# ) o de RNPs de la fracciôn de mitocondrias y membranas (O  
fueron traducidas in vitro. La reacciôn se incubô durante 
60 minutos, al cabo de los cuales se precipitaron alicuotas 
de 20 /4l con_|cido tricloroacético para determinar la incor
poraciôn de S-Metionina en proteina.
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POLIADENILACION IN VITRO DE LOS COMPLEJOS RIBONUCLEO
PROTEICOS DE EMBRIONES DE Artemia

El objetivo de la investigaciôn que se describe en este 
apartado es conocer la capacidad de sustrato para la poli(A) po- 
limerasa de los complejos ribonucleoprotéicos poliadenilados que 
se encuentran en los embriones criptobiôticos de Artemia y cuya 
purificaciôn y caracterizaciôn se ha descrito en el apartado an
terior. El estudio de la capacidad de poliadenilaciôn de estos 
complejos es importante puesto que de sus resultados puede obte- 
nerse informaciôn sobre los mecanismos implicados en su activa- 
ciôn y traducciôn.

1. Efecto de la concentraciôn de complejos sobre la 
actividad poli(A) polimerasa

En los primeros estudios de poliadenilaciôn in vitro de los 
complejos purificados a partir de las dos fracciones subcelula
res sehaladas anteriormente con la poli(A) polimerasa parcial- 
mente purificada de quistes, observâmes que existia una incorpo
raciôn de adenosina tritiada a un producto insoluble en âcido 
tricloroacético. Esta incorporaciôn es dependiente de la pre
sencia de complejos en la mezcla de ensayo y la radioactividad 
incorporada es resistente en mâs de un 80% a incubaciones de 60 
minutos con ribonucleasa pancreâtica a una concentraciôn de 150 
^g/ml, lo que demuestra la naturaleza poliadenîlica del produc
to de reacciôn.

La figura 42 muestra que la incorporaciôn de adenosina tri
tiada depende de la concentraciôn de complejos présentes en el 
ensayo. El panel superior corresponde a las partîculas de mito
condrias y membranas y el inferior a las de la fracciôn postmi
tocondrial. En ambos casos se observa una cinêtica hiperbôlica.
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Figura 42 . Dependencia de la actividad poli(A) polimerasa 
de la concentraciôn de partîculas ribonucleo
proteicas

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa del enzima parcial- 
mente purificado de embriones enquistados utilizando los com
plejos ribonucleoproteicos purificados como iniciadores. El 
ensayo se llevô a cabo en las condiciones descritas en Mate
rial y Métodos. Se utilizaron complejos purificados a partir 
de la fracciôn de mitocondrias y membranas (panel superior) y 
de la fracciôn postmitocondrial (panel inferior).
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De estas grâficas se dedujeron unas constantes de Michaelis de 
l,7y^g/ml para las partîculas postmitocondriales y de 1 , 4 /«g/ml 
para las de la fracciôn de mitocondrias y membranas. Estas con
centraciones estân calculadas a partir de los datos de absor
ciôn ôptica a 257 nm y reflejan fundamentalmente la concentra
ciôn correspondiente al RNA de las partîculas. Suponiendo un 
peso molecular de aproximadamente 100.000 para este RNA (confor
me con el coeficiente de sedimentaciôn calculado), los valores 
de constante de Michaelis corresponderîan a unas concentraciones 
de complejos de 17 nM y 14 nM, respectivamente.

Estos resultados muestran que las partîculas ribonucleopro- 
téicas son sustrato para la poli(A) polimerasa y ademâs que tie
nen una gran afinidad por el enzima. Las Km calculadas para las 
partîculas son de tres ôrdenes de magnitud menores que las Km 
calculadas para otros sustratos en forma de RNA libre, como el 
RNA de Tôrula, cuyo KM es de 0,03 mM y el poli(A), cuyo Km es de 
0,01 mM. Estas diferencias pueden indicar que la poliadenila
ciôn de las partîculas es un proceso que tiene un significado 
biolôgico en la célula.

Dada la gran afinidad de los complejos por la poli(A) poli
merasa, se plantea el problema de saber si esta afinidad se debe 
a la naturaleza del RNA de los complejos o a una propiedad in- 
trînseca del complejo de ribonucleoproteina. Para esclarecer 
este problema se ha estudiado la poliadenilaciôn in vitro del 
RNA purificado de las partîculas mediante su extracciôn con fe- 
nol-cloroformo. Los resultados obtenidos muestran que el RNA 
aislado también es sustrato de la poli(A) polimerasa.

La figura 4 3 muestra el efecto de la concentraciôn de RNA 
sobre la actividad poliadenilante. El panel superior présenta 
los datos obtenidos con el RNA de complejos de mitocondrias y 
membranas, y el inferior con el RNA de los complejos postmito
condriales. La cantidad de enzima utilizada en este experimento
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Figura 43» Dependencia de la actividad poli(A) polimerasa de 
la concentraciôn de RNA extraido de las partîculas 
ribonucleoproteicas

Se ensayô la actividad poli(A) polimerasa utilizando como ini
ciadores los RNAs obtenidos de las partîculas ribonucleopro
teicas purificadas de la fracciôn de mitocondrias y membranas 
(A) y del sobrenadante postmitocondrial (A ). Se utilizô el 
enzima parcialmente purificado de embriones enquistados. Las 
condiciones de ensayo fueron las descritas en Material y Mêto- 
dos.
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fue similar a la utilizada en el experimento descrito anterior- 
mente con complejos ribonucleoprotéicos, por lo que los datos de 
actividad son directamente comparables. Los datos obtenidos no 
nos permiten un câlculo de la constante de Michaelis, dada la 
aparente lejanîa de las concentraciones utilizadas con las de 
saturaciôn del enzima (obtener concentraciones mayores es técni- 
camente dificil), pero son suficientes para demostrar que el RNA 
aislado de las partîculas tiene una afinidad al menos dos ôrde
nes de magnitud menor para la poli(A) polimerasa que las propias 
partîculas. Los datos obtenidos permiten también conocer que la 
velocidad mâxima de la reacciôn con RNAs purificados como sus
trato es igual o mayor que la Vmax con partîculas como sustrato. 
Este hecho se encuentra también cuando se compara las partîculas 
con otras clases de RNAs como las de Tôrula o el poli(A).

En conclusiôn, la gran afinidad de las partîculas por la 
poli(A) polimerasa constituye una propiedad intrînseca de su 
estructura nucleoprotéica, si bien esta estructura no afecta a 
la Vmax del enzima. En la actualidad no conocemos qué propieda- 
des de los complejos confieren su alta afinidad.

2. Efecto del tiempo de incubaciôn sobre la actividad 
poli(A) polimerasa

En la figura 44 se représenta la variaciôn de la actividad 
poli(A) polimerasa con respecto al tiempo de incubaciôn cuando 
se utilizan como iniciadores los complejos ribonucleoprotéicos 
(panel superior), o los RNAs purificados a partir de estos com
plejos (panel inferior). En ambos casos existe un perîodo de 
latencia durante el cual la reacciôn enzimâtica es mâs lenta, 
aumentando su velocidad progresivamente con el tiempo de incuba
ciôn hasta llegar a hacerse constante. Este fenômeno es el 
mismo que hemos descrito previamente para el enzima utilizando 
como iniciadores RNA de Tôrula y poli(A). El perîodo de laten-
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Figura 44. Dependencia del tiempo de ensayo de la poliadeni
laciôn de las partîculas ribonucleoproteicas y 
del RNA extraido de las mismas

Se ha estudiado la variaciôn de la actividad poli(A) polime
rasa con el tiempo de ensayo utilizando como iniciadores las 
partîculas ribonucleoproteicas (panel izquierdo) o los RNAs 
extraidos de estas partîculas (panel derecho). En ambas 
grâficas se representan los datos obtenidos con partîculas y 
RNA del sobrenadante postmitocondrial (# ) y de la fracciôn 
de mitocondrias y membranas (O )•
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cia es mayor cuando se utilizan como iniciadores los RNAs que 
cuando se utilizan como iniciadores los complejos ribonucleopro
téicos .

Se ha investigado si el perîodo de latencia depende de la 
concentraciôn de iniciador présente en el ensayo. En la Tabla 
XXI se ha utilizado la relaciôn de picomoles de adenosina tri
tiada incorporada en 9 0 minutos de incubaciôn con respecto a 
los picomoles incorporados en 3 0 minutos como una forma de cuan- 
tificar el perîodo de latencia. En dicha Tabla se muestra la 
dependencia de esta relaciôn de actividades con la concentra
ciôn del iniciador, tanto para complejos ribonucleoprotéicos co
mo para los RNAs aislados de los mismos. En los dos casos los 
datos corresponden a complejos y RNA aislados de la fracciôn 
postmitocondrial. La relaciôn de actividades es independiente 
de la concentraciôn de iniciador, siendo en todos los casos de 
aproximadamente 5 para los complejos y de aproximadamente 10 
para los RNAs.

Este dato demuestra que los datos de dependencia de la ac
tividad poli(A) polimerasa con respecto a la concentraciôn de 
iniciador son vâlidos para cualquier tiempo de incubaciôn, no 
estando influidos por la existencia del perîodo de latencia.

3. Longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada in
vitro utilizando los complejos ribonucleoprotéicos como 
iniciadores para la poli(A) polimerasa

Para profundizar en el posible papel fisiolôgico de la po
liadenilaciôn de las partîculas es interesante conocer el tamano 
de la cadena poliadenîlica ahadida al RNA poliadenilado de estos 
complejos. Para ello se procediô al estudio de la longitud de 
la cadena poliadenîlica sintetizada in vitro siguiendo el método 
descrito en Material y Métodos. Los resultados nos indican que
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TABLA XXI. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE INICIADOR SOBRE EL 
PERIODO DE LATENCIA DE LA POLI(A) POLIMERASA

Iniciador ( y^g)

Complejos
RNP

RNA
purificado

Relaciôn de actividad a 
90 min / 30 min

2,0 4,8
4,0 4,9
6,0 4,1
8,0 4,6

11,8 5,4

28,2 9,5

56,4 10,4

158,0 8,1
186,0 10,6
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la longitud de la cadena poliadenîlica depende de la relaciôn 
entre la cantidad de poli(A) polimerasa y la concentraciôn de 
complejos présentes en el ensayo. Asî por ejemplo, la longitud 
de la cadena de âcido poliadenîlico ahadida sobre los complejos 
aislados a partir de la fracciôn de mitocondrias y membranas es 
de 34 adenosinas cuando la relaciôn de enzimas/partîculas es de 
5 unidades de actividad poli(A) polimerasa (definiendo la acti
vidad utilizando RNA de Tôrula como iniciador), por ;^g de com
plejos, de 70 cuando la relaciôn es de 7 y de 133 cuando la re
laciôn entre el enzima y la cantidad de partîculas es de 14. 
Para los complejos purificados a partir de la fracciôn postmi
tocondrial, la longitud de la cadena poliadenîlica es de 50 ba
ses cuando la relaciôn entre la actividad enzimâtica y concen
traciôn de sustrato es de 3 unidades/^g.

Es interesante sehalar que la longitud de las cadenas de 
poli(A) présentes en el RNA de las partîculas es de 45-65 bases 
(Nilsson y Hultin, 1975). En consecuencia, la poliadenilaciôn 
in vitro supone al menos la duplicaciôn de la cadena de poli(A) 
Estos datos permiten afirmar que la poliadenilaciôn de las par
tîculas puede realizarse in vivo generando cadenas de poli(A) 
de tamahos significativamente superiores a las cadenas de poli 
(A) preexistentes y en consecuencia introducir un cambio estruc- 
tural en el RNA. La capacidad para ser poliadeniladas las par
tîculas permite asimismo comprender los mecanismos de recambio 
por hidrôlisis y sîntesis de la cola de poli(A) de los RNA men
sajeros que se han descrito en el citoplasma de las cêlulas eu- 
cariôticas.
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IV. DISCUSION
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El primer objetivo planteado en el proyecto de estudio de 
la poliadenilaciôn del RNA durante el desarrollo temprano de A r 
temia ha sido la caracterizaciôn del sistema enzimâtico implica- 
do en el proceso.

Se ha encontrado la existencia de una actividad enzimâtica 
poli(A) polimerasa en embriones enquistados de Artemia. Esta 
actividad enzimâtica ha sido identificada como una poli(A) poli
merasa en base a sus propiedades de especificidad de sustrato y 
a su capacidad para sintetizar una cadena de âcido poliadenilîco 
unida a un RNA iniciador.

Los niveles de actividad poli(A) polimerasa présentes en 
embriones enquistados de Artemia son relativamente altos, siendo 
similares a los descritos para cêlulas infectadas por virus 
(Brakel y Kates, 1974) y superiores a los descritos en otras cê
lulas eucariôticas, taies como timo de ternera (Winters y Ed
monds, 1973 a y b), hîgado de rata (Niessing, 1975) o levadura 
(Haff y Keller, 1975). Los niveles de actividad poli(A) polime
rasa présentes en Artemia son similares a los existantes en otro 
sistema embrionario, los oocitos de erizo de mar (Slater y col., 
1978). La actividad poli(A) polimerasa présente en fracciones 
solubles de oocitos de erizo de mar es de 4 U/mg de proteina, 
muy similar a la obtenida en fracciones solubles de embriones 
enquistados de Artemia (3,3 U/mg proteina). La existencia de 
una elevada actividad poli(A) polimerasa en estos dos sistemas 
en desarrollo podrîa estar relacionada con la existencia de una 
intensa poliadenilaciôn durante el desarrollo embrionario.

La actividad poli(A) polimerasa caracterizada en embriones 
enquistados de Artemia estâ localizada en el citoplasma en un 
porcentaje superior al 80% de la actividad enzimâtica total del 
embriôn. La localizaciôn citoplâsmica de la mayor parte de la 
actividad poli(A) polimerasa es independiente del medio de homo-
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genizaciôn utilizado.

Se ha descrito la existencia de actividades poli(A) polime
rasa mitocondriales. El présente trabajo no nos permite descar- 
tar la posibilidad de que exista una actividad poli(A) polimera
sa en las mitocondrias de Artemia.

La localizaciôn preferentemente citoplâsmica del enzima en 
embriones enquistados de Artemia equiparan este sistema al de 
oocitos de erizo de mar, en el que el 99% de la actividad poli 
(A) polimerasa detectada es de localizaciôn citoplâsmica.

Se ha abordado el problema de la purificaciôn y caracteri
zaciôn de la actividad poli(A) polimerasa présente en los em
briones enquistados de Artemia y que se obtiene en la fracciôn 
soluble de los homogenados. Los estudios realizados durante la 
purificaciôn parcial de la actividad enzimâtica no ha permitido 
la identificaciôn de mâs de una especie enzimâtica en los em
briones enquistados. La actividad poli(A) polimerasa muestra 
un comportamiento homogéneo en las columnas de cromatografîa en- 
sayadas, tanto en las de intercambio iônico, taies como la 
DEAE-celulosa, Bio Rex 70, Hidroxiapatito y fosfocélulas, como 
en las columnas de afinidad (poli(A)-sepharosa, poli(U)-sepha
rosa, RNA-sepharosa, DNA-celulosa y ATP-agarosa). La actividad 
enzimâtica présenta también un comportamiento homogéneo en cuan
to a su punto isoeléctrico y a su tamano molecular estimado por 
gel filtraciôn en Sephadex G-150, pH ôptimo y estabilidad térmi- 
ca.

Las caracterîsticas enzimâticas, taies como la especifici
dad de métal, sustrato e iniciador permanecen constantes a lo 
largo del proceso de purificaciôn. Todos estos datos nos permi
ten proponer la existencia de una ûnica especie de poli(A) poli
merasa en la fracciôn soluble de embriones enquistados de Arte- 
m i a .
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La actividad poli(A) polimerasa de la fracciôn soluble de 
embriones enquistados de Artemia se ha purificado parcialmente. 
El esquema de purificaciôn consta de cuatro pàsos: cromatogra-
fîa de intercambio iônico en columnas de DEAE-celulosa, croma
tograf îa de intercambio iônico en columnas de Bio Rex 70, preci- 
pitaciôn con sulfato amônico entre el 30 y el 45% de saturaciôn 
y filtraciôn en gel a través de columnas de Sephadex G-150. El 
proceso global permite una purificaciôn del enzima de 100 veces, 
con un rendimiento del 36%, consiguiéndose una actividad especî- 
fica final de 350 U/mg proteina.

La utilizaciôn de otras columnas de intercambio iônico, ta
ies como el hidroxiapatito o fosfocelulosa, asî como la utiliza
ciôn de columnas de cromatografîa de afinidad (poli(A)-sepharo
sa, poli(U)-sepharosa, DNA-celulosa, RNA-sepharosa, ATP-agarosa) 
no han permitido una mayor purificaciôn del enzima al no rete- 
nerse en estas columnas en las condiciones ensayadas.

Las preparaciones enzimâticas parcialmente purificadas no 
presentan actividad ribonucleâsica ni tampoco actividad adenosîn 
trifosfatasa apreciable, por lo que han permitido abordar el es
tudio de caracterizaciôn del enzima, tando desde un punto de 
vista de su especificidad como de sus propiedades cinéticas.

La filtraciôn en columnas de Sephadex G-150 ha permitido 
estimar un peso molecular de 70.000 para la poli(A) polimerasa 
de embriones enquistados de Artemia. Este peso molecular es si
milar al estimado para otras poli(A) polimerasas citoplâsmicas, 
taies como la de timo de ternera (Tsiapalis y col., 1975), em
briones de ratôn (Hadidi y Sethi, 1976) o cêlulas HeLa (Nevins 
y Joklik, 1977) que varîan entre 62.000 y 75.000. Las diferen
cias de peso molecular son mâs marcadas con respecto a las po
li (A) polimerasas nucleares, cuyos pesos moleculares oscilan 
entre 41.000 (isoenzima de hîgado de rata) (Niessing y Sekeris, 
1974), 100.000 (isoenzimas de levadura) (Haff y Keller, 1973) y
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150.000 (timo de ternera) (Winters y Edmonds, 1973 a y b ) .

Se ha estimado un punto isoeléctrico de aproximadamente 6 
para el enzima de embriones enquistados de Artemia.

Una vez identificada y parcialmente purificada la actividad 
p o l i (A) polimerasa de embriones enquistados se procediô a su ca
racterizaciôn. Se han estudiado los requerimientos del enzima, 
la reacciôn transcurre a un pH ôptimo de 8,2. El enzima es 
termosensible, inactivândose en un 50% cuando se le incuba a 
45°C durante 5 minutos. La reacciôn enzimâtica requiere la pre
sencia de un catiôn divalente en el medio de ensayo. La presen
cia de cationes monovalentes no es un requisite de la reacciôn, 
la velocidad de la reacciôn disminuye a medida que se aumenta la 
fuerza iônica del medio de ensayo y la actividad es de un 50% en 
presencia de ClK 80 mM con respecto a la actividad existante en 
ausencia de ClK cuando se utiliza RNA de Tôrula como iniciador.

El catiôn divalente con el que se obtiene una velocidad de 
reacciôn mâxima es el manganèse. Existe igualmente actividad en 
presencia de magnesio y de cobalto, siendo la actividad en estos 
casos menor del 10% de la actividad existante en presencia de 
manganèse. El enzima no présenta actividad en presencia de 
otros cationes divalentes ensayados. Las caracterîsticas del 
enzima en cuanto a sus requerimientos de cationes la hacen simi
lar a otras poli(A) polimerasas solubles, taies como la descrita 
por Hadidi y Sethi (1976), Nevins y Joklik (1977) y Avramova y 
col. (1980). Los enzimas nucleares presentan en general una ac
tividad similar o mayor con magnesio que con manganeso (Winters 
y Edmonds, 1973 a; Nevins y Joklik, 1977).

El enzima présenta gran especificidad para el nucleôtido 
sustrato de la reacciôn. Existe actividad enzimâtica en presen
cia de dos nucleôtidos, el ATP y el d A T P . En las preparaciones 
parcialmente purificadas no existe actividad enzimâtica capaz de
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polimerizar otros ribonucleôsidos trifosfato, tales como el CTP, 
GTP, UTP, o ITP. Tampoco se polimerizan el ADP ni otros deoxi- 
rribonucleôsidos diferentes del dATP, tal como el dGTP. La gran 
especificidad para nucleoôtidos de adenosina demuestra que en la 
preparaciôn parcialmente purificada del enzima no existen acti- 
vidades détectables de ribohomopolîmero polimerasas ni de RNA- 
nucleotidil terminal transferasas.

La actividad enzimâtica responsable de la polimerizaciôn 
del ATP y del dATP podrîa corresponder a un solo enzima o a dos 
enzimas diferentes. La purificaciôn incompleta del enzima per- 
mite plantearse estas dos alternativas. La incorporaciôn de 
dATP se podrîa deber a una actividad DNA polimerasa o a una ac
tividad deoxinucleotidil terminal transferasa. Sin embargo, los 
estudios de caracterizaciôn de la actividad enzimâtica responsa
ble de la incorporaciôn de dATP son todos ellos compatibles con 
la hipôtesis de que la incorporaciôn de dATP se debe a la poli 
(A) polimerasa. Los datos obtenidos pueden resumirse en très 
tipos de resultados:

a) La preparaciôn parcialmente purificada no présenta ac
tividad enzimâtica capaz de polimerizar dGTP. Este dato permite 
afirmar que en las preparaciones parcialmente purificadas de en
zima no existe actividad DNA polimerasa (Kornberg, 1980).

b) La relaciôn entre la capacidad de polimerizar ATP y 
dATP permanece constante a lo largo de todo el proceso de puri
ficaciôn. Este dato indica que si ambas actividades se debieran 
a dos enzimas diferentes, estos tendrîan que copurificar a lo 
largo de cuatro pasos de purificaciôn, fenômeno que es relativa- 
mente improbable.

c) Existe una inhibiciôn competitiva cruzada entre los 
sustratos. El ATP inhibe competitivamente la incorporaciôn de 
dATP. Inversamente, el dATP inhibe competitivamente la incorpo-
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raciôn de ATP. Estos resultados indican que los enzimas respon
sables de ambas polimerizaciones tienen las mismas propiedades
de especificidad para el ATP y el dATP.

Por otra parte, la posibilidad de que la incorporaciôn de 
dATP se deba a la existencia de una actividad deoxinucleotidil 
terminal transferasa puede descartarse debido a que la incorpo
raciôn de dATP es dependiente de la presencia de una RNA inicia-
dor, siendo asi que las cadenas de RNA no son utilizadas por las
deoxinucleotidil terminal transferasas como iniciadores (Bollum, 
1978).

Los datos presentados permiten afirmar que la incorpora
ciôn de dATP no es debida a la existencia de actividades DNA po
limerasas ni deoxinucleotidil terminal transferasas. Los datos 
de copurificaciôn y la similitud en la especificidad responsa
bles de la polimerizaciôn de ATP y dATP permiten concluir que 
ambas se deban a un ûnico enzima.

Se ha abordado igualmente el estudio de la especificidad 
de iniciador de la poli(A) polimerasa. Este enzima es capaz de 
utilizer como iniciadores molécules de RNA monocatenario, no 
utilizando molécules de RNA bicatenario ni de DNA, mono o bica- 
tenario. El enzima présenta actividad maxime cuando utilize co
mo iniciadores RNAs heterogéneos (RNA ribosomal, RNA de Tôrula) , 
âcido poliadenîlico o poli(AG), y muy poca actividad con otros 
ribohomopolîmeros: poli(C), poli(G) y poli(U). La faite de ac
tividad con estos ribohomopolîmeros no se debe a un fenômeno de 
especificidad del enzima para la base del nucleôtido 3' terminal 
del iniciador, puesto que se ha podido demostrar crue el enzima 
utilize como iniciador âcidos ribonucléicos con las cuatro posi- 
bles bases en su nucleôtido 3' terminal. La faite de actividad 
podrîa corresponder con la formaciôn de estructuras secundarias 
por parte de estos ribohomopolîmeros.
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Por sus caracterîsticas de especificidad de iniciador el 
enzima podrîa actuar tanto en procesos de iniciaciôn de cadenas 
poliadenîlicas como en procesos de elongaciôn de cadenas pré
existantes, siendo el enzima de embriones enquistados de Artemia 
mâs similar a los enzimas citoplâsmicos de cêlulas eucariôticas 
que a los enzimas nucleares (Winters y Edmonds,1973 a y b; 
Tsiapalis y col., 1975).

Durante los estudios de caracterizaciôn del enzima se han 
podido observar una serie de peculiaridades cinéticas de la ac
tividad enzimâtica. Algunas de estas propiedades no han podido 
ser explicadas totalmente a partir de los resultados expérimen
tales obtenidos. Una de ellas es la existencia de un aumento en 
la actividad enzimâtica que no es proporcional a la cantidad de 
enzima présente en el ensayo. Este aumento de actividad no dé
pende de la concentraciôn total de proteina présente en el medio 
de encubaciôn.

Otra peculiaridad del enzima es la existencia de un perîodo 
inicial de incubaciôn durante el cual la velocidad de reacciôn 
es muy baja, aumentando posteriormente. Este perîodo inicial de 
latencia no se puede sustituir por una incubaciôn previa del en
zima en el medio de ensayo en ausencia de alguno de los sustra
tos .

Estos dos fenômenos han sido descritos previamente para 
otras poli(A) polimerasas taies como la de célula de tumor as- 
cîtico (Giron y Huppert, 1972), timo de ternera (Winters y Ed
monds, 1973 a ) , hîgado de rata (Niessing, 1975), hepatomas 
(Rose y col., 1975* Rose y Jacobs, 1976) y embriones de erizo de 
mar (Slaters y col., 1978).

En ninguno de los casos en los que se han descrito estos 
fenômenos se ha encontrado una explicaciôn satisfactoria de los 
mismos. Una posible explicaciôn ha surgido de los trabajos de
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Rose y Jacob (1979 a) en los que se demuestra que existe una ac- 
tivaciôn de la poli(A) polimerasa de hîgados de rata y hepatomas 
mediada por un proceso de fosforilaciôn. La existencia de acti
vidades protein kinasas en preparaciones de poliCA) polimerasa 
podrîa originar una fosforilaciôn del enzima en el transcurso de 
la reacciôn in vitro que producirîa una activaciôn del enzima en 
el transcurso de la reacciôn. De esta forma se podrîa explicar 
la existencia del perîodo de latencia en la reacciôn. El mismo 
fenômeno podrîa explicar la relaciôn entre la cantidad de enzima 
y la velocidad de reacciôn; al aumentar la cantidad de proteina 
ahadida en el ensayo aumentarîa también la cantidad de protein 
kinasa, pudiendo lograrse la fosforilaciôn de una mayor propor- 
ciôn de moléculas del enzima poli(A) polimerasa.

Esta hipôtesis no explicarîa por qué el perîodo de latencia 
depende de la naturaleza del RNA iniciador, siendo mayor con po
li (A) que con RNA de Tôrula. Para explicar este fenômeno median* 
te esta hipôtesis serîa necesario suponer que la capacidad de 
fosforilaciôn de la poli(A) polimerasa depende de la naturaleza 
del RNA iniciador présente en el ensayo.

Otra caracterîstica cinêtica observada en estos ensayos es 
la existencia de una inhibiciôn por exceso del sustrato ATP.
Este fenômeno ha sido descrito para las poli(A) polimerasas de 
hîgado de rata (Rose y Jacob, 1976; Koch y Niessing, 1978). La 
inhibiciôn se ha caracterizado por estudios cinêticos como una 
inhibiciôn no competitiva o anticompetitiva sin presentar efec- 
tos cooperatives. La constante de Michaelis aparente para el 
ATP como sustrato es 40 /^M, mientras que la constante de inhibi
ciôn aparente es de 1 mM cuando se utiliza RNA de Tôrula como 
iniciador. La diferencia entre ambas constantes para el ATP 
hace que la concentraciôn ôptima de ATP sea de aproximadamente 
0,15 mM, concentraciôn a la que la velocidad de reacciôn es el 
70% de la velocidad maxima calculada para el enzima a partir de 
los parâmetros cinêticos.
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La inhibiciôn por exceso de sustrato no se observa cuando 
se utiliza dATP. Este dato permitiô establecer la hipôtesis de 
que el ATP interaccionaba con dos sitios diferentes del enzima, 
uno de ellos serîa el centro activo, con afinidad para ATP y 
dATP, y el otro sitio tendrîa afinidad exclusivamente para el 
ATP. La uniôn de una molécula de ATP al segundo de los sitios 
postulados producirîa la inhibiciôn de la actividad enzimâtica.

La constante de inhibiciôn para el ATP depende del RNA 
iniciador utilizado en la reacciôn. Por otra parte, la inhibi
ciôn por exceso de ATP se puede revertir aumentando la concen
traciôn del RNA iniciador. Estos dos datos nos han permitido 
postular que el segundo sitio de interacciôn del ATP responsable 
de la inhibiciôn del enzima es el sitio de uniôn del iniciador.

Segûn esta hipôtesis, la segunda molécula de ATP actuarîa 
como anâlogo estructural del iniciador. Esta hipôtesis expli
carîa la falta de inhibiciôn por el dATP, puesto que el DNA no 
puede ser utilizado por el enzima como iniciador. Esta hipôte
sis se apoya también en el hecho de que la constante de inhibi
ciôn para el ATP es de 1 mM cuando se utiliza RNA de Tôrula co
mo iniciador y de 2 mM cuando se utiliza poli(A), puesto que 
las constantes de Michaelis aparentes para ambos iniciadores son 
respectivamente de 0,03 mM y 0,01 mM. Existiendo, en consecuen- 
cia, una buena correlaciôn entre la afinidad del enzima para los 
RNAs iniciadores y su capacidad para revertir la inhibiciôn por 
ATP.

La poli(A) polimerasa de embriones enquistados de Artemia 
sintetiza una cadena de âcido poliadenîlico unida al RNA inicia
dor. La uniôn de la cadena poliadenîlica al RNA iniciador se 
ha demostrado por dos métodos diferentes: la asociaciôn del
producto de reacciôn al RNA iniciador en su migraciôn en centri- 
fugaciones zonales en gradientes de sacarosa y la transferencia 
del fosfato en posiciôn o( del ATP sustrato de la reacciôn al



215

nucleôtido en posiciôn 3' terminal del RNA iniciador. Este se
gundo experimento demuestra la uniôn covalente de la cadena po
liadenîlica sintetizada por el enzima al extremo 3' del RNA ini
ciador.

La naturaleza poliadenîlica del producto de reacciôn se 
demostrô por su resistencia a la degradaciôn por las ribonuclea- 
sas pancreâticas y T1 y por su retenciôn en columnas de poli(U)- 
sepharosa (Sastre, 1977).

Se han estudiado las caracterîsticas del producto de reac
ciôn. La longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada es 
corta, entre 4 y 20 nucleôtidos en incubaciones de 30 minutes.
La longitud depende de la naturaleza del RNA iniciador, asî como 
de la concentraciôn del mismo. Asî por ejemplo, cuando se uti- 
lizan concentraciones similares de RNA de Tôrula y poli(A), la 
longitud de la cadena es mayor con RNA de Tôrula. La longitud 
de la cadena es mayor cuanto mayor es el tamaho del RNA inicia
dor cuando se utilizan los RNAs ribosomales. Este ûltimo dato 
se puede interpreter en funciôn de que a igualdad de concentra
ciones (mg/ml), el nûmero de cadenas de rRNA es mener cuanto ma 
yor es el tamaho del rRNA. Es posible que la longitud de la ca
dena poliadenîlica sintetizada sea funciôn del nûmero de molécu
las de RNA que pueden actuar como iniciadores. Segûn esta hipô
tesis, el tamaho de la cadena poliadenîlica serîa mayor cuanto 
mayor sea el tamaho del RNA iniciador, puesto que habrâ menor 
cantidad de moléculas para igual concentraciôn de iniciador en 
términos masa/volumen. La correlaciôn entre la longitud de la 
cadena poliadenîlica y la cantidad de moléculas de iniciador 
présentes en el ensayo ha sido confirmada en los estudios de po- 
liadenilaciôn de las partîculas ribonucleoprotéicas présentes en 
embriones enquistados que comentaremos posteriormente.

La longitud de la cadena sintetizada por las poli(A) poli
merasas de otros sistemas eucariôticos in vitro varia entre 7 y
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30 adenosinas por cadena (Haff y Keller, 1973; Winters y Edmonds, 
1973 b; Niessing, 1975; Hadidi y Sethi, 1976; Milchev y Hadjio- 
lov, 1978). Winters y Edmonds (1973 b) han descrito la existen
cia de una relaciôn inversa entre la concentraciôn de moléculas 
de iniciador y la longitud de la cadena poliadenîlica sintetiza
da.

Se ha estudiado igualmente la naturaleza del producto de 
reacciôn cuando se utiliza dATP como nucleôtido sustrato de la 
reacciôn. Se ha podido demostrar que el enzima une una ûnica 
molécula de deoxiadenosina monofosfato al extrema 3' del RNA 
iniciador. Esta conclusiôn esta basada en el hecho de que toda 
la radioactividad incorporada por el enzima a partir de dATP 
marcado aparece en forma de deoxiadenosina al tratar el produc
to de reacciôn con deoxirribonucleasa I y posterior hidrôlisis 
alcalina. La incorporaciôn de una ûnica molécula de dATP por 
el enzima es anâloga al comportamiento descrito para la deoxinu
cleotidil terminal transferasa. Este enzima polimeriza deoxi- 
nucleôsidos trifosfato, uniendo los correspondientes deoxinu- 
cleôsidos monofosfato al extremo 3'' de una molécula de DNA ini
ciador. Se ha descrito que la deoxinucleotidil terminal trans
ferasa es capaz de incorporer nucleôsidos trifosfato en lugar de 
los deoxinucleôtidos, pero incorporando solamente una o dos mo
léculas de ribonucleôtido por cadena (Roychoudhury, 1972 y 1976) .

La incorporaciôn de una ûnica molécula de dATP puede ser 
interpretada a la luz de los experimentos realizados acerca de 
la especificidad de iniciador del enzima. La incorporaciôn de 
una molécula de deoxiadenosina monofosfato en el extremo 3' del 
RNA iniciador podrîa hacer perder a esta molécula de RNA su afi
nidad por el enzima, ya que éste no puede utilizer DNA como ini
ciador .

Hemos realizado algunos estudios encaminados a conocer el 
mecanismo de reacciôn de la poli(A) polimerasa. Estos trabajos
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se han encaminado al estudio de dos problemas: la formaciôn del
complejo enzima-sustrato y el estudio del mecanismo de elonga
ciôn de la cadena poliadenîlica.

Se ha estudiado la variaciôn de la actividad enzimâtica al 
variar conjuntamente la concentraciôn de los dos sustratos de la 
reacciôn (nucleôtido y RNA iniciador). La constante de Michae
lis para el nucleôtido y el RNA son independientes de la concen
traciôn del otro sustrato, siempre que la concentraciôn de ATP 
sea insuficiente para inhibir significativamente la actividad 
enzimâtica. Este hecho puede ser interpretado mediante la for
maciôn no ordenada de un complejo ternario, aunque no demuestra 
inequîvocamente este mecanismo de reacciôn.

El segundo aspecto estudiado del mecanismo de reacciôn es 
el proceso de elongaciôn de la cadena poliadenîlica. Pueden 
existir dos posibilidades, que se forme un complejo estable en
tre el RNA iniciador y la poli(A) polimerasa, de tal forma que 
una ûnica molécula de poli(A) polimerasa se una a cada molécula 
de RNA iniciador y se sintetiza progresivamente la cadena polia
denîlica unida al iniciador. La segunda posibilidad consiste 
en que cada molécula de poli(A) polimerasa se una a una molécu
la de RNA iniciador, ahadiéndole una molécula de AMP y rompién- 
dose el complejo inmediatamente después. Para dilucidar este 
problema estudiamos la evoluciôn de la longitud de la cadena po
liadenîlica formada y el nûmero de cadenas poliadeniladas con el 
tiempo de reacciôn.

La longitud de las cadenas deberîa aumentar indefinitiva- 
mente, en caso de ser operative el primer mecanismo de elonga
ciôn, mientras que el nûmero de cadenas poliadeniladas no varia- 
rîa sustancialmente con el tiempo de incubaciôn. Si fuera cier- 
to el segundo mecanismo propuesto, el nûmero de cadenas formadas 
y la longitud de las mismas tendrîan que aumentar lînealmente 
con el tiempo de reacciôn. Los resultados expérimentales han
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mostrado un aumento del nûmero de cadenas poliadeniladas con el 
tiempo de reacciôn, lo cual descarta la hipôtesis de la forma
ciôn de un complejo estable enzima-iniciador. La longitud de la 
cadena aumenta con el tiempo de incubaciôn, pero no de forma 
lineal sino hiperbôlica, efecto que es mâs acusado utilizando 
poli(A) como iniciador. Este dato podrîa interpretarse mediante 
un mecanismo de reacciôn intermedio entre los dos propuestos, de 
tal forma que el enzima y el iniciador formen un complejo poco 
estable. Durante el tiempo en que tal complejo permanece forma- 
do se podrîan ahadir mâs de una molécula de AMP al iniciador. 
Segûn esta hipôtesis, la adiciôn de moléculas de adenosina mono
fosfato se realizarîa por pequehos segmentos de cada v e z . Dado 
el exceso de moléculas de iniciador sobre las moléculas de enzi
ma, a tiempos cortos de incubaciôn la longitud media de los seg
mentos poliadenîlicos tenderîa a ser la longitud del pequeho 
segmento ahadido en cada complejo enzima-iniciador; por esta ra- 
zôn, la longitud de la cadena poliadenîlica tenderîa a aumentar 
hiperbôlicamente durante las primeras etapas de la poliadenila- 
ciôn.

La segunda etapa en el estudio de la enzimologîa de la po- 
liadenilaciôn durante el desarrollo de Artemia ha sido el estu
dio de la actividad enzimâtica durante el desarrollo embriona- 
rio y larvario temprano. Para ello se ha realizado la cuantifi- 
caciôn de la actividad poli(A) polimerasa durante este perîodo 
con objeto de conocer los cambios en los niveles de actividad y 
la importancia relativa del proceso de poliadenilaciôn en cada 
etapa del desarrollo. Un segundo aspecto del problema ha con- 
sistido en el estudio de la distribuciôn subcelular de la acti
vidad enzimâtica. El conocimiento de la localizaciôn subcelular 
de los procesos de poliadenilaciôn puede ofrecer informaciôn 
sobre la naturaleza de los RNAs poliadenilados. El tercer obje- 
tivo ha sido la caracterizaciôn de los enzimas implicados en el 
proceso de poliadenilaciôn en diverses etapas del desarrollo.
En embriones enquistados parece existir un ûnico isoenzima po-
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li(A) polimerasa, mientras que en otros sistemas se ha descrito 
la existencia de varies isoenzimas. Pudiera ser que en etapas 
posteriores a la gastrula y durante el desarrollo de Artemia 
existiera mâs de un isoenzima, siendo alguno de ellos inducido 
durante el desarrollo. En este caso, la existencia de enzimas 
inducibles durante el desarrollo serîa de gran interês en el 
conocimiento de la funciôn de dichos isoenzimas.

Los niveles de actividad poli(A) polimerasa aumentan dos 
veces durante el desarrollo embrionario de Artemia. La activi
dad existante en nauplias recién eclosionadas es doble que la 
existante en el embriôn enquistado. La actividad poli(A) poli
merasa alcanza un mâximo a las 24 horas de desarrollo del em
briôn, disminuyendo posteriormente de forma acusada. Sin embar
go, los niveles de actividad poli(A) polimerasa existantes en 
nauplias de edad avanzada (50 horas de desarrollo) siguen siendo 
superiores a los existantes en otros organismos eucariôticos.

El descenso en los niveles de actividad poli(A) polimerasa 
que tiene lugar entre las 22 y las 28 horas de desarrollo de las 
nauplias no ocurre en presencia de inhibidores de la sîntesis de 
proteinas y los inhibidores de la sîntesis de RNA reducen par
cialmente el descenso de la actividad poli(A) polimerasa. Estos 
datos indican, aunque no demuestran, que el descenso de activi
dad que tiene lugar durante el desarrollo no es consecuencia 
ûnicamente de un descenso en la velocidad de sîntesis del co- 
rrespondiente mRNA sino que puede estar sometido a un proceso de 
regulaciôn negative dependiente de la sîntesis proteica y pro- 
bablemente de la sîntesis de RNA.

En embriones de erizo de mar existe también un descenso en 
los niveles de actividad poli(A) polimerasa a lo largo del desa
rrollo. El descenso ocurre durante las primeras divisiones del 
embriôn y estâ sometido a un proceso de regulaciôn negativa de
pendiente de la sîntesis proteica (Slater y col., 1978).
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El aumento de la actividad poli(A) polimerasa en las etapas 
iniciales del desarrollo larvario es concomitante con un aumento 
en la velocidad de sîntesis de RNA (Sebastiân, 1980), asî como 
en los niveles del enzima responsable de la sîntesis de mRNA, la 
RNA polimerasa II (Osuna, 1979). Todos estos datos nos permi
ten interpreter que los elevados niveles de actividad poli(A) 
polimerasa existantes en esta etapa del desarrollo pueden deber- 
se a la intense actividad de sîntesis de RNA y en particular de 
mRNA que parece tener lugar en este perîodo del desarrollo de 
Artemia.

Se ha estudiado la distribuciôn subcelular de la actividad 
poli(A) polimerasa a lo largo del desarrollo larvario de Artemia 
La actividad poli(A) polimerasa se localize en dos fracciones 
subcelulares, la nuclear y la citoplâsmica, en todos los perîo
do s del desarrollo estudiados. La actividad nuclear représenta 
casi un 50% de la actividad total en las nauplias estudiadas. 
Esta distribuciôn subcelular difiere marcadamente de la existan
te en embriones enquistados, en los que el 80% de la actividad 
poli(A) polimerasa tiene localizaciôn citoplâsmica.

La actividad poli(A) polimerasa existante en la fracciôn 
nuclear aumenta cuatro veces entre el embriôn enquistado y la 
nauplia recién eclosionada. Este aumento de la actividad nu
clear podrîa ser reflejo del proceso de activaciôn del nûcleo, 
el cual comprenderîa el inicio de la sîntesis de mRNA y su po
liadenilaciôn. La existencia de un proceso de activaciôn nu
clear en este perîodo del desarrollo de Artemia queda reflejada 
en el aumento de la cantidad y complejidad del mRNA (James y 
col., 1979) como consecuencia del proceso de transcripciôn.

El aumento de actividad poli(A) polimerasa en la fracciôn 
nuclear puede corresponder à la inducciôn de una actividad poli 
(A) polimerasa diferente de la existante en los embriones en
quistados. Alternativamente, las actividades existantes en
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nauplias podrîa deberse al mismo enzima existante en los em
briones enquistados. La naturaleza de los enzima poli(A) poli
merasa existantes en nauplias de Artemia ha sido estudiado por 
medio de diverses enfoques expérimentales. Estos enfoques han 
comprendido el estudio de las caracterîsticas de los enzimas, 
su comportamiento cromatogrâfico y la caracterizaciôn del pro
ducto de reacciôn originado por los enzimas particulado y solu
ble de nauplias de Artemia.

Las caracterîsticas que présenta la actividad poli(A) po
limerasa en homogenados totales de nauplias de Artemia en cuan
to a su punto isoeléctrico, pH ôptimo y sensibilidad térmica 
son compatibles con la existencia de una ûnica especie enzimâti
ca. La diferente sensibilidad térmica de los extractos de nau
plias respecto al enzima parcialmente purificado de embriones 
enquistados puede deberse a la presencia de actividades proteo- 
lîticas en los extractos de nauplias (Olalla y col., 1978).

La actividad poli(A) polimerasa existante en las fraccio
nes particulada y soluble de nauplias tiene el mismo comporta
miento cromatogrâfico, tanto en columnas de intercambio iônico 
(DEAE-celulosa, Bio-Rex 70, Hidroxiapatito, Fosfocelulosa) como 
en cromatogrâfîa de afinidad (Poli(A)-Sepharosa, Poli(U)-Sepha- 
rosa, ATP-agarosa).

Se han purificado parcialmente los enzimas présentes en 
ambas fracciones subcelulares de nauplias de 18 horas de desa
rrollo. El procedimiento de purificaciôn consta de très etapas 
cromatogrâfîa de intercambio iônico en columnas de DEAE-celulo
sa, precipitaciôn fraccionada con sulfato amônico y cromatogra- 
fîa de gel-filtraciôn en columnas de Sephadex G-150. Se ha po
dido observar una diferencia entre ambos enzimas en el proceso 
de purificaciôn, consistante en el bajo rendimiento obtenido en 
la purificaciôn parcial del enzima particulado. Este bajo ren
dimiento podrîa deberse a la existencia de actividades proteo-
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lîticas cuya localizaciôn es particulada en las primeras horas 
del desarrollo larvario de Artemia (Perona, 1980).

En el proceso de purificaciôn se logrô una purificaciôn de 
60 veces para el enzima particulado, con un rendimiento del 17%. 
Para el enzima soluble se consiguiô una purificaciôn de 70 ve
ces y un rendimiento del 73%.

Una vez purificadas parcialmente ambas actividades se pro- 
cediô a realizar un estudio comparativo de sus propiedades enzi- 
mâticas. Ambos enzimas parcialmente purificados presentan pro
piedades similares entre si y con respecto al enzima de la frac
ciôn soluble de embriones enquistados. Los requerimientos de 
metales divalentes son iguales en todos los casos, hay un reque- 
rimiento estricto de métal, siendo maxima la actividad en pre
sencia de manganèse. Existe una actividad menor del 10% en pre
sencia de Magnesio y Cobalto.

La especificidad de RNA iniciador es también similar para 
las poli(A) polimerasas comparadas. Tienen una actividad compa
rable con RNA de Tôrula y âcido poliadenîlico, aunque la activi
dad relativa con ambos iniciadores depende de la fuerza iônica 
del medio de ensayo. Ninguno de los enzimas estudiados tiene 
actividad importante en presencia de ribohomopolîmeros diferen
tes del âcido poliadenîlico ni en presencia de DNA.

La especificidad para el nucleôtido sustrato de la reacciôn 
es similar para los enzimas estudiados. Los enzimas tienen ac
tividad ûnicamente con dos nucleôtidos: el ATP y el dATP. La
diferencia de actividad relativa con ATP y dATP observada en el 
enzima soluble de nauplias se puede deber a la utilizaciôn de 
diferentes cantidades de enzima en los estudios de especifici
dad de sustrato. Hemos expuesto anteriormente que cuando se em- 
plea dATP como sustrato el enzima une ûnicamente una molécula 
de dAMP a cada molécula de RNA iniciador. La actividad enzimâ-
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tica que se expresa con dATP estâ limitada por el nûmero de mo
léculas de RNA iniciador, no respondiendo lînealmente al aumen
to en la cantidad de enzima présente en el ensayo. De esta for
ma, la actividad relativa existante con dATP y con ATP depende 
del nûmero de moléculas de RNA iniciador y del enzima présente 
en el ensayo. Para una misma cantidad de RNA iniciador la re
laciôn de actividades dATP/ATP disminuye al aumentar la cantidad 
de enzima. Este hecho explicarîa la diferencia en la actividad 
relativa existante en las preparaciones con actividad poli(A) 
polimerasa.

Las propiedades cinéticas de las preparaciones enzimâticas 
son similares por lo que respecta a la existencia de una inhi
biciôn por ATP y a los valores para la constante de Michaelis y 
la constante de inhibiciôn aparentes para el ATP.

Las poli(A) polimerasas parcialmente purificadas de frac
ciones particulada y soluble de nauplias sintetizan una cadena 
poliadenîlica como consecuencia de la polimerizaciôn del ATP.
Se ha estudiado la longitud de la cadena poliadenîlica sinteti
zada, la cual resultô ser similar para ambas preparaciones en
zimâticas. La longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada 
por los enzimas de nauplias es igual a la de la cadena sinteti
zada por la poli(A) polimerasa de embriones enquistados.

Como resumen de los estudios de caracterizaciôn de las ac
tividades enzimâticas existantes en las fracciones particulada 
y soluble de nauplias recién eclosionadas de Artemia podemos 
decir que se han identificado ambas actividades como correspon
dientes a poli(A) polimerasas. Esta identificaciôn se ha hecho 
en base a los estudios de especificidad de sustrato y de la ca
racterizaciôn del producto de reacciôn como una cadena de âcido 
poliadenîlico.

Las propiedades cromatogrâficas, cinéticas y de especifici-
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dad presentadas por las poll(A) polimerasa de ambas fracciones 
subcelulares son similares entre si y en comparaciôn con las 
que présenta el enzima soluble de embriones enquistados. El es
tudio comparativo de las propiedades enzimâticas ha comprendido 
las propiedades que han permitido la identificaciôn de mâs de 
un isoenzima poli(A) polimerasa en otros sistemas, taies como 
el comportamiento cromatogrâfico (Niessing, 1975; Haff y Keller, 
1973 y 1975; Nevins y Joklik, 1977), el requerimiento de catio- 
nes divalentes (Niessing y Sekeris, 1974; Nevins y Joklik, 1977) 
y la especificidad de iniciador (Haff y Keller, 1973 y 1975; 
Nevins y Joklik, 1977).

Todas estas propiedades permiten concluir que las activida
des poli(A) polimerasas existantes en las fracciones particulada 
y soluble de nauplias recién eclosionadas de Artemia correspon- 
den a isoenzimas muy similares si no al mismo isoenzima.

Una vez caracterizado el sistema enzimâtico responsable del 
proceso de poliadenilaciôn se emprendiô el estudio del metabo- 
lismo del âcido poliadenîlico durante el desarrollo embrionario 
de Artemia. Se ha estudiado en primer lugar la cantidad de âci
do poliadenîlico présente en los embriones. Se ha observado un 
aumento progresivo de la cantidad de âcido poliadenîlico présen
te en los embriones entre la etapa de embriones enquistados en 
criptobiosis y las nauplias recién eclosionadas. El aumento de 
la cantidad de âcido poliadenîlico es de cuatro veces entre los 
embriones en criptobiosis y los de 10 horas de desarrollo.

Se ha estudiado la distribuciôn subcelular del âcido poli
adenîlico en diverses estadîos del desarrollo embrionario. El 
âcido poliadenîlico présente en embriones enquistados en cripto
biosis se localize principalmente en la fracciôn de mitocondrias 
y membranes endoplâsmicas. Este dato confirma los obtenidos por 
Nilsson y Hultin (1975) sobre la localizaciôn del mRNA por ex
perimentos de traducciôn in vitro y los comunicados por
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Felicetti y col. (1975).

Existe una fracciôn importante de âcido poliadenîlico loca- 
lizado en el sobrenadante postmitocondrial de embriones enquis
tados. El âcido poliadenîlico présente en esta fracciôn estâ en 
su mayor parte no asociado a ribosomas. La existencia de mRNA 
en esta fracciôn subcelular ha sido descrita por Grosfeld y 
Littauer (1975) y por Slegers y Kondo (1977) .

Por ûltimo, una proporciôn del 24% del âcido poliadenîlico 
existente en embriones en criptobiosis se encuentra asociado a 
la fracciôn de nûcleos y plaquetas de vitelo. La existencia de 
esta fracciôn de âcido poliadenîlico no ha sido descrita previa
mente. No se conoce cuâl es la naturaleza de esta poblaciôn 
de âcido poliadenîlico.

Durante las primeras 10 horas del desarrollo embrionario se 
ha observado dos hechos de interês, por un lado el descenso en 
la cantidad de âcido poliadenîlico ligado a membranas y por 
otro el aumento de la fracciôn de âcido poliadenîlico asociado 
a ribosomas. El âcido poliadenîlico asociado a membranas pare
ce formar parte del mRNA almacenado en el embriôn enquistado en 
criptobiosis, su disminuciôn durante las primeras horas del 
desarrollo embrionario puede ser consecuencia de su utilizaciôn 
por el embriôn. El aumento en la cantidad de âcido poliadenîli
co asociado a ribosomas puede interpretarse como un resultado 
del comienzo de la sîntesis de proteinas, con la consiguiente 
formaciôn de polisomas, proceso que tiene lugar durante las pri
meras horas del desarrollo embrionario de Artemia (Clegg y Go
lub, 1969; Amaldi y col., 1977).

La distribuciôn subcelular del âcido poliadenîlico en nau
plias recién eclosionadas muestra que la mayor parte del âcido 
poliadenîlico se encuentra asociado a ribosomas. Por otra par
te, existe una fracciôn importante del âcido poliadenîlico en
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la fracciôn de mitocondrias y membranas. La existencia de esta 
fracciôn asociada a membranas puede deberse a la formaciôn del 
retîculo endoplâsmico rugoso en el cual los ribosomas se encuen- 
tran asociados a membranas; la existencia de una fracciôn signi
ficative del âcido poliadenîlico en retîculo endoplâsmico rugoso 
puede ser consecuencia de la diferenciaciôn de cêlulas sécréte
ras en el embriôn.

Los estudios del metabolismo del âcido poliadenîlico duran
te el desarrollo embrionario de Artemia muestrai la existencia de 
un proceso de incorporaciôn del âcido poliadenîlico a polisomas. 
Este proceso confirma la evidencia obtenida por otras vîas expé
rimentales de la activaciôn del proceso de sîntesis proteica.

La activaciôn de la sîntesis proteica tiene lugar en las 
primeras horas de desarrollo postgastrular del embriôn, cuando 
también tiene lugar un aumento de la cantidad de âcido poliade
nîlico. Los procesos de activaciôn de la sîntesis proteica y de 
poliadenilaciôn son también simultâneos en otros sistemas embrio- 
narios taies como anfibios (Rosbash y Ford, 1974; Sagaseta y 
col., 1980), erizo de mar (Slater y col., 1972; Wilt, 1973 y
1977), estrella de mar (Jeffery, 1977) y algodôn (Harris y Dure,
1978) .

El proceso de poliadenilaciôn que ocurre durante la embrio- 
génesis de Artemia origina un aumento en la proporciôn de âcido 
poliadenîlico existente en el RNA, que pasa de ser el 0,9%o en 
embriones criptobiôticos a ser del 2 %o del RNA en nauplias de 
18 horas. Nuestros resultados y los de James y col. (1979) han 
demostrado que el RNA poliadenilado de embriones enquistados en 
criptobiosis présenta una menor eficacia de traducciôn en siste
mas in vitro que el mRNA de etapas posteriores del desarrollo.
La variaciôn de la eficacia de traducciôn del mRNA poliadenilado 
con el tiempo de desarrollo de los embriones es paralela a la 
variaciôn de la cantidad de âcido poliadenîlico présente en los
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embriones.

La correlaciôn entre los procesos de poliadenilaciôn de los 
mRNAs, la activaciôn del proceso de sîntesis proteica y el au
mento de la eficacia de traducciôn de los mRNAs ha llevado a va-
rios autores a postular que el proceso de poliadenilaciôn puede 
actuar como proceso de desencadenante de la activaciôn de los 
mRNAs en sistemas en desarrollo (Slater y col., 1973; Wilt,
1973; Harris y Dure, 1978).

Segûn esta hipôtesis de trabajo los mRNAs présentes en em
briones enquistados sufrirîan un proceso de poliadenilaciôn en 
las etapas iniciales del desarrollo embrionario. En el estudio 
de la poliadenilaciôn durante el desarrollo embrionario de Arte
mia hemos indagado la capacidad de la poli(A) polimerasa par
cialmente purificada de embriones enquistados para poliadenilar 
in vitro los mRNAs de embriones enquistados en fase de cripto
biosis .

Hemos realizado algunos estudios previos con el fin de ca- 
racterizar los componentes celulares de los que forma parte el 
RNA poliadenilado de embriones enquistados. Se ha estudiado el 
RNA poliadenilado existantes en las fracciones de mitocondrias 
y membranas y en la fracciôn del sobrenadante postmitocondrial. 
En ambas fracciones el âcido poliadenîlico se encuentra asociado 
con proteinas, formando complejos ribonucleoproteicos. Esta 
conclusiôn se basa en los estudios de centrifugaciôn de las 
fracciones subcelulares en gradientes isopîcnicos de sacarosa.
La densidad de flotaciôn del componente celular del que forma 
parte el âcido poliadenîlico es intermedia entre la de los âci
dos nucleicos y la de las proteinas, pudiendo por tanto decirse 
que el âcido poliadenîlico se encuentra formando parte de un 
complejo formado por âcidos nucleicos y proteinas.

La asociaciôn del RNA poliadenilado con proteinas, formando
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complejos ribonucleoproteicos no asociados a ribosomas ha sido 
descrita para otros sistemas embrionarios, taies como oocitos de 
erizo de mar (Infante y Nemer, 1968; Gross y col., 1973; Kau- 
meyer y col., 1978), Drosophila (Lovett y Goldstein, 1977) o se- 
millas de trigo (Ajtkozhin y col., 1976). En embriones enquis
tados de Artemia también se ha descrito la asociaciôn del RNA 
poliadenilado con proteinas (Grosfeld y Littauer, 1975; Slegers 
y Kondo, 1977a; Amaldi y col., 1977, Simons y col., 1978).

Se han purificado los complejos ribonucleoproteicos exis
tantes en embriones criptobiôticos de Artemia por cromatogrâfîa 
de afinidad en columnas de Oligo(dT)-celulosa, tanto los exis
tantes en la fracciôn de mitocondrias y membranas como los que 
se localizan en el sobrenadante postmitocondrial. La purifica
ciôn de los complejos de membranas supuso la solubilizaciôn pre
via por tratamiento de la fracciôn de mitocondrias y membranas 
con Tritôn X-100. Los complejos ribonucleoproteicos purificados 
conservan la densidad de flotaciôn que presentaba el âcido poli
adenîlico en las fracciones subcelulares originales. Este dato 
avala la integridad de los complejos ribonucleoproteicos purifi
cados.

La densidad de flotaciôn en sacarosa de los complejos puri
ficados a partir de las fracciones de membranas es 1,24 g/cm^, 
la densidad estimada para la fracciôn del sobrenadante postmito
condrial es de 1,26 g/crn^, indicando una diferente proporciôn 
de RNA/proteinas para ambos tipos de complejos, proporciôn que 
es mayor para los complejos de la fracciôn postmitocondrial.

Los componentes proteicos de ambos tipos de partîculas han 
sido caracterizados por electroforesis en gel de poliacrilamida 
en presencia de SDS. En los complejos de la fracciôn de membra
nas se han identificado al menos 8 proteinas de pesos molecula- 
res: 90.000, 67.000, 45.000, 38.000, 34.000, 31.000, 23.500 y
22.000 D. En los complejos existentes en el sobrenadante post-
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mitocondrial se han podido caracterizar al menos 8 componentes 
proteicos, de pesos moleculares: 110.000, 86.000, 76.000,
37. 000, 30. 000, 25. 000, 23.500 y 20.500 D., siendo muy mayorita- 
ria la proteina de 37. 000 D. de peso molecular. La composiciôn 
proteica de los complejos ribonucléicos libres descrita en 
otros sistemas es muy variada, habiendo ûnicamente 2 proteinas 
que parecen ser constantes en estos sistemas, cuyos pesos mole
culares respectives son de 49-52.000 D. y 75-80.000 D. (Egly y 
col., 1974 y 1975; Bag y Sarkar, 1975; Barrieux y col., 1975 y 
1976). Unicamente la de 75.000 podrîa estar representada en los 
complejos de Artemia, no siendo mayoritaria.

La proteina mayoritaria en complejos del sobrenadante post
mitocondrial tiene un peso molecular similar a una proteina que 
es el componente principal de los complejos ribonucleoproteicos 
heterogéneos nucleares (Preobrazhensky y Spirin, 1978). Esta 
proteina es, por otra parte, similar a una proteina de Artemia 
con gran capacidad de asociaciôn con âcidos nucleicos de cadena 
sencilla, la cual inhibe la traducciôn in vitro (Marvill y col., 
1980; Nowak y col., 1980). No se han descrito estudios simila
res de composiciôn de complejos ribonucleoproteicos en otros 
sistemas embrionarios. La diferente composiciôn proteica de am
bos tipos de complejos ribonucleoproteicos (ligados a membranas 
y libres), asî como su diferente densidad de flotaciôn, permite 
afirmar que ambos tipos de complejos son entidades diferentes, 
no un mismo tipo de complejos con dos posibilidades de localiza
ciôn subcelular.

Se ha caracterizado el RNA constitutive de las partîculas 
ribonucleoprotéicas por electroforesis en gel de agarosa. Ambos 
tipos de partîculas poseen un RNA cuyo coeficiente de sedimenta- 
ciôn varîa entre 8 y 14 S. Este resultado es concordante con 
los obtenidos por Slegers y Kondo (1977) para el RNA de partîcu
las postmitocondriales y por James y col. (1979) para el RNA 
poliadenilado total de los embriones enquistados.
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Una vez purificados los complejos ribonucleoproteicos poli
adenilados existentes en embriones enquistados se procediô al 
estudio de su poliadenilaciôn in vitro. El objetivo principal 
de este estudio era conocer la capacidad de la poli(A) polimera
sa parcialmente purificada a partir de fracciones solubles de 
embriones enquistados para poliadenilar los complejos ribonu
cleoproteicos homôlogos.

Se ha observado que la poli(A) polimerasa puede utilizer 
los complejos ribonucleoproteicos homôlogos como iniciadores.
La reacciôn de poliadenilaciôn es dependiente de la concentra
ciôn de complejos ribonucleoproteicos, habiéndose podido deter
miner una constante de Michaelis de 17 y 14 nM. para los comple
jos de membranas y de la fracciôn postmitocondrial respectiva
mente. Los RNAs purificados a partir de los complejos ribonu
cleoproteicos pueden ser también poliadenilados por el enzima 
homôlogo; la constante de Michaelis para los RNAs es, al menos, 
dos ôrdenes de magnitud superior a la que presentan los comple
jos ribonucleoproteicos.

La mayor capacidad de los complejos para ser poliadenilado 
con respecto al RNA contrasta con la capacidad de traducciôn in 
vitro de ambas entidades, puesto que los complejos ribonucleo
proteicos no dirigen la sîntesis proteica in vitro mientras que 
los RNAs sî que la dirigen (Grosfeld y Littauer, 1975; Slegers 
y col, 1979). Estos datos muestran que la reacciôn de poliade
nilaciôn puede llevarse a cabo sobre los complejos ribonucleo
proteicos sin modificaciôn de su estructura, mientras que la 
traducciôn no puede efectuarse en estas condiciones.

La reacciôn de poliadenilaciôn de los complejos ribonucleo
proteicos présenta un perîodo inicial de activaciôn de la reac
ciôn. Este perîodo es mucho mâs prolongado en el proceso de 
poliadenilaciôn de los RNAs purificados de los complejos. Ambos 
datos confirman los resultados obtenidos anteriormente en los
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estudios de caracterizaciôn cinêtica del enzima, con la ventaja 
de haberse utilizado en este caso sustratos naturales del enzi
ma.

La longitud de la cadena poliadenîlica sintetizada por el 
enzima en el transcurso de la reacciôn de poliadenilaciôn de las 
partîculas puede llegar a ser équivalente a la cadena de âcido 
poliadenîlico preexistente en las partîculas. La longitud de la 
cadena sintetizada depende de la relaciôn existente entre la ac
tividad enzimâtica y la cantidad de partîculas existentes en el 
medio de ensayo.

La posibilidad de obtener una poliadenilaciôn significativa 
de los complejos ribonucleoproteicos en reacciones de poliadeni
laciôn in vitro hacen a Artemia un sistema interesante en el es
tudio del significado biolôgico del proceso de poliadenilaciôn 
de los mRNAs almacenados en los sistemas embrionarios. Este 
sistema tiene la ventaja de que permite el estudio de los mRNAs 
en su propio entorno, es decir, unido a las proteinas a las que 
estâ asociado in vivo.
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V. CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES

1. Se ha identificado una actividad poli(A) polimerasa en la frac 
ciôn citosôlica de los embriones en criptobiosis de Artemia
y se ha purificado unas 100 veces el enzima responsable de 
esta actividad. El enzima posee un peso molecular de 70.000 
daltons y un punto isoeléctrico de 6.

2. Se han estudiado las propiedades de pH optimo, estabilidad 
térmica, dependencia de la fuerza ionica y especificidad del 
enzima. El enzima de embriones criptobiôticos utiliza como 
iniciadores RNA heterogéneos y el âcido poliadenîlico. Como 
sustratos utiliza los nucleôtidos de adenina, ATP y dATP, 
siendo 5 veces menor la actividad con este ûltimo sustrato.
La reacciôn enzimâtica présenta una inhibiciôn por ATP debida 
a la uniôn de este sustrato al sitio de interacciôn del enzi
ma con el RNA iniciador. Esta inhibiciôn no se produce con 
dATP.

3. El producto de reacciôn de la poli(A) polimerasa es una cade
na de âcido poliadenîlico unida covalentemente al extremo 3 ’ 
del RNA iniciador. La longitud de la cadena poliadenîlica es 
de 5-10 nucleôtidos en incubaciones de 30 minutes con ATP. 
Cuando se utiliza dATP como sustrato el enzima anade una 
ûnica molécula de dAMP al RNA iniciador.

4. La actividad total poli(A) polimerasa varîa con el desarrollo 
embrionario posgastrular y larvario de Artemia. La actividad 
enzimâtica es mâxima en nauplias recien emergidas y disminuye 
posteriormente durante el desarrollo larvario.

5. La localizaciôn subcelular de la actividad poli(A) polimerasa 
también varîa con el desarrollo embrionario de Artemia. La 
proporciôn de enzima particulado se duplica durante el desa
rrollo embrionario posgastrular.

6. Las actividades poli(A) polimerasa de las fracciones particu
lada y soluble de nauplias han sido purificadas parcialmente 
y caracterizadas. Las propiedades cromatogrâficas, cinéticas



234

y de especificidad de ambas actividades son similares entre 
SI e iguales a las que présenta el enzima de embriones crip
tobiôticos, por lo que se concluye que en Artemia existe un 
ûnico isoenzima poli[A) polimerasa.

7. La cantidad de âcido poliadenîlico présente en los embriones 
de Artemia aumenta cuatro veces durante el desarrollo embrio- 
narioposgastrular. El âcido poliadenîlico existente en los 
embriones en criptobiosis se localiza fundamentalmente en las 
fracciones de mitocondrias y membranas y en la fracciôn pos- 
mitocondrial. Tras la reanudaciôn del desarrollo embrionario 
se observa un aumento en la cantidad de âcido poliadenîlico 
en la fracciôn de microsomas y en la de nûcleos+plaquetas, 
asî como una disminuciôn del poli(A) présente en la fracciôn 
de membranas.

8. El âcido poliadenîlico présente en los embriones en criptobio
sis se encuentra asociado a proteinas, formando complejos o 
partîculas ribonucleoprotéicas. Se han purificado los complejos 
ribonucleoprotéicos de las fracciones de membranas + mitocon
drias y de la fracciôn posmitocondrial de embriones en cripto
biosis.

9. Se han caracterizado los componentes de los complejos ribonu
cleoproteicos purificados. Los complejos asociados a la frac
ciôn de membranas + mitocondrias constan, al menos, de 8 
proteinas diferentes, de pesos moleculares de 90.000, 67000, 
45000,37000, 34000, 31000, 23500 y 22000. Los componentes 
protéicos de los complejos de la fracciôn posmitocondrial son 
un mînimo de 8, de pesos moleculares de 110000, 86000, 77000 
37000, 30000, 25000, 23500 y 20500. Ambos tipos de partîculas 
poseen moléculas de RNA de 80000-120000 daltons. Estos RNAs 
estân poliadenilados y pueden traducirse en un sistema libre 
de cêlulas de reticulocitos de conejo.

10. Se ha demostrado que los complejos ribonucleoprotéicos puri
ficados pueden ser poliadenilados in vitro por la poli(A) 
polimerasa parcialmente purificada de embriones criptobiôticos.
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La poli(A) polimerasa tiene una gran afinidad por las partî- 
culas de ribonucleoproteina. La constante de Michaelis pa
ra los complejos es al menos dos ôrdenes de magnitud inferior 
a las constantes obtenidas para los RNAs purificados a partir 
de los complejos. La longitud de la cadena de poli(A) anadi- 
da in vitro a los complejos es igual o superior a la longitud 
de la cadena de poli(A) preexistente en los RNAs de las par- 
ticulas.

11. El aumento en la cantidad de poli(A) en las primeras etapas 
del desarrollo embrionario posgastrular de Artemia, asî como 
la capacidad de poliadenilacion de las partîculas de ribo- 
nucleoproteina que contienen los RNA mensajeros almacenados 
en las gâstrulas, apoyan la hipotesis del papel de la poli
adenilacion en la activacion durante el desarrollo de los 
RNA mensajeros almacenados. La activacion tendrîa lugar me- 
diante la elongaciôn de la cadena de poli(A) preexistente.
Esta elongaciôn produciria un cambio en la estructura del 
RNA mensajero y en su interacciôn con las proteînas en las 
partîculas, posibilitando su traducciôn.
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