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RESUMEN

La cepa mutante ts368 de la levadura Saccharomyces ce-
revisiae, crecida en condiciones restrictivas, manifiesta inhi
bicibén de la sintesis de la mayor parte de las proteinas ribo-
somales exceptuando 3 proteinas fosforiladas, entre las cuales
se encuentra el complejo de L36/L37, proteinas &cidas de bajo
peso molecular de la subunidad 60S del ribosoma. La obtencibn
de una fraccién enriquecida de ARN mensajero de &stas protei-
nas, posibilita la aplicacibn posterior de la tecnologfa del
ADN recombinante, para un acercamiento mis directo a los meca-

nismos de su funcién, sintesis y regulacién.

En el presente trabajo se muestran las caracteristicas
de la cepa ts368 en relacibén a la produccién de ARN ribosomal
en condiciones restrictivas, ya que es bien conocida la estre-
cha relacibn entre la sintesis de proteinas ribosomales y la
sintesis de ARN ribosomal. Hemos confirmado que, tal como se
habfa mostrado en trabajos anteriores, las especies precurso-
ras 35S, 27S y 20S, subsisten en el citoplasma sin llegar a
formar las especies maduras 25S y 18S del ribosoma de S. cere-
visiae.

Para este estudio, hemos utilizado la mutante ts368
para mostrar que, mediante un procedimiento sencillo de per-
meabilizacibén de la pared celular con una mezcla de fenol-clo-
roformo a 45°C, técnica usada hasta el presente para extraer

ARN ribosomal pequenio y de transferencia a partir de cé&lulas



integras, es posible extraer también una fraccién de ARN men-
sajero de bajo peso molecular en el cual es altamente probable
encontrar el ARN mensajero de las proteinas ribosomales &cidas

L36/L37.

La unidén de fragmentos de ARN a secuencias de oligodeo
xitimina, demuestra la presencia de secuencias poliadeniladas
en el ARN pequefio extraido de células completas por el procedi
miento mencionado. Estas secuencias constituyen el 4% del to-
tal del ARN obtenido, medido comc material resistente a las nu
cleasas A y Tl. La cromatografia de afinidad en columnas de ce
lulosa-oligodeoxitimina, produjo un enriguecimiento de 3.5 ve-
ces la cantidad de &ste ARN mensajero. La utilidad como templa
do para lz sintesis de proteinas, probada en un sistema "in vi

tro", demostré la integridad funcional del ARN poli-A+.

La extraccibén del ARN pequefio de levaduras completas
de la cepa ts368 crecida a 37°C y la separacién del ARN mensa-
jero por cromatografia de afinidad en columnas de celulosa-oli
godeoxitimina, ofrece la posibilidad de obtener, en dos pasos
metodolSgicos, una fraccifn enriquecida para ARN mensajero de

las proteinas fosforiladas &cidas del ribosoma.



I. INTRODUCCION

Las proteina-, compuestos multifuncionales indispensa-
bles para todo organismo vivo, son producidas por mecanismos
celulares que forman un complejo pero armonioso conjunto de
procesos entrelazados, que contienen la clave de los fenSmenos

gue dan a un ente la categoria de organismo vivo.

El fenotipo de todos los organismos es el resultado de
la reqgulacibén de la expresién de su genoma. La via molecular
por medio de la cual los genes estructurales pueden producir

toda la gama de proteinas conocidas es la siguiente:

1. Transcripcién de la informacién genética en molécu-
las de ARN mensajero (ARNm) .
2. Traduccibén de la informacién de los ARN mensajeros

en proteinas.

En ciertos virus que contienen ARN en lugar de ADN, la
transcripcién puede revertirse por la accibén de la enzima trans-
criptasa ipversa (ARN~»ADN) . En cambio, la traduccién del ARN
en proteinas es unidireccional y no puede ser revertida. Estos
conceptos fueron reunidos por Crick (1) en la siguiente secuen

cia, que se considera como el dogma central de la Biologia Mo-

lecular.
; . Transcripcidén _ 6
ADN Repllcac16n: ADN < e IR Traduccibn
Transcripcién
inversa

Proteinas
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A) EL RIBOSOMA.

La sfintesis de protefnas, la iltima etapa en el flujo
de la informacién genética, es un intrincado proceso que ocurre
sobre el ribosoma. Durante &1, un gran n@mero de moléculas so-
lubles interactfian con este organelo y entre si de manera pre-
cisa. Para ser capaces de comprender y describir estas interac-
ciones, se requieren estudios tanto funcionales como estructu-

rales de los componentes que intervienen en ellas.

Los ribosomas son particulas de ribonucleoprotefna. En
organismos procariontes tienen un didmetro de aproximadamente
18 nm., una masa de 2.8 megadaltones y un coeficiente de sedi-
mentacién de 70S; tienen entre un 60% a 65% de ARN ribosomal
(ARNr) y casi 35% a 40% de protefnas. El1 ARN ribosomal maduro

estd presente en tres formas: 55, 16S 23S (2).

Los componentes de los ribosomas citopldsmicos eucarib-
ticos son mas grandes y estdn en nfimero mayor por cé&lulas, que
los de procariontes (3). Su didmetro es de 20 a 22 nm. La subu-
nidad pequena o 40S, tiene una molé&cula de ARNr 18S y alrededor
de 30 protefnas ribosomales diferentes. La subunidad grande o
60S tiene tres molé&culas de ARNr: 28S, 5.8S y 5S; el ARN 5.88
es equivalente al extremo 5' del rARN 23S de E. coli (4). El nd
mero de protefnas de esta subunidad varfa entre 45 y 50 (3). La
figura 1 contiene un resfimen de nombres, tamafnos y relaciones

de los varios tipos de ARN ribosomal.



MITOCONDRIAS

BACTERIAS

CLOROPLASTOS

EUCARIONTES
(LEVADURAS)

SUBUNIDAD PEQUENA

SUBUNIDAD GRANDE

12s (956) 16s (1582)
16S (1541) 23s (2904) 58 (120)
4.58
165 (1491) 235 (2992) (103) 58
5.88
18s (1789) (163) 28s 58

5T

3'

5'

3'

Fig. 1. Relacibn entre los ARN's ribosomales de las subuni-

dades grandes y pequeinas; entre paréntesis se indica

el nGmero de nucleStidos encontrados en algunas se-

cuencias representativas. (2).



B) SINTESIS DE RIBOSOMAS.

La sfintesis de ribosomas es un modelo de las interac-
ciones moleculares entre el nfcleo y el citoplasma en las cé-
lulas eucarifticas. El ARNr se transcribe dentro del ndcleo.
Las protefnas ribosomales se sintetizan en el citoplasma a
partir de un ARN mensajero originado en el nficleo. Las protef
nas ribosomales migran entonces al nficleo y se ensamblan con
el pre-ARNr en partfculas nacientes de ribonucleoprotefna. Es
tas son entonces procesadas por enzimas, las cuales a su vez
tienen su origen en el citoplasma. Finalmente, la subunidad
ribosomal completa pasa al citoplasma pa}a participar en la

sintesis de protefnas (5).

En ausencia de protefnas ribosomales, el pre-ARNr noc
es procesado apropiadamente y se degrada con rapidéz. Por otra
parte, las protefnas ribosomales que son sintetizadas en ausen
cia de sintesis del pre-ARNr, son degradadas cuando no se pue-
den ensamblar en partfculas preribosomales (6,7). Por lo tan-
to, la sfntesis de ribosomas requiere la produccién de todos
sus constituyentes y, consecuentemente, una expresifn altamen-
te coordinada de un gran ntmero de genes diferentes. Warner y
Gorenstein (8), demostraron que, bajo ciertas condiciones, la
sintesis de los ARNm's de 40 a 50 protefnas ribosomales se re-
prime en un 80% a 90% comparada con la sintesis de los ARNm's
de la protefna celular total; concluyeron que la produccién de
protefnas ribosomales estd regulada coordinadamente a nivel de

la transcripcién.



C) PROTEINAS RIBOSOMALES.

Las protefnas ribosomales son, en general, relativa-
mente pequefias y bdsicas. Su identificacién se ha realizado
por electroforesis en geles de poliacrilamida, reportdndose 31
en la subunidad pequefna (SP) y 39 en subunidad grande (SG) del
hfgado de la rata (9), 32 (SP) y 39 (SG) en los reticulocitos
de conejo (10), 30 (SP) y 37 (SG) en la levadura (11) 34 (SP)

y 37 (SG) en los 6vulos de Xenopus leavis (12) y 26 (SP) y 39

(SG) en Chlamydomonas reinhardi (13).

Las protefnas de E. coli se numeran de S1 a S21 para
la subunidad pequena y de L1 a L34 para la subunidad grande
(14). Sin embargo, se ha objetado la existencia de diferencias
entre algunas de ellas. Asf, S20 es idéntica a L26, aparente-
mente una protefna que se encuentra tanto en la subunidad gran
de como en la pequefia (15, 16). También en cierto que L7 es u-
na modificacién postraduccional de L12 (17). Adem&s, L8 no re-
presenta una protefna finica, sino un complejo de L7/L12 total-

mente estable a la urea (18).

Hay también algunas protefnas no numeradas que se ad-
hieren a los ribosomas y que pueden o no pertenecer a &l. Los
distintos procedimientos de separacifén y la extencién de lava-
do, dan ribosomas con diferencias en cuanto a las protefnas a-

sociadas (19, 20, 21).

Para analizar si una proteina es un constituyente ribo

somal genuino, se pueden comparar ribosomas de diferentes espe
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cies. Las té&cnicas inmunolégicas y la secuenciacifn de aminod-
cidos han complementado el andlisis electroforético. Todas las
proteinas numeradas como S2 a S21 en E. coli, tienen su contra-

parte en algunos otros ribosomas bacterianos (22).

Muchas de las protefnas ribosomales estdn presentes en
una copia, o menos, en ribosomas purificados. La estequiometrfa
puede variar entre 0.2 y 1 (23). Esto significa que una pobla-
ci6én de ribosomas purificados es altamente heterogénea en cuan-
to a su contenido proté€ico. En E. coli, solo una protefna no es
td sujeta a la estequiometrfa de 1 o menos. Ella es L7/L12. Es-
td bien establecido que hay 4 copias de L7 mas L12 sobre el ri-

bosoma (23, 24).

Algunos descubrimientos recientes han anadido complica-
ciones, considerando la importancia de algunas de las protefnas
para la funci6n ribosomal. Se encontrS que mutantes de E. coli
totalmente carentes de ciertas protefnas ribosomales, eran afn
viables y sintetizaban protefnas "in vivo". En algunas de las
mutantes se demostr6, convincentemente, que estas protefnas no
se habfan expresado. Algunas de las protefnas faltantes, como
L11 y L27, habfan sido consideradas hasta entonces como escen-
ciales para la funcién ribosomal. Se ha visto que ciertas pro-
tefnas con habilidad para unirse al ARN, tienen funciones regu-
latorias para la expresifn de otras protefnas ribosomales. Tal
papel regulatorio puede ser la finica funcién de algunas de es-

tas protefnas (25).
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D) CARACTERISTICAS DE LA ASOCIACION DE LAS PROTEINAS RIBOSOMA-

LES AL ARN RIBOSOMAL.

Las moléculas presentes en un ribosoma no est&n unidas
entre sf por enlaces covalentes; Warner (26) distinguié 3 cla-
ses de protefnas ribosomales, dependiendo de las caracterfsti-

cas de su asociacién con el ARNr:

1. Protefnas que se encuentran asociadas irreversible-
mente al ARNr recién sintetizado. Al parecer, &stas protefnas
son ensambladas con pre-ARNr en el nficleo y constituyen las ver
daderas protefnas estructurales del ribosoma. Representan el
60% del total de las protefnas ribosomales de las partfculas ri

bosomales nacientes.

2. Protefnas que aparecen en los ribosomas cuando no
hay sintesis de &stos y que por lo tanto intercambian con pro-
tefnas solubles hom&6logas "in vivo". "In vitro" se encuentran
fuertemente unidas a los ribosomas; s6lo se desprenden de €l a
concentraciones de KCl por arriba de 0.8M. Estas protefnas ri-
bosomales denominadas de intercambio, representan entre el 15%

al 20% de la protefna ribosomal total.

3. Protefnas débilmente unidas a los ribosomas. Como
las de la clase 2, éstas se encuentran en equilibrio con las
protefnas solubles, pero pueden ser removidas a baja fuerza i&-
nica (menos de 0.8 M de KCl). Pueden ser moléculas unidas adven
ticiamente a los ribosomas, o bien factores del citosol indis-

pensables para la funcifén ribésomal.
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E) PROTEINAS RIBOSOMALES FOSFORILADAS.

Kabat (27), Loeb y Blat (28), descubrieron que las pro
tefnas ribosomales pueden estar fosforiladas "in vivo", sugi-
riendo la posibilidad de un mecanismo regulatorio de accién rd

pida.

Los resultados de investigaciones efectuadas en el hi-
gado de la rata, establecieron que el principal componente fos
forilado es S6. Posteriormente se confirmé que S6 es la princi
pal fosfoproteina en los reticulocitos de conejo (29), las cé&-
lulas de tumor ascftico (30), las cé€lulas HeLa (31) y los orga
nismos eucariontes primitivos como Lemna minor (32) y Tetrahy-

mena pyriformis (33). El1 grado de fosforilacifn de S6 se modi-

fica bajo algunos estfmulos fisiolb6gicos (34). Algunos facto-
res como hormonas, AMP ciclico, infecciones virales, cambios
en las condiciones de crecimiento de las células en cultivo,
etc., estimulan la fosforilacién de S6 mientras que otros, co-
mo la administracifn de insulina a animales diabéticos, la dis

minuyen (3).

Hay algqunas otras proteinas ribosomales, ademds de S6,
que estdn fosforiladas; incluyen polipéptidos tanto de la subu
nidad 40S como de la 605. Las modificaciones en la fosforila-
cién de las protefnas ribosomales, como respuesta a factores
que afectan la sintesis de protefnas, ha conducido a la hip&te
sis de que la fosforilacién tiene una funcién regulatoria; sin
embargo, el significado funcional preciso de estos cambios es,

al presente, desconocido.
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Zinker y Warner (11), describieron 5 fosfoprotefnas en

los ribosomas de la levadura Saccharomyces cerevisiae; las de-

signaron Pl a P5. En la Tabla 1 se muestran algunas de las pro
piedades de estas protefnas. Llamaremos la atencidén sobre el
componente designado como P5, el cual es equivalente a L7/L12
de E. coli, pertenece a la clase de las protefnas ribosomales
de intercambio. Forma parte de la subunidad 60S y es, a dife-
rencia del resto de los componentes proté€icos del ribosoma,

fuertemente &4cida.

Las proteinas ribosomales fosforiladas y, en particu-
lar, las &cidas, han sido detectadas en todas las especies es-
tudiadas hasta el presente, desde eucariontes primitivos hasta
células de mamifero, circunstancia que expresa la importancia
de estas protefnas para la funcién ribosomal. Su grado de fos-
forilaci6n y su tamano, se incrementan con la posicién en la
escala evolutiva del organismo en cuestién (35). En la tabla 2
se sefialan algunos reportes sobre las relaciones entre las fos

foprotefnas &cidas encontradas en diferentes organismos.

La funcién de estas protefnas no ha sido esclarecida.
El complejo de L7/L12, constituye una de las tres protuberan-
cias, designada tallo, detectadas por microscopfa electrénica

en la subunidad 60S de E. coli (36).

Al igual que en E. coli, eLl2/eLl2p, se requieren por
los ribosomas de A. salina para la unién del aminoacil-ARNt de
pendiente del EF-1 (factor de elongacién 1), asf como para la

hidr6lisis del GTP catalizada por EF-2 (factor de elongacién



TABLA 1. Protefnas ribosomales fosforiladas de S. ce-
revisiae. Tomado de Zinker y Warner (11).

CARGA A
DESIGNACION P.M. LOCALIZACION pH 8.6 OBSERVACIONES
Pl 40,000 60S Neutra? Intercambiable
P2 31,000 40S Bdsica Dos especies: S5/S6
P3 22,000 40s Acida S27
P4 15,500 Polisomas Acida Protefna minoritaria
P5 13,000 60S Muy &cida Dos o m4s especies:

L35/L36, intercambia
ble.




TABLA 2. Fosfoprotefnas ribosomales

dcidas.
ORGANISMO DESIGNACION OBSERVACIONES REF.
E. coli L7/L12 No fosforilada en condiciones (14)
- ordinarias. L12 es la forma
acetilada en elNHz-terminal de
L7.
Rata L40/L41
(células hepédticas) Inmunolégicamente relacionada (15)
con L7/L12.
Artemia salina EL7/EL12 EL12p es la forma fosforilada (37,38)
(EL12/EL12p) de EL12. Tienen la misma fun-
ci6n que L7/L12 pero no la mis
ma estructura.
Saccharomyces L35/L36 Hom6loga a L7/L12. Existe en (74)
cerevisiae (P5/P5") el citoplasma en forma no fos-

forilada.
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2) (37,38). Sin embargo, "in vitro" las particulas ribosomales
pueden realizar algunas funciones de los factores de elonga-

cién en ausencia de dichas protefnas (39,40).
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II. ANTECEDENTES

Gran parte de las investigaciones sobre protefnas ribo
somales que se han realizado recientemente, utilizan a las le-
vaduras como organismos modelo, tanto por ser células eucarib-
ticas, como por presentar facilidades de manejo fisiolG6gico,
bioqufmico y genético, mediante el uso de las técnicas micro-

biol6égicas convencionales.

La sintesis de ribosomas en la levadura Saccharomyces

cerevisiae, es un proceso muy similar al de otros eucariontes.
El ARN se transcribe como una molécula precursora finica, la
cual se metila y se fragmenta segln el esquema de la figura 2

(41) .

Utilizando a S. cerevisiae, Warner y Udem (41) reporta
ron 3 péptidos de la clase de las proteinas de intercambio, cu
ya sfntesis no estd sujeta al control coordinado que se mani-
fiesta para cerca de 50 protefnas ribosomales. Este hecho fué
evidente cuando la mutante termosensible denominada ts368, en
la cual la maduracién del ARNr no se completa, manifesté inhi-
bici6n en la sfntesis de proteinas ribosomales a la temperatura
restrictiva, con excepcifn de los tres péptidos mencionados,
los cuales se encontraban fosforilados (7). Las cé&lulas perma-
necen viables por algunas horas, sintetizando protefnas para
aumentar su masa e incluso para dividirse. Zinker y Warner (11)
confirmaron que dichas moléculas corresponden a las protefnas

fosforiladas de intercambio designadas como Pl y P5, siendo la



35§ = 2.5 X 10
6 6
278 = 1.6 X 10 20 = 0.8 X 10
258 = 1.6 x 10° 188 = 0.7 X

5.85 = 6 X 10%

Fig. 2. Sintesis del ARN ribosomal en la le
vadura S. cerevisiae. Se indica el
peso molecular de cada fragmento.
Tomado de Udem y Warner (41).
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dltima equivalente a las protefnas &cidas L35/L36 y a L7/L12

de E. coli (Tablas 1 y 2).

Los andlisis cinéticos de Peterson y McLaughlin (42) y
de Bollen y colaboradores (43) en levaduras, asf como los expe-
rimentos de traduccibén "in vitro" del ARNm extrafido de cé&lulas
del higado de la rata, por Nabeshima y colaboradores (44), evi-
dencfan que cada protefna ribosomal se sintetiza a partir de mo
léculas de ARNm monocistrénico, cuya longitud es generalmente
proporcional al peso molecular de la protefna individual sinte-
tizada. Otros experimentos similares en distintos organismos in
dican que lo anterior es una caracterfstica general de las célu
las eucaribticas. Por lo tanto, se sugiere que el ARNm de P5
sea de bajo peso molecular, puesto que la protefna que origina
tiene un peso de 13,700 daltones. Si para fines précticos se
considera un peso molecular promedio de 100 para los residuos
de aminodcidos y de 300 para los residuos de nucleb6tidos, una
protefina de 13,700 daltones estd constitufda por 137 residuos
de amino&cidos y el ARNm correspondiente, por 411 residuos de
nuclebdtidos con un peso molecular total de 123,300 daltones, o

sea, cerca del doble del peso molecular del ARNr 5.8S.

Holley y colaboradores (45), demostraron que las levadu
ras liberan su "ARN soluble" cuando la pared celular es permea-
bilizada con una mezcla de fenol-cloroformo; desde entonces se
han introducido muchas modificaciones a esta técnica b&sica. En
el aislamiento del ARN pequefio, el método tiene dos ventajas so

bre la técnica alternativa de extraccib6n fenflica a partir de
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polisomas; primero, la permeabilizacifn es altamente selectiva
para ARN de bajo peso molecular, cuyo rango varfa cambiando
las condiciones de extraccién; sequndo, no se requiere la di-
gestibn enzimitica previa de la pared celular (46). Al presen-
te, la técnica de permeabilizacifn con fenol-cloroformo se ha
utilizado solamente para la extraccién del ARNr pequefio. Afn
no se ha explorado si otros tipos de ARN de bajo peso molecu-
lar pudieran estar presentes en esta fraccién. En el presente
trabajo se utiliz® dicho método para la obtencién del ARN pe-
queno, ribosomal y mensajero, a partir de cé&lulas integras de

la levadura Saccharomyces cerevisiae.
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III. OBJETIVOS

Las diferencias metab&licas entre la cepa silvestre
A364A y su derivada, la mutante ts368, plantean la posibilidad
de utilizar a esta mutante para obtener una poblacibn enrique-
cida en ARN mensajero de las proteinas &cidas L35/L36, como pa
so preliminar para posteriores estudios en relacibn a la es-
tructura, funcibn y regulacifn de la transcripcién de los ge=-
nes que las codifican, mediante la tecnologia del ADN recombi-
nante. Por lo anterior, en el presente trabajo nos planteamos

los objetivos siguientes:

1. Reconocer el desarrollo del proceso de maduracidn
del rARN en las cepas silvestre (A364A) y mutante (ts368), de

la levadura Saccharomyces cerevisiae y

2. Examinar si en la poblacifn del ARN de bajo peso mo
lecular obtenida por extraccién fenblica a partir de cé&lulas
integras de la cepa ts368 de S. cerevisiae, incubadas a la tem

peratura restrictiva (37°C), existe ARN mensajero.
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IV. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para identificar el proceso de maduracibén del ARNr en
las cepas A364A y ts364, se siguib la siguiente secuencia expe

rimental:

a) Cinética de incorporacién de adenina—3ﬂ en la cepa
A364A, tanto en cé&lulas completas como en esferoplastos (célu-
las cuya pared ha sido parcialmente digerida). El propbsito de
observar la incorporacifn de adenina a esferoplastos es asegu-
rar la viabilidad metabblica de &stos, ya que para la obten-
cién del ARN total marcado radioactivamente, se requiere la in
cubacién de los esferoplastos en presencia de un nucledtido

precursor radioactivo.

b) Reconocimiento de la cinética de maduracidn de las
especies grandes del ARNr de la cepa A364A, mediante la aplica
cidn de "pulsos" de adenina—14C a tiempos cortos (1, 5 y 15 mi
nutos) y el anflisis posterior del ARN en geles de poliacrila-

mida al 2.75%.

c) Cinética de incorporacibn de adenina-3H a esfero-
plastos de la cepa ts368 a las temperaturas permisiva (23°C) y

restrictiva (37°C).

d) Reconocimiento, por el mismo método, de la cinética
de maduracibn de las especies grandes del ARNr de la cepa ts-

368 después de su incubacibn a 36°C.

Con respecto al segundo objetivo, se utilizdé la estra-
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tegia siguiente:

a) Cuantificacibn de las secuencias de poliadenina por
su retencibn en filtros de nitrocelulosa, después de la diges-

tién del ARN total y pequeno con las RNasas A y TI1.

b) Obtencifn del ARN mensajero por cromatografia de a-

finidad en columnas de celulosa oligo-deoxitimina.

c) Traduccibn "in vitro" del ARN mensajero en un siste
ma libre de cé&lulas, preparado a partir de reticulocitos de co

nejo.



-22-

V. MATERIAL Y METODOS

A) MICROORGANISMOS.

En este trabajo se utilizé la cepa denominada A364A

(ATCC no. 22244) de la levadura Saccharomyces cerevisiae, obte

nida originalmente por L. Hartwell (47) y que tiene el siguien

te genotipo:

- Tipo de apareamiento: a.

Grande (tiene mitocondrias).

Haploide.

1

Marcadores nutricionales: gal, adel.r adez, ura,,

his., lis2 y tir,.

Se utilizb asimismo la cepa termosensible denominada
ts368, derivada de la anterior, obtenida y caracterizada por
Hartwell y colaboradores (48), que ademis del genotipo de la
A364A, tiene una mutacién, rnal, que se manifiesta a la tempe-
ratura restrictiva (37°C), como ausencia de sintesis de riboso

mas.

B) MEDIOS DE CULTIVO.

1. Base nitrogenada para levaduras (YNB).
Soluciones stock:
Vitaminas (100X) (400ml.): 200 pg. de biotina, 40
mg. de pantotenato de calcio, 200 pg. de &cido félico, 200 pg.

de inositol, 40 mg. de niacina, 20 mg. de &cido p-aminobenzdi-
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co, 40 mg. de clorhidrato de piridoxina, 20 mg. de riboflavi-

na y 40 mg. de clorhidrato de tiamina.

Elementos traza (100X): 50 mg. de &cido bérico, 4
mg. de sulfato de cobre, 10 mg. de ioduro de potasio, 20 mg.
de cloruro f&rrico, 40 mg. de sulfato de manganeso, 20 jug. de
molibdato de sodio y 40 mg. de sulfato de zinc. Se disolvieron

cada uno por separado en 10 ml. de agua.

Sales (50X) (por litro): 50 gr. de fosfato de pota-
sio monobdsico, 25 gr. de sulfato de magnesio, 5 gr. de cloru-

ro de sodio y 1 gr. de cloruro de calcio.

Preparacibén: 50 gr. de sulfato de amonio, 40 ml. de
la mezcla de vitaminas, 0.1 ml. de cada uno de los elementos

traza y 200 ml. de la mezcla de sales.
2. Medio YM-1.

Por litro: 5 gr. de extracto de levadura (Difco), 10
gr. de peptona, 10 gr. de &cido succinico, 6 gr. de hidréxido

de sodio, 100 ml. de YNB 10 gr. de glucosa.
3. Medio Sint&tico Completo (SC):

Por litro: 10 gr. de &cido succinico, 6 gr. de hi-
drdéxido de sodio, 20 mg. de adenina, 20 mg. de uracilo, 62.5
mg. de lisina, 50 mg. de histidina, 50 mg. de tirosina, 100 ml.

de YNB y 20 gr. de glucosa (49).

4. Medio Sintético Completo suplementado con Magnesio

(SCM) :
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Por litro: 10 gr. de &cido succinico, 6 gr. de hi-
dréxido de sodio, 98.6 gr. de sulfato de magnesio, 10 mg. de
adenina, 10 mg. de uracilo, 62.5 mg. de lisina, 50 mg. de his-

tidina, 50 mg. de tirosina, 100 ml., de YNB y 20 gr. de glucosa.

C) CONDICIONES DE CRECIMIENTO.

Se prepararon cultivos stock inoculando una asada de
células en fase estacionaria en medio YM-1, dejando crecer con
agitacidén continua a 23°C durante 3 dias para conservarse pos-

teriormente a 4°C.

Para los cultivos experimentales, se inoculd una dilu-
cibén 1:200 del stock de c&lulas en medio SC dejando crecer con
agitacidén continua a 23°C, hasta una densidad de 40-60 unida-
des Klett (aproximadamente 1-2 X 10? células/ml., utilizando

filtro rojo).

D) PREPARACION DE ESFEROPLASTOS.

La preparacidn de los esferoplastos se llevd a cabo
por digestidn enzimitica parcial de la pared celular, segfin lo

descrito por Hutchison y Hartwell (49).

Las células se colectaron por centrifugacién a 3,000 g
durante 5 minutos y se lavaron con agua estéril. El paquete ce
lular se resuspendid en Sorbitol 1 M estdril, en una proporcidn
de 10 ml. de Sorbitol por cada 100 ml. del cultivo original;

se agregaron 0.01 volGmenes de una preparacidn comercial de
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Glusulasa (jugo intestinal del caracol de tierra Helix poma-
tia; Laboratorios Endo, N.Y.); las cé&lulas se incubaron a 23°C

durante 15 a 20 minutos.

Para comprﬁbar la formacidén de los esferoplastos, se
transfirieron 0.05 ml. de la suspencifn de c&lulas y se coloca
ron en 0.5 ml. de sulfato de magnesio 0.4 M; una muestra ali-
cuota iqual, se colocd en 0.5 ml. de SDS al 0.1%. La suscepti-
bilidad de los esferoplastos a la lisis por el SDS, es indica-
da por la transparencia mostrada en el tubo correspondiente,
mientras que la solucifn de sulfato de magnesio permanece tur-
bia. Los esferoplastos fueron colectados por centrifugacidn a

4,000 g durante 5 minutos y lavados con Sorbitol 1 M frio.

Para los experimentos en que se requirid medir la in-
corporacidn de adenina—lﬂ, los esferoplastos fueron resuspendi
dos previamente en medio SCM y mantenidos durante dos horas a
23°C, agitando levemente con el objeto de permitir su recupera

cibn metab8lica despu&s del tratamiento enzimitico.

E) EXTRACCION DEL ARN TOTAL.

El procedimiento es escencialmente el descrito por U-

dem y Warner (41).

A partir de un cultivo de levaduras en medio SC. se
prepararon los esferoplastos como se describid anteriormente.
En seguida fueron lisados con 1 ml. de LETS (Tris 0.1 M, LiCl

0.1 M, SDS 1%, pH 7.4) y posteriormente se anadid un volfimen
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igual de una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(50:48:2) . Después de agitar en el vbrtex durante 10 minutos,
la mezcla se centrifugd inmediatamente a 480 g durante 5 minu-
tos para obtener una buena separacién de las fases acuosa (su-
perior) y orgénica (inferior). Con una pipeta Pasteur se colec
t6 la fase acuosa y se reextrajo dos veces mds; la fase orgéni
ca se lavd con 1 ml. de LETS y se juntaron las fases acuosas.
A éstas se agregaron 2 volfimenes de etanol al 95% y 0.1 volGme
nes de LiCl 5 M; posteriormente el ARN se dejd precipitar a

=20°C durante una hqra.

Para la determinacifn cuantitativa del ARN, el precipi
tado se sedimentd a 27,000 g durante 15 minutos; se eliminaron
las trazas de etanol mediante vacio y la muestra seca fué di-
suelta en 2 ml. de LETS. De aqui se tomaron alicuotas de 10 y
20 pl., las cuales se colocaron en 1 ml. de LETS para medir la
absorbancia a 260 nanfmetros. E1 ARN se precipit® nuevamente

con etanol y LiCl para guardarse a -20°C.

F) EXTRACCION DEL ARN PEQUERNO.

La extraccidn del ARN pequefio se realizf a partir de
células integras por permeabilizacibén de la pared celular con

fenol, en base al método descrito por Rubin (46).

Las células de un cultivo se colectaron por centrifu-
gacibdn a baja velocidad y se resuspendieron en 3 ml. de LETS

por cada 50 ml. de cultivo original, agregando un volfmen i-
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gual de una mezcla de fenol-cloroformo (1:1). Despu&s de 10 a
15 minutos de agitacibn vigoroza en el vbrtex, la mezcla se
calentd a 45°C durante 10 minutos agitando ocasionalmente. Pos
teriormente se agité 10 minutos m&s a temperatura ambiente,
procediendo en seguida a centrifugar la suspencidén a 1,200 g
durante 5 minutos para permitir una buena separacidn de las fa
ses acuosa y orgfnica. La fase acuosa fué colectada y reextrai
da; la fase orgénica se lavd con 1 ml. de LETS. Se unieron las
fases acuosas para agregarles 2 volfimenes de etanol al 95% y
0.2 volGimenes de LiCl 0.5 M, despu&s de lo cual la solucidn se
incubd a =20°C. El precipitado formado después de una hora, se
reextrajo nuevamente y se determind la cantidad de ARN como se

describib para el ARN total.

G) ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.

El andlisis de los distintos tipos de ARN se efectud
en geles de poliacrilamida con SDS, colocados en tubos de vidrio
con 0.6 cm. de difmetro interno y 13 cm. de largo. Para el ARN
total se utilizaron geles con una concentracibén de acrilamida
de 2.75%; para el ARN pequefio la concentracidén de acrilamida
en los geles fué del 10%. La electroforesis del ARN en los ge-
les se realizd segfin la té&cnica descrita por Kadowaki y Halvor

son (50).

Soluciones

- Solucidn amortiguadora P-C (20X):
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Por litro: 108 g. de Tris-base, 9.3 g. de E:DTA—Na2 y

55 g. de &cido bérico.

- Solucidn de acrilamida:
A) 10% de acrilamida y 0.5% de bis-acrilamida.

B) 30% de acrilamida y 0.8% de bis-acrilamida.

- Solucibén amortiguadora de muestra (20 ml.):
1 ml. de P-D (20X), 1 g. de sacarosa, 0.2 ml. de SDS
al 10%, 0.2 ml. de azul de bromofenol al 1% y 18.6 ml.

de agua bidestilada.

- Solucibn aﬁortiguadora de corrida:

Por litro: 75 ml. de P-D (20X) y 10 ml. de SDS al 10%.

Geles

2.75% 10%
Solucibén de acrilamida A 5.5 ml. -
Solucibn de acrilamida 3 - 6.6 ml.
Solucibén amortiguadora P-D (20X) 1.0 ml. 1.0 ml.
Agua bidestilada 11.1 ml. 10.2 ml.
SDS al 10% 0.2 ml. 0.2 ml.
Glicerol al 50% ' 2.0 ml. 2.0 ml.
TEMED 10 ul. 10 ul.
Persulfato de amonio al 10% 0.1 ml. 0.1 ml.

Para su aplicacién en el gel, el ARN precipitado con
etanol fué sedimentado a 27,000 g durante 15 minutos; las tra-

zas de etanol se eliminaron aplicando vacio a la muestra. El
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precipitado seco se disolvié en la solucibn amortiguadora de

muestra para ser colocado en la parte superior del gel. La co-
rrida se llevd a cabo sujetando a los geles a una corriente de
5 miliamperios por gel en el caso de los geles al 10% de acri-
lamida; los geles con 2.75% de la misma, se corrieron a 1 mili
amperio por gel. En ambos casos, el tiempo de corrida fué el

necesario para que el colorante alcanzara el extremo inferior

del gel.

Terminada la corrida, los geles se sacaron de los tu-
bos, se congelaron y se cortaron en rebanadas de 1 mm. de gro-
sor con un fraccionador Mackle (Mackle Lab., England). Las
fracciones se colocaron separadamente en viales de vidrio con
0.7ml. de hidrb6xido de amonio 0.1 N, dejando hidrolizar el ARN
toda la noche a 30°C. Posteriormente se agregaron a cada vial
10 ml. de liquido de centelleo, compuesto por 70% de tolueno,
30% de Tritbn X-100 y 4 g./1l. de PPO; los viales se agitaron
en el vbértex hasta que la mezcla quedd transparente y se contd
la radicactividad contenida en cada vial con ayuda de un conta

dor de centelleo liquido (Tri Carb, modelo 3385).

H) CUANTIFICACION DE LA RADIOACTIVIDAD EN CULTIVOS.

La radioactividad incorporada a las macromolé&culas de
células en cultivo, se midid en alficuotas de 0.5 ml. de E&ste,
tomadas a los tiempos indicados en cada caso, coloc&ndolas en
tubos de ensayo con 0.5 ml. de TCA al 20% frfo. Despué&s de in-

cubar en hielo durante 30 minutos, se filtraron a través de u-
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na membrana Millipore (poro de 0.4 um.) enjuagando los tubos
con TCA al 5% y etanol al 30%. Los filtros se dejaron secar y
se colocaron en un vial con 5 ml. de liquido de centelleo (4

g. de PPO por litro de tolueno).

I) CUANTIFICACION DE SECUENCIAS POLIADENILICAS.

Los ARN's mensajeros de cé&lulas eucaribticas, se dis-
tinguen por contener largas secuencias de residuos adenilicos
en su extremo 3'. Estas cadenas son resistentes a las ARasas A
(pancreitica) y Tl, en presencia de concentraciones moderadas
de sales (46), por lo cual la cuantificacidén de ARN mensajero
se ha realizado midiendo la cantidad de ARN que se retiene en
un filtro de nitrocelulosa, es decir, ARN no digerido, después

de la digestibén de la muestra con dichas ribonucleasas.

El ARN precipitado con etanol fu& secado y resuspendi
do en una solucibn conteniendo NaCl 0.1 N, EDTA 0.01 M y Tris-
HC1 0.01 M, de pH 7.4. Las ARasas A y Tl (Sigma), se agregaron
utilizando 0.025 ug. y 2.5 unidades por muestra respectivamen-
te. La mezcla se incubd a 36°C durante 30 minutos, se afiadieron
0.5 ml. de TCA al 10% para detener la reaccifn y se incubaron
en hielo durante 30 minutos mis; como acarreador se anadid 0.1
ml. de alblimina bovina 1 mg./ml. Finalmente las muestras se
filtraron a través de una membrana de nitrocelulosa para medir
la radioactividad retenida en ellas por centelleo liquido con

5 ml. de PPO-tolueno.
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J) CROMATOGRAFIA EN COLUMNAS DE CELULOSA OLIGO-dT.

Las columnas se prepararon y corrieron a temperatura

ambiente, segfin la técnica descrita por Sripati y Warner (51).

Se prepararon pipetas Pasteur con fibra de vidrio para
mantener un flujo de 0.5 ml./min. y se coloct en ellas la celu-

losa oligo-dT (30-50 mg. para 10-20 D.O. de ARN) a una

260 nm.
concentracifén de 0.1 g./ml. en solucibn amortiguadora de unibn
(Tris-HC1 10 mM, de pH 7.4; EDTA 10 mM, SDS 0.2%, 0.1 vol. de
LiCl 5 M). Después de eliminar las burbujas de aire, la columna
fué lavada sucesivamente con 2 volfimenes de agua, 5 vollimenes
de hidrdxido de potasio 0.1 N, 5 volfimenes de agua, 5 vollmenes
de solucidn amortiguadora de unibn y 5 volGmenes de Tris-HCl

0.01 M, de pH 7; finalmente se equilibré con la solucibn amorti

guadora de unibn.

Para su aplicacibn a las columnas, el ARN fué& sedimenta
do, secado y disuelto en la solucifn amortiguadora de unibn a u

na concentracibén aproximada de 20 D.O. /ml. Se colocb en

260 nm.
las columnas en porciones de 0.2 ml. con intervalos de 10 minu-
tos entre cada adicibn. Despu&s de fluir a través de la celulo-
sa, el eluato fué& colectado y aplicado nuevamente a la columna.
Esta segunda colecta constituyd la fraccidén 1. Después de 20 mi
nutos de la segunda aplicacifn, la columna se lavdé con 6 ml. de
la misma solucidn en 3 porciones de 2 ml., para constituir las

fracciones 2, 3 y 4. Posteriormente se lavé con 5 vollGmenes de

solucién amortiguadora de unién sin SDS y 0.15 M de LiCl, con
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el fin de remover las trazas de ARN no adsorbido (fraccidén 5).
El ARN retenido en la columna se eluy6 con 2 ml. de solucién
amortiguadora de elucién (Tris-HCl1l 10 mM, pH 7.4), para formar
la fraccién 6. Finalmente la columna se lav6 con 2 fracciones

de 2 ml. de solucién de elucién (fracciones 7 y 8).

Se cuantific6é la radioactividad contenida en alfcuotas
de 100 ul. de cada fraccifén, las cuales se precipitaron colocédn
dolas en tubos de ensayo con 1 ml. de TCA al 10% y agregando
0.1 mg. de albimina bovina en solucifn acuosa como acarreador.
El contenido de cada tubo se filtr6 a través de una membrana
millipore (poro de 0.4 um.). Cada membrana se introdujo por se-
parado, a un vial de vidrio especial para el contador de cente-
lleo. Las membranas dentro de los viales se secaron dentro de
un horno a 80°C durante una hora. Los viales se sacaron del hor
no y se dejaron reposar hasta alcanzar el equilibrio con la tem
peratura ambiente. A cada vial se le agregaron 5 ml. de liquido

de centelleo para cuantificar la radioactividad.

K) TRADUCCION "IN VITRO".

Para realizar los experimentos de traduccién "in vitro"
se utiliz6 un lisado de reticulocitos de conejo (Amersham Co.),
el cual estd tratado con una nucleasa dependiente de calcio,
con el fin de destruir cualquier ARNm end6genc¢ que pudiera es-
tar presente en la preparacién. En condiciones 6ptimas de tra-
duccibn, el lisado permite obtener una alta incorporacibn de a

minodcidos marcados radioactivamente.



=-33=

La traduccién "in vitro" requiere gue el ARN se encuen
tre disuelto en agua y libre de iones rat y de SDS. Para remo-
ver estos solutos, el ARN se sedimentd y se redisolvié en agua;
en seguida se reprecipit6 agregando 0.1 volimenes de acetato de
potasio al 20% y 2 voldmenes de etanol al 95%. Este procedimien
to se repitib tres veces y, finalmente, el ARN se disolvié en

agua a una concentracién de 2-4 pg./pl. (8).

El procedimiento se 1llev6é a cabo segdn el protocolo pro
porcionado por Amersham Co., a 30°C y a una concentracién final
de amino&cido radiocactivo de 1 pCi/pl. Se colocaron tubos Epen-

355 (Amer-

dorf en hielo y se procedié a diluir la L-metionina-
sham Co. hasta una concentracién de 5 pCi/pl., de la cual se to
mé la cantidad necesaria para hacer la mezcla de ensayo con 20%
del aminodcido radioactivo y 80% del lisado. Se colocaron en ca
da tubo 10 pl. de la mezcla, agregando 1 pl. de agua bidestila-
da al primer tubo (control) y 1 pl. de TMV (virus de mosaico
del tabaco) al siguiente. Se coloc6 1 pl. del ARN problema en
cada uno de los tubos restantes. La reaccién se inicié transfi-
riéndolos a un bafio a 30°C, incubando a esta temperatura duran-
te 60 minutos. Posteriormente se tom6 1 pl. de cada uno y se co
loc6 en tubos de ensayo con 0.5 ml. de NaOH 1 N y 5% de perfxi-
do de hidrS6geno; enseguida se calentaron a 37°C durante 10 minu
tos y después se enfriaron en hielo. Finalmente se afiadieron
300 ng. de albimina bovina y 3 ml. de TCA al 25%; el contenido
se filtr6 a través de una membrana millipore (poro de 0.4 pum.)

lavando con 3 ml. de TCA al 8% frio y 5 ml. de etanol al 30%.
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Después de secar las membranas, se cont6é la radioactividad u-

sando 5 ml. de PPO-tolueno.

L) GELES DE ISOELECTROENFOQUE.

Composicibn: 5% Acrilamida
0.2% Bisacrilamida
6 M Urea
2% Anfolinas
0.03% TEMED

0.06% Persulfato de amonio

Solucién amortiguadora de muestra:
Urea 8 M: 250 pl.
Anfolinas: 15 nl.
Fuczina b&sica al
0.1% en Hzo: 5 nl.

Solucibn reservorio &nodo: 0.01 N H3P04

Solucidén reservorio c&todo: 0.02 N NaOH.

La soluci6n del gel se filtra a través de una membrana
millipore (poro de 45 um.) y se deposita, después de desgasifi-
cada al vacfo, entre dos placas de vidrio con separadores de te
f16n (separador horizontal = 13 cm. X 0.6 mm.; separadores ver-
ticales = 9 cm. X 0.6 mm.), a los que previamente se les ha un-
tado grasa siliconizada. La placa de vidrio a la que no se quie
re que se adhiera el gel se siliconiza. Se deja polimerizar a

temperatura ambiente por aproximadamente 20 minutos. El gel se
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coloca posteriormente sobre la plancha refrigerada (15°C) del
aparato de electroforesis (Heidelberg Desaga). Las muestras

se disuelven en la solucifn amortiguadora de muestra y se ab-
sorben sobre tiras de papel Whatman (0.6 X 1.0 cm.), las cua-

les se colocan en los carriles del gel.

Corrida:

1) 50 v (2 ma), 15° 5) 400 v (3 ma), 30°
2) 100 v (3 ma), 30" 6) 500 Vv (3 md), 30°'
3) 200 Vv (5 ma), 30 7) 600 Vv (3 ma), 30°'

4) 300 Vv (3 mpa), 30° 8) 250 V + 12 horas.
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V1. RESULTADOS

A) MANEJO DEL ARN RIBOSOMAL.

1) INCORPORACION DE ADENINA EN CELULAS COMPLETAS Y ESFE-

ROPLASTOS.

Durante el presente trabajo, se ha hecho uso extensivo
del marcaje radioactivo "in vivo" del ARN con el nucleftido ade-
nina-3H o adenina—14c, anadiéndolo al medio de incubacién de las
levaduras en su fase de crecimiento exponencial. Puesto que la
extraccifén del ARN total requiere de la digestibn parcial previa
de la pared celular, asf como la incubacifn de &stas cé&lulas (es
feroplastos) en presencia del precursor radioactivo, es necesa-
rio asegurar que su viabilidad metab6lica se conserve intacta
después del tratamiento enzim&tico a que han sido sometidas. Con
tal objeto, se midié la radioactividad incorporada a células de
cultivos de levaduras completas y de esferoplastos a diferentes
tiempos. La grdfica de la Figura 3 muestra el curso lineal de la
captacién del precursor radioactivo a material TCA-precipitable
en ambos casos, indicando que los esferoplastos son viables y
gue su ritmo de sintesis de &cidos nucleicos en la fase exponen-
cial no se encuentra alterado, puesto que, salvo un pequeho re-
traso de aproximadamente 12 minutos al comienzo de la incorpora-
cibén, la pendiente de la curva es igual a la de las células Inte
gras. Una vez comprobada su viabilidad, se prepararon e incuba-

. 3 5
ron esferoplastos con adenina-"H en todos los casos previos a la



Fig. 3: Incorporacién de adenina—3H a células completas y

esferoplastos de la cepa A364A a 23°C.

Se crecié un cultivo de levaduras en medio

SC hasta fase exponencial y posteriormente se le a-
gregaron 0.1 pCi/ml. de adenina-3H. La incorpora-

cién del nucleétido radioactivo a las células, como
material TCA-precipitable, se m%did cada 10 minutos
durante un lapso de 1.5 horas como se indica en Ma-
terial y Métodos. La incorporacién de adenina a los
esferoplastos de la misma cepa, se midi6 por un pro

cedimiento semejante después de digerir enzim&tica-

mente la pared celular. cé€lulas comple

tas, ----0 ----- esferoplastos.
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extraccién del ARN total, no asf para la obtencifn del ARN peque
no, el cual se extrajo de células Integras seglin se describié en

Material y Métodos.

2) PATRON ELECTROFORETICO Y MADURACION DEL ARN RIBOSOMAL

A 23°C.

Para mostrar el patr6n del ARN ribosomal maduro y las e-
tapas de su procesamiento, se extrajo el ARN total y pequefio mar
cado radioactivamente, a partir de esferoplastos y de células
completas respectivamente, sometiéndolo posteriormente a separa-
ci6n por electroforesis en geles de poliacrilamida, segfin lo des

crito en la seccifén de Material y Métodos.

Las Figuras 4 y 5 muestran los patrones de las especies
grandes y pequenas de ARNr maduro de la cepa A364A crecida a
23°C. Se observa que el ARN estable estd constitufdo, en un 60%,
por los ARN's 255, 18S, 5.8S y 5S; aparece ademids en forma predo
minante (13%) el ARN de transferencia en la regién de 4S, que
sin ser ribosomal propiamente dicho, se une a los sitios A (ami-
noacil) y P (peptidil) de los ribosomas durante la sintesis de
protefnas (52). Los picos correspondientes a los ARNr's 355 y
188, suelen exhibir hombros gue pueden representar isSmeros con-

formacionales del ARN maduro con migracién m&s lenta.

Las etapas del procesamiento se analizaron aplicando pul
sos cortos (1, 5 y 15 minutos) de adenina marcada con 3H a un

cultivo de esferoplastos en fase de crecimiento exponencial. El



Fig. 4: Patrén electroforético de las especies grandes del

ARN maduro de la cepa A364A.

Se creci6 un cultivo de levaduras a 23°C en
presencia de 1 pCi/ml. de adenina-3H, hasta la fase
exponencial. Después de la obtencién de los esfero-
plastos, el ARN total de las células fué extraifdo
con fenol-cloroformo-alcohol isocamflico y sometido
a electroforesis en un gel cilfindrico al 2.75% de
poliacrilamida. La radioactividad a lo largo del
gel fué cuantificada en fracciones transversales de
1 mm. del mismo, como se indica en la secci6n de Ma

terial y Métodos.
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Fig. 5: Patr6n de ARN pequeiio de la cepa A364A.

El ARN pequefio fué extrafdo a partir de cé-
lulas fntegras de un cultivo crecido con 1lpCi/ml. de
adenina—3H a 23°C, utilizando una mezcla de fenol-
cloroformo a 45°C. La muestra de ARN se sometif a e-
lectroforesis en un gel de acrilamida al 10%; la ra-
dioactividad se cuantificé despu&s de rebanar el gel
en fracciones de 1 mm., como se indica en Material y

Métodos.
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ARN estable fué marcado previamente incubando las células, des-
de que se inocularon al medio de cultivo SC, en presencia de a-

denina—14C.

El ARN—3H que aparece marcado despu&s de un minuto de
exposici6n al nuclebtido radioactivo (Figura 6a), es heterogé-
neo en tamano, predominando sin embargo tres picos distintivos:
uno en la regi6n de 35S, otro en la de 275 y el tercero en la
regién de 20S. Los tres ocupan el 54% de la radioactividad to-
tal de 3H en el gel; no hay indicios de ARN maduro. Despué&s de
5 minutos (Figura 6b), la cantidad de las tres especies precur-
soras continfia aumentando, abarcando ahora el 66% del ARN marca
do con 4. a1 aumentar la exposicifén continuada al radioisétopo,
la i1ncorporacién total de la marca se incrementa y después de
15 minutos puede detectarse un 43% de ARN maduro 25S y 18S, jun
to con un 31% de las especies precursoras 35S, 27S y 20S del
ARN ribosomal. Es notable gue el ARN 35S se encuentra ahora sen
siblemente reducido y representa s6lo el 7% del ARN total (Figu
ra 6¢c). E1 ARN heterogéneo, que se marca rdpidamente y que es
detectado como un 46% de la radiocactividad total 1 minuto des-
pués de la adicién de adenina-3H (Figura 6a), puede estar com-
puesto de productos de transcripcifn precursores de ARNm, ya
que, por un ladu, su marcaje es probablemente debido a la adi-
cién de secuencias poliadenflicas, proceso que se ha reconocido
como muy rapido (53, 54, 55); por otra parte, el procesamiento
de este ARNm precursor es un proceso relativamente lento, invo-

lucrando la produccién de moléculas intermediarias por la remo-



Figs. 6a, 6b y 6c: Andlisis electroforético del ARN preribo-

somal de la cepa ts368 a 23°C.

Se creci6 un cultivo hasta fase exponencial
a 23°C en un volGmen de 15 ml. en presencia de 1 pCi
de adenina—14c para marcar el ARN estable. Las célu-
las fueron colectadas para preparar esferoplastos,
los cuales fueron mantenidos en el mismo voldmen ini
cial de medio con magnesio durante 2 horas antes de
anadir 25 pCi/ml. de adenina—3H. A 1, 5y 15 minutos
después de anadido el dltimo nucleb6tido, se tomaron
alfcuotas de 5ml. del cultivo y se vertieron en Sor-
bitol 1 M congelado y molido, con el fin de detener
rédpidamnente la incorporacifén de adenina. Después de
colectar los esfernplastos, el ARN total fué extraf-
do y sujetado a electrotcresis en geles de poliacri-
lamida al 2.75%. Finalmente, cada gel se corté en
fracciones transversales de 1 mm. de grosor y la ra-
dioactividad se cont6 en cada fraccién. a) 1 min.,

38, mmmmo —mmm Mg,

b) 5 min., ¢) 15 min,
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cién de intrones (56, 57, 58, 59), lo cual explica que su pre-
sencia en los geles disminuya progresivamente hasta ocupar s6-
lo el 20% del ARN total a 15 minutos del pulso con adenina-3H

(Figs. 6b y 6c).

Como se mostrard a continuacién, la incorporacién de a-
denina y la maduracién del ARN ribosomal, se encuentran modifi-
cadas en la cepa ts368 en condiciones restrictivas.

3) CINETICA DE INCORPORACION DE ADENINA~3H A ESFEROPLAS

TOS DE LA CEPA ts 368.

El primer efecto generalizado de una mutacién termosen-
sible, se observa en la interrupcién del crecimiento del culti-
vo en condiciones restrictivas. Para la mutante ts368, este e-
fecto se muestra en la Figura 7. Las curvas de crecimiento se e
laboraron midiendo fotocolorimétricamente la turbidéz de los
cultivos cada media hora durante un lapso de 8 horas. Como pue-
de notarse, la mutacibén se refleja en la disminucibn paulatina
del crecimiento del cultivo a 36°C, hasta practicamente detener
se después de 5 horas. El aumento inicial en la velocidad de
crecimiento, se debe a la aceleracién del metabolismo celular a

causa del aumento de la temperatura.

El efecto mutacional sobre la sintesis de los &cidos nu
cleicos, se pone de manifiesto cuando se siqgue el curso de la
incorporacién de adenina-BH en condiciones restrictivas, segdn
lo ilustra la Figura 8. La captaci6n del precursor radioactivo

a un cultivo de esferoplastos en fase de crecimiento exponen-



Fig. 7: Curva de crecimiento de la cepa ts368 a 23°C y a 36°C.

Un cultivo de la cepa ts368 crecido a 23°C has
ta la fase de crecimiento exponencial, fué€ dividido en
dos porciones iguales, una de las cuales se coloc6 a
36°C, dejando la otra a 23°C. El crecimiento de ambos
cultivos se determiné midiendo su turbidéz fotocolori-

métricamente cada 30 minutos.

23°C, ====0 ===
36°C.
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Fig. 8: Incorporacién de adenina a esferoplastos de la cepa

ts368 a 23°C y a 36°C.

Se obtuvieron los esferoplastos de un cultivo
de la cepa ts368 crecido a 23°C hasta la fase expon-
nencial; se colocaron en medio SCM durante 2 horas a
la misma temperatura. Posteriormente se agregaron 0.1
nCi/ml. de adenina-"H e inmediatamente la mitad del
cultivo fué trasladado a 36°C, manteniendo la mitad
restante a 23°C. La radioactividad incorporada a las
células se cuantific6 cada 15 minutos como se indica

en Material y Métodos.

®-- — 23°C, ====0 ===-

36°C.
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cial a 23°C y a 36°C, cuantificada cada 15 minutos, muestra que,
ya desde 30 minutos después del cambio de temperatura, la capta-
tacién comienza a decrecer alcanzando solamente el 50% de incor-
poracién en relacién al control 90 minutos después. Por lo tan-
to, previamente a la interrupcién del crecimiento del cultivo,
el metabolismo de macromoléculas es severamente afectado en con-
diciones restrictivas a causa de la mutaci6n. A continuacién se

mostrard un acercamiento a la naturaleza de dicho efecto.

4) MADURACION DEL ARN RIBOSOMAL EN LA CEPA ts368 A 36°C.

Warner y Gorenstein (8) mostraron que la mutacién en el
genoma de la cepa ts368, ocasiona una inhibici6n casi completa y
ademds, especffica, de la sfntesis de protefnas ribosomales. El
andlisis electroforético del ARN ribosomal durante sus etapas de
procesamiento, ilustra el efecto de ésta inhibicién sobre la pro

duccibén de partfculas ribosomales.

El ARN se marcl radioactivamente a tiempos cortos con a-
denina—3H en cultivos en fase exponencial de crecimiento. E1 ARN
estable fué marcado con adenina—14c, agregandola al medio en el
momento de inocular, con lo que se asegur$ que se incorporara u-

niformemente durante el crecimiento del cultivo celular.

En la Figura 9a observamos de nuevo la aparicién de los
picos correspondientes a las especies de ARN 35S, 27S y 20S, pre
cursores del ARNr maduro 255 y 18S, que concuerdan con los ya

mostrados después de 1 minuto de marcaje en la Figura 6a. La Fi-
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gura 9b ilustra el estado de maduracién del ARNr después de 15
minutos de aplicada la adenina-3H. En ella notamos que los
ARNr's precursores comprenden el 45% de la radioactividad total

3H en el ARN maduro 258 y 188

Y que no hay radioactividad de
(compdrece con la Figura 6c). Este resultado confirma la termo-
sensibilidad de esa cepa en lo que respecta a la sfintesis de

ARN ribosomal maduro, caracter gque conlleva a una inhibicién de

casi la mitad del proceso de maduracién de los precursores ribo-

somales.

En cuanto al estado del ARN pequeifio, la Figura 10 mues-
tra que las especies 5.85 y 5S permanecen presentes, aunque en
mucho menor proporcién (13%) que el mismo ARN de células creci-
das permanentemente a 23°C (29%), (ver Figura 3). No se conocc
la razén de tal procesamiento residual; una posible explicacifn
serfa que la mutacién ts368, sea del tipo denominado "leaky", o
sea, que no se exprese en un 100% para el caso del ARNr 5.8S.
Por otra parte, la sintesis del ARN 55 es independiente de la
sintesis del ARN precursor 35S (60), por lo que la transcrip-

cién de sus genes podrfa no estar coordinada con la de é&ste.

Una vez establecidas las condiciones de manejo del ARN
total y pequefio (extraccién, marcaje radioactivo, separacién en
geles de poliacrilamida) y de utilizacién de la cepa ts368, se
procedié a medir las secuencias de poliadenina como paso preli-
minar para examinar la presencia de ARNm en una muestra de ARN

pequernio.



Figs. 9a y 9b: Sfntesis de especies grandes de ARN por esfero-

plastos de la cepa ts368 a 37°C.

Se crecib un cultivo hasta la fase exponencial a
23°C, en un volfimen de 10 ml. en presencia de 1 uCi de a-
denina-14c para marcar el ARN estable. Después de obtener
y recuperar los esferoplastos en medio con magnesio, las
células se trasladaron a 37°C durante 90 minutos mds. Se
anadieron 25 pCi/ml. de adenina-3H y después de 1 y 15 mi
nutos de adicionado este Gltimo nucleftido, se tomaron a-
1lfcuotas de 5 ml. del cultivo y la incorporacifén se detu-
vo vertiendo los esferoplastos en Sorbitol 1 M congelado
y molido. Posteriormente, el ARN total fué extrafdo y ana-
lizado por electroforesis en geles de poliacrilamida al
2.75%. La radioactividad se cuantificé en fracciones de 1

mm. de cada gel., —— @& —— 14C, ———0 ———r 3H.
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Fig. 10: Patrén de ARN pequeiio de la cepa ts368 a 36°C.

Un cultivo creciendo en fase exponencial a
23°C, fué colocado durante 2 horas a 36°C, anadiendo
posteriormente 1 puCi/ml. de adenina-3H e incubando a
esa temperatura durante 30 minutos mis. Posteriormen-
te las células se colectaron, se extrajo el ARN peque
ho y se corrieron geles de poliacrilamida al 10%. La
radioactividad se cuantific6é en fracciones de 1 mm.

del gel, como se describié en Material y Métodos.
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B) ENRIQUECIMIENTO PARA ARN PEQUERNO A PARTIR DE CELULAS INTE-

GRAS.
1) DETERMINACION DE SECUENCIAS POLIADENILADAS.

Un criterio para identificar un ARN mensajero en célu-
las eucaribticas, es la presencia, en la cadena nucleotidica,
de una secuencia de &cido poliadenfilico de aproximadamente 50-
150 bases cerca del extremo 3' (61,62). La resistencia de estas
secuencias a la digestibén por las ribonucleasas A y Tl1 bajo con
diciones especificas (46), se utilizé para medir la proporcién
en que se encuentran en muestras de ARN pequefio de levaduras.
La Tabla 3 muestra el porcentaje de radioactividad de adenina-
3H en el ARN obtenido de un cultivo crecido en presencia del nu
clebtido marcado desde el momento de la inoculacién en el medio
de cultivo. Las muestras de ARN tratadas y sin tratar con las
enzimas mencionadas, se filtraron a través de una membrana de
nitrocelulosa con un poro de 0.4 um. Las secuencias de ARN no
hidrolizado son retenidas en los filtros, por lo que la radioac
tividad del ARN no expuesto a las enzimas se tomd como el 100%.
Podemos notar que, con y sin incubacibén a 36°C, al ARN es dige-
rido en presencia de las enzimas y que el porcentaje de radioac
tividad retenida en los filtros es de aproximadamente 4%. Por
estos resultados, puede afirmarse que hay ARN poli-—A+ (probable
mente ARN mensajero) y que las secuencias poliadenilicas incor-
poran alrededor del 4% de la radioactividad total que se extrae

como ARN pequeiio.



TABLA 3: CONTENIDO DE SECUENCIAS DE POLIADENINA

EN EL ARN PEQUERO.

Tratamiento c.p.m. %
retenidas

ARN/36°, 30 min./TCAb 30673 100

ARN/ARasas®/TCA/36°, 30 min. 1174 3.8

ARN/ARasas/36°, 30 min./TCA 1267 4.1

35e utilizaron filtros de nitrocelulosa (Millipore; di&metro

del poro: 0.4 um.)
bEl TCA se utilizé para detener la reaccibn v precipitar los

oligonucleétidos.

CARasa A: 1 ug./ml.; ARasa Tl: 10 unidades/ml.
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Habiendo confirmado la presencia de una cantidad signi
ficativa de poli-A+ en el ARN extrafdo de células fntegras, el
paso siguiente consisti6 en la separacién de los probables
ARN's mensajeros que las contienen, recurriendo para ello a 1la

cromatograffa de afinidad en columnas de celulosa-oligo-dT.

2) SEPARACION DEL ARN MENSAJERO EN COLUMNAS DE CELULOSA

OLIGO-dT.

Las secuencias poliadenflicas, probablemente unidas a
ARNm, fueron separadas por cromatografia de afinidad, en colum-
nas compuestas por gri&nulos de celulosa que contienen cadenas
de poli-timina inmobilizadas. La formaci6n de puentes de hidr6-
geno entre las bases complementarias timina y adenina, da lugar
a la adsorcién, en la columna, de las moléculas que contienen

las cadenas de poli-A.

Las muestras de ARN total y pequefio se aplicaron disuel
tas en una solucifén amortiguadora con SDS y alto contenido de
sales, con el objeto de aumentar la fuerza i6nica del medio y

favorecer asf las interacciones moleculares.

Las fracciones 1, 2, 3 y 4, se colectaron 20 minutos
después de aplicada la muestra, correspondiendo al ARN no rete-
nido en las columnas. La fraccifn 5 se obtuvo lavando a baja
fuerza ibnica, por lo gue estd contitufda por trazas de ARN no
adsorbido. E1 ARN retenido en las columnas, se eluyS con una so

luci6n amortiguadora sin sales ni SDS, formando las fracciones
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6, 7y 8.

El perfil de elucién del ARN total de la cepa A364A, se
muestra en la Figura 11. El1 primer pico, con el 45% de la radio
actividad total, corresponde al ARN no retenido en la columna y
concentrado en la fracci6én 1. El 54.7% de la radioactividad to-
tal se encuentra en la fraccién 6, correspondiente al ARN que
sf fué adsorbido y que por lo tanto se encuentra enrriquecido
para ARN poli-A+. El andlisis electroforético de éstas fraccio-
nes estd mostrado en las Figuras 12a y 12b. Podemos ver que el
61% de la radioactividad de la fraccién 1, se encuentra en las
especies ribosomales maduras 25S y 18S. En la fraccién 6, é&stas
representan s6lo el 39% de la radiocactividad total, constituyen
do el resto moléculas de ARN mensajero de tamano heterogéneo.
Para conseguir una mejor purificacién, é&sta fraccién fué someti
da nuevanente a cromatograffa a través de una segunda columna,
cuyo perfil de elucién se muestra en la Figura 13. En este caso,
se consiguié obtener 71% de ARN en la fraccibén 6 y 29% en la
fraccién 1. La Figura 14 presenta el andlisis electroforético
de la fracci6n 6 de esta dltima separacién y en ella no se ob-
servan ya los picos de ARN ribousomal; el contenido de ARN mensa

jero en esta fraccién es de un 96%.

El mismo tratamiento fué llevado a cabo para el ARN pe-
gueno, segfin se muestra en las Figuras 15, 16a y 16b. La figura
15 ilustra el perfil de elucibn de la columna de afinidad, el
cual se distribuyé en 71% de ARN no adsorbido (fraccién 1) y

29% de poli-A+ (fraccibn 6). El andlisis electroforético reveld



Fig. 11

Fraccionamiento del ARN total de la cepa ts368.

El ARN disuelto en una solucifn amortiguadora
con SDS y LiCl 5 M, se aplic6é a una columna de celulo
sa 0ligo-dT como se indica en Material y Mé&todos. Las
fracciones 1 a 4 se colectaron utilizando la misma so
lucién. La fraccifén 5 se obtuvo lavando la columna
con una solucién sin SDS y 0.15 M de LiCl. Las frac-
ciones 6, 7 y 8, se obtuvieron lavando con una solu-
cifén amortiguadora sin SDS y sin LiCl. Regidén A: ARN
no retenido. Regifn B: ARN adsorbido a la celulosa o-

ligo-dT.
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Fig. 12: Electroforesis de las fracciones 1 (recuadro a) y 6
(recuadro b), del ARN total de la cepa A364A, elufdas
de la columna de celulosa oligo-dT, correspondientes
a las regiones A y B, respectivamente, de la figura

11.
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Fig. 13: Perfil de eluci6n de la recromatograffa de la regi6n

b de v Figura 11.

El ARN retenido en la columna (regifén b), se
precipité y redisolvié en la solucién amortiguadora
de unibn, para ser sometido nuevamente al fracciona-

miento en una columna de celulosa oligo-dT.
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Fig. 14: Electroforesis del ARN poli—AT

Andlisis del ARN obtenido en la fraccifn 6 de

la Figura 13, en un gel de poliacrilamida al 2.75%.
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Fig. 15: Fraccionamiento del ARN pequefio de la cepa A364A.

El ARN extrafdo de células fntegras, se some-
ti6 a cromatograffa a través de una columna de celulo
sa 0ligo-dT como se indica en Material y Mé&todos. La
fracci6n 6 constituye el ARN adsorbido en la columna
y elufdo con una solucifn amortiguadora con baja fuer

za ibénica.
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Fig. 16: Electroforesis de las fracciones 1 (recuadro a) y 6

(recuadro b) de la figura 11.

Andlisis en geles de poliacrilamida, del ARN
pequeifio obtenido en la fraccifén 1 (no adsorbido en la

columna) y en la fraccifén 6 (ARN pegqueiio poli—A+).
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que la fraccién 1 (Figura l1l6a) est& constituida, en un 88%, de
ARN ribosomal 5.8S, 5S y ARN de transferencia (regifn de 4S).
Es notable que en la fraccibén 6 (Figura 16b), el ARN de trans-
ferencia es absolutamente eliminado, no asi el ARN ribosomal
5.85 y 55, del cual se observan afin picos prominentes que repre
sentan el 40% del ARN total en la fraccibén y el 11% del ARN ini
cialmente extrafdo. No obstante, se obtuvo un significativo au-
mento para ARN mensajero, ya que constituyd el 60% de las cuen-

tas de radiocactividad totales en ésta fraccidn.

En suma, después de calcular el porcentaje del ARNm ob-
tenido en relacién al ARN inicialmente extrafdo, el enriqueci-

miento para ARN mensajero fu& como sigue:

% ARNm inicial % ARNm final
(calculado) (obtenido)
ARN total 38.8 100

ARN pequeiio 17.2 60
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3) TRADUCCION "in vitro".

La integridad funcional del ARN obtenido a partir de cé&
lulas completas y enriquecido para ARNm, se demostr6 por su ca-
pacidad para servir como templado para la sintesis de protefnas,
en un sistema de traducci6én "in vitro" libre de células. Dicho
sistema, consistente en un lisado de reticulocitos de conejo,
no contiene ARN end6geno debido a la presencia de una nucleasa
dependiente de calcio. La sintesis de protefnas "in vitro", se
midié cuantificando la incorporacién de metionina—358 a macromo
léculas, como material TCA-precipitable, como se describe en Ma

terial y Métodos.

La Tabla 4 muestra la incorporaci6én de metionina—3ss

por microgramo de ARN total y pequefo no enr iquecido para ARNm
Podemos notar que la eficiencia de traduccién del ARN total, es
casl1 4 veces mayor que la del ARN pequefio. La Tabla 5 muestra
el resultado de la traduccifén, utilizando como templado las
fracciones emriquecidas para ARNm. Aunque el ARNm total sélo
exhibe un incremento del 50% con respecto al ARN correspondien-
te no enriquecido, para el ARN pequefio éste incremento es de a

proximadamente 5 veces.

El anflisis electroforético de los productos de la tra-
duccién se realiz6 en un gel de isoelectroenfoque, el cual se
sometié posteriormente a autorradiograffa como se indica en Ma-
terial y M&todos. No se observ6 ningfin componente en la "zona &
cida" del gel, mientras que en la "zona bisica" se pudieron de-

tectar productos de traduccibén no identificados. La mayor parte



TABLA 4: TRADUCCION "in vitro".%

TEMPLADO c.p.m./nl. c.p.m.- basal c.p.m./pg.
mezcla de incubaci6n ARN

Hzo 289 0 0

™V 5680 5391 N.D.€

4 ng. 11224 10935 2733

ARN total

2 ng. 6892 6603 3301

ARN total

3 ng. 2733 2444 814

ARN pequeiio

ase empled un sistema libre de cé&lulas derivado de reticulo-
citos de conejo. La temperatura de incubacién fué& de 30°C.

bVirus del mosaico del tabaco.

°N.D.= No determinado.



TABLA 5: TRADUCCION "in vitro".

TEMPLADO c.p.m./pl. c.p.m.- basal c.p.m./ng.
mezcla de incubacién ARN

H20 3234 0 0

TMV 37093 33859 N.D.

4 ng.

ARN total 5236 2002 500

2 ng.

ARN total 5594 2360 1180

5 ng.

ARN pequefio 4750 1516 303

3 ng.

ARN pequefio 5302 2068 689

2 ng. _

MARN pequeno 6876 3642 1821

1 ng.

mARN total 5015 1781 1781
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de estos productos son, muy probablemente, correspondientes a
las proteinas ribosomales bisicas, las cuales componen la ma-
yor parte de los péptidos del ribosoma (Fig. 17). Consideramos
gue la cantidad de proteinas ribosomales &cidas sintetizadas
fué sumamente pequefia, dado que no se detectaron en el gel.

Es probable que la aplicacién de la muestra en el gel en pre-
sencia de protefnas &cidas ex6genas no marcadas radioactivamen-
te, cuya funcién serfa la de "acarreadoras", facilite la visua-

lizacibdn de dichas protefinas en el gel.



Fig. 17: Electroforesis en un gel de isolectroenfoque de los
productos de la traduccién "in vitro". (1) 2 ug.
mRNA pequefio, (2) TMV, (3) 3 pg. RNA pequefio, (4)

2 pg. ARN total, (5) 4 pg. RNA total.
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VII. DISCUSION

El advenimiento de la tecnologfa del ADN recombinante,
ha hecho posible la elaboracién de estudios detallados acerca
de los mecanismos regulatorios que gobiernan la expresién gené-
tica en una gran cantidad de organismos, principalmente proca-
riontes. En eucariontes, la complejidad de estos procesos es ma
yor, tal como lo demuestran numerosos estudios realizados en
Xenopus (63), Drosophila (64, 65), ratén (66) y levaduras (67,
68, 69). Varios son los factores que determinan &sta circunstan
cia: a) el genoma md&s abundante por un factor de 2 o 3 6rdenes
de magnitud; b) cromosomas con una compleja composicién y es-
tructura molecular; c) la presencia de la membrana nuclear, la
cual separa el ADN del citoplasma; d) la naturaleza moncocistré-
nica de los genes y e) la especializaci6n funcional de las célu

las en los organismos pluricelulares.

La obtencién de moléculas de ARNm de protefnas especifi
cas, es importante porque representa el paso inicial de los mé&-
todos de manipulacién genética a nivel molecular, que hacen po-
sible el acceso directo al estudio de los fenémenos que rigen

la expresién de genes determinados.

A lo largo del desarrollo experimental del presente tra
bajo, hemos apreciado la utilidad de las levaduras como un mode
lo en el cual es posible realizar estudios en un sistema con or
ganizacién eucari6tica, valiéndonos de las té&cnicas m&s o menos

simples utilizadas para los microorganismos procariontes. El es



-85-

tudio de los &cidos nucleicos, en particular, estd facilitado
por la capacidad de las levaduras de metabolizar rdpidamente

nuclebtidos radioactivos administrados en forma ex6gena.

La existencia de mutantes termosensibles que manifies-
tan inhibici6n de la sintesis de la mayor parte del ARNm de las
protefnas ribosomales, da pi& a la hip6tesis de un mecanismo re
gulatorio qgue actfia coordinadamente sobre casi la totalidad de
dichas protefnas (7). La ausencia de tal control sobre algunos
componentes ribosomales (las protefnas &cidas) (41), sugiere u-
na forma diferente de regulaci6n para la expresién de é&stas, a
la vez que proporciona un elemento de utilidad para su estudio.
En este sentido, la cepa ts368 de S. cerevisiae se ha propues-
to, en &ste trabajo, para la obtencién de ARN mensajero pequeno
después de mantener los cultivos a la temperatura restrictiva.
El abatimiento en la produccién de ARNm para el resto de las
protefnas ribosomales en estas condiciones, asf como la obten-
cifén directa del ARN pequefio a partir de células fIntegras, son
factores que, desde el primer paso, restringen el rango de va-
riabilidad de las moléculas extrafdas, simplificando asf el pro

cedimiento general.

La caracteristica que originalmente fué& propuesta como
distintiva de la mutante ts368 con respecto a la cepa silves-
tre, es la interrupcién del procesamiento normal del ARNr pre-
cursor. La permanencia de éste rasgo en la cepa mutante a nues-
tra disposicién, se corrobor6 por medio de experimentos de "pul

so y caza" con adenina-sﬂ, la cual se aplicé directamente al me
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dio de cultivo (Figs. 9a y 9b). El ARNr precursor, s6lo comple-

ta el 50% de su procesamiento en condiciones restrictivas.

No se conocen afin con certeza las causas de la interrup-
cibébn. Es conocido que, al inhibir la metilacién del ARNr, se in-
hiben también algunos estados de la maduracibdn del ARNr, ya que
varios intermediarios poco metilados se acumulan en el nficlo de
células oviricas de hamster en cultivo (73), sugiriendo que la
maduracién del ARN y su transporte desde el nGicleo al citoplasma
estdn estrechamente relacionados. Por otra parte, los trabajos
de Warner y Gorenstein (8), han mostrado que la sfintesis de pro-
tefnas ribosoma1e§ en la cepa ts368, se encuentra reprimida en
un 80% a 90% comparada con la sintesis de la protefna celular to
tal. Rosbash y sus colaboradores (70), encontraron que, a la tem
peratura restrictiva, la mutante ts368 muestra aumento de ARNm's
de alto peso molecular, los cuales fueron identificados como com
plementarios a segmentos genfmicos de algunas protefnas ribosoma
les incorporadas en plédsmidos. Estos transcritos diferfian del
ARNm maduro por la presencia de un intrén. Notaron ademis que el
aumento en la concentracibén del ARNm precursor, es paralelo a la
disminucién en la concentracifin de ARNr maduro. Por lo tanto, su
gieren que el efecto de la mutacién (denominada rna 2), puede
ser a nivel postranscripcional, modificando el procesamiento del
ARNm de las protefnas ribosomales, aunque ain es necesario con-

firmarlo para muchas més protefnas de esa familia,

Trabajos anteriores habfian mostrado la presencia de mARN

de proteinas ribosomales en el ARN de bajo peso molecular (43,
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71, 72). Sin embargo, la extraccién de ARN pequefo a partir de
células integras, habfa sido utilizada solamente para la obten-
cidén de las especies ribosomales 5.8S, 55 y ARN de transferen-
cira (60). No se habia examinado, en levaduras, la presencia de
ARNm en é&sta fraccibén. En el presente trabajo, hemos demostrado
la presencia de ARNm's funcionales, los cuales contienen 4% de
segmentos poli—A+ (Tabla 3) y que presentan una subsecuente afi
nidad a columnas de oligo-dT-celulosa (Fig. 15). La evidencia
conclusiva de que se trata de moléculas funcionales, la consti-
tuye su capacidad para servir como templado en un sistema de

traduccién "in vitro" (Tabla 5).

Dentro del rango de tamafio del ARN obtenido por extrac-
cibén fendlica a partir de células fntegras, estdn comprendidas
las moléculas con un coeficiente de sedimentacifn menor de 8S
(Fig. 16b), las cuales incluyen los ARN's 5.8S, 55 y 4S (ARNt)
y ARN mensajero de protefnas con un peso molecular posiblemente
menor de 17,000 daltones. Dentro de &ste rango se encuentran mu
chas proteinas ribosomales tanto de la subunidad pequefia como’
de la subunidad grande del ribosoma, incluyendo el ARNm de las

protefnas &caidas.

El abatimiento de la sintesis del ARNm de &stas protei-
nas ribosomales en la mutante ts368 (salvo, entre otros, el co-
rrespondiente a las protefnas &cidas, abre la posibilidad de ob
tener, en dos pasos metodolégicos, una fraccién de ARN enrique-
cida para ARNm de las protefnas &cidas, esto es, la extraccién

del ARN de levaduras completas de la cepa ts368 crecida a 37°C
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y la posterior eliminacién de las especies ribosomales y de
transferencia por cromatografja en columnas de celulosa oligo-

dT.

Actualmente, resultados obtenidos por Zinker y M&rquez
(73) , muestran que la extraccifn del ARN pequefio de S. cerevisi-
ae por extraccibén fen6lica a 60°C, permite una mejor permeabili
zacibén de la pared celular de las levaduras, produciendo un ren
dimiento mas alto de ARN ribosomal que por método inicial de ex
traccién a 45°C. Este ARN.pequeﬁo, no enriquecido para ARMN-poli-
A+, posee buena eficiencia de incorporacién de amino&cidos mar-
cados a macromoléculas, en un sistema de traducci6én "in vitro",
pudiendo detectarse algunos productos de dicha traduccién por
electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS (en estas
condiciones, todas las proteinas tienen carga negativa y por lo
tanto migran en la misma direccién). Se pudo observar la presen
cia de una proteina radioactivamente marcada que migra en el &-
rea del peso molecular de las proteinas &cidas. Estos resulta-
dos permiten suponer que la extraccibén fenflica de ARN a 60°C
a partir de cé&lulas fIntegras, permite obtener una cantidad ma-
yor de las moléculas que se extraen por el mismo procedimiento
a 45°C, y que éstas pueden ser utilizadas pr6éximamente para la
localizaci6n del DNA correspondiente, mediante las técnicas de

hibridizacién actuales.
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VI1I. CONCLUSIONES

El ARN ribosomal precursor de la cepa ts368, solamente com-
pleta el 50% de su procesamiento en condiciones restricti=-

vas.

La sintesis de protefinas ribosomales es una condicién nece-
saria para que el curso de la maduracién del ARN ribosomal

se efectfle normalmente.

La unién de fragmentos de ARN a secuencias de oligotimina,
demuestra la presencia de secuencias poliadeniladas en el

ARN pequefio extrafdo de cé&lulas integras. Estas secuencias
constituyen el 4% del total de ARN pequefio extraido, medi-

do como material resistente a las nucleasas A y T1.

.+
El ARN poli-A extrafido de células iIntegras, es capls de
servir como templado para la sintesis de protefnas en un

sistema de traduccibén "in vitro".

Por cromatografia de afinidad, se enriquecif 2.8 veces la
cantidad de ARN mensajero total y 3.5 veces la de ARN men-

sajero pequeriio.
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