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I. INTRODUCCION

I.1. HISTORIA DE LA TRANSFTORMACION GENETICA

La Historia de la Transformacidn Genética comienza en los primeros
afios de la Segunda Guerra Mundial, con el descubrimiento del médico Al-
fred Griffith, a la sazdn funcionario del British Ministry of Health,
acerca de la transformacidén de Pneumococcus no infectivos ("rugosos")
en Pneumococcus patdgenos ("1lisos"), en el seno de animales de experi-
mentacidn: cuando se les inoculaba una mezcla de bacterias lisas muer-
tas junto con bacterias rugosas vivas, &éstas adquirian el caricter in-
fectivo de las primeras. Desgraciadamente, Griffith muriS antes de acer
tar con la interpretacidn correcta de su descubrimiento.

No obstante, el hecho puesto de manifiesto por Griffith, despertd la
legendaria polémica acerca de qué factor seria el portador de la infor-
macidn genética y por tanto el responsable de la transformacién -{pro-
tefnas o &cidos nucleicos?- y sirvid de base para que otros experimenta
dores esclarecieran definitivamente que el DNA era el verdadero porta-
dor de la informacidn genética.

En 1941, dos investigadores del New York's Rockefeller Institute,
M.H. Dawson y J.L. Alloway, obtuvieron de nuevo los resultados de Grif-
fith, utilizando un homogeneizado de bacterias 1isés, como agente trans
formante de bacterias rugosas en presencia de suero de:conejo anti-bac-
terias rugosas; de esta forma sblo habrfan podido crecer aquellos Pneu-
mococcus rugosos que hubieran sido transformados a la forma infecciosa,
como en efecto ocurrid.

Tras estos experimentos preliminares, los hechos ya estaban lo sufi-



cientemente delineados para que en 1944 Oswald T. Avery, Colin M. Mc
Leod y Maclyn McCarty, decidieran proceder al andlisis sistemdtico
del fenémené de transformacién; mediante un fraccionamiento celular
convencional, demostraron que el dcido desoxirribenucleico era el fni-
co agente cap=z 4e llevar a cabo la tra- ~rmacidén en los organismos
por ellos estudiados.

Ex 14.5, w.iii . .: " iss, identificd los cuatro nucleotidos inte-
grantes del DNA en el fluido traﬂsformante y propuso, por primera vez,
que La integracifn de un DNA exdgeno en fa informacibn genética def or
ganismo recepton, senfa La causa de Los cambios genéticos observados.

Ld uipotesis de Hotchkass, fue demostrada afios mids tarde en los la-
boratorios de Cold Spring Harbor‘por Alfred Hershey y Martha Chase,
utilizando DNA de fago marcado con 32p y bacterias receptoras sin mar-
caje: E1 DNA del fago, aparecia Lntegnadb en el DNA de la bacteria re-

ceptora.

I.2. PANORAMICA GENERAL Y SIGNIFICADO DE
LA TRANSFORMACION GENETICA

Desde la experiencia de Hershey y Chase, el interés por los fenéme-
nos de Transformacién Genética se ha venido intensificando dfa tras
dia, tanto en organismos unicelulares (pro y eucariontes), como en or—
ganismos superiores; en consecuencia se han desarrollado estudios so-
bre algunos problemas tedricos y précticos de la Biologia Celular, re-
lacionados con los distintos estadios que conducen al logro de la
Transformacidn Genética, que supone la concatenacién de varios_pnoce-
4048 independientes con diferentes mecanismos citoldégicos y bioéuimicos

implicados en cada uno de ellos:

a) Recepeibn (captura) del DNA exdgeno.transformante, en la envoltu
ra de la célula huesped.

b) Penetraci6n del DNA transformante por los mecanismos endocitdti-

cos peculiares del huesped.

c) Metabolismo del DNA .ingernido; en su caso, iintegracifn de fragmen
tos con informacidn genética especffica, en el sistema genético

del receptor.

d) Expresilén Genética de la informacién exdgena recibida.



e) Thandmisidn a la descendencia de las caracteristicas genéticas ad

quiridaS.

Los cinco procesos mencionados presentan diferentes modalidades en
dependencia de la naturaleza de fas céfufas neceptonas -procaribticas o
eucaridticas- reflejo de las profundas diferenéias fisiolégicas y bio-
quimicas que separan a ambos tipos de organismos.

Los estudios realizados en cada uno de los citados aspectos han con-
tribuido al conocimiento de fendmenos tales como la fecombinacibn géni-
ca (Hotchkiss y Gabor 1970), £a diferenciaci6n celufar (Ottolenghi Nigh
tingale 1969), el desavollo de fa infeccibn virnal abortiva (Sarkar
1967, Spizizen, Reilly y Evans 1966) y {a conreceibn de tanas henedita-
rias a nivel celulan (Merril, 1971). Queda asf sefialada la proyeccidén a
otros &mbitos de la Biologfa Celular de los estudios sobre Transforma-
cidén Genética.

En la actualidad es un hecho sobradamente probado que un DNA exdgeno,
homdlogo o heterdlogo, puede penetrar en células de diverso origen, "in
vivo" o "in vitro". M3s problemidtica resulta la integracidn del DNA en
el aparato genético de la célula -scbre todo en los organismos eucarié-
ticos- y su eventual transcripcién en proteinas fisioldgicamente acti-

vas.

I.2.1. TRANSFORMACION DE ORGANISMOS PROCARIOTICOS

El DNA transformante que penetra en la c€lula bacteriana s8lo debe
atravesar la pared y membrana celulares para alcanzar su meta; la inte-
gracidén se produce cuando el DNA capturado alcanza el DNA del huesped
en condiciones en las que ambos puedan interaccionar. Los sistemas enzi
miticos bacterianos encerrados en estructuras especiales, degradan solo
parcialmente el ONA homéogo incorporado (Stuy 1965; Chen y Ravin 1968)
siendo mis afectados los DNA donantes heter6logos y produciéndose pérdi
das al medio de los componentes del DNA degradados (Lacks y Greenberg
1967). La fragmentacién o la irradiaci&n i.V. del DNA exdgeno parece fa
cilitar el ataque de las DNA-asas celulares (Setlow et al, 1968; Notani
y Goodgal 1965).

Esta relativa facilidad del DNA en su camino hacia el genoma recep-
tor ha conducido al 18gico estado actual de conocimientos en torno a la
Transformacifn Genética de las células bacterianas: se conocen en deta-



lle los procesos de integracibn y transcrnipeidn de informacifn genética
exfgena, al lado de una mayor ignorancia acerca de los fendmenos de in-
corporécién y captura de dicha informacién. Baste afiadir aqui que en or
ganismos procaridticos, la Transformacidén Genética se emplea en la ac-

tualidad de manera casi rutinaria para el estudio de su Genética, utili
zéndose diferentes marcadores (resistencia a drogas y requerimientos nu
tricionales de aminoicidos, principalmente), para el Mapeo def genoma.

de los.individuos objeto de estudio.

I.2.2. TRANSFORMACION DE ORGANISMOS EUCARIOTICOS

Sin embargo la situacién en cé€lulas eucaridticas es inversa; la ma-
yor complejidad de la ruta del DNA hacia el genoma receptor, ha hecho
que se estudien con mis detenimiento los procesos de thaslocacién de mo
Lculas al medio anterno celulan. Como contrapartida, los modelos de in
tegracidn propuestos no descansan sobre una base experimental suficien-
temente firme y, en muchos casos, quedan afm por interpretar. Por otro
lado, las posibilidédes de lograr la transformacién son menores en los
organismos eucaridticos ya que el DNA ingerido debe sobrepasar los suce
sivos ataques de los 8{sfemas enzimdticos celulares deghadativos, antes
de poder penetrar en el nficleo y ejercer una accidén transformante.

Los experimentos de Transformacidén Gsnética en células eucaridticas
se han realizado tanto "in vivo" como "in vitro", utilizindose poblacio
nes de células mantenidas en cultivo u organismos completos inyectados
con preparaciones de DNA de origenes diversos. En algunos casos (Otto-
lenghi-Nightingale 1969) se han transformado células in vitro, con ex-
presibn genotlpica una vez inoculadas en los animales de que procedfan.

I.2.3. TRANSFORMACIONES "IN VITRO"

Kraus (1961) sugirid que la capacidad de sintesis de la cadena BA de
la hemoglobina humana, podia ser transmitida -in vitro- a células de mé
dula 8sea de pacientes con anemia falciforme, al incubarlos con DNA ex-
traido de la m&dula 6sea de individuos homozigéticos para el carécter
BA de la hemoglobina. En 1962 Weisberger obtuvo el mismo tipo de resul-
tados pero tanto en sus trabajos como en el descrito de Kraus, la falta
de controles sobre la pureza del DNA usado, hace qQue sus conclusiones

deban acogerse con relativa prudencia.



Quizds los resultados mis importantes, sean los obtenidos por Szy-
balska y Szybalski (1962), que obtuvieron la transformacién de una 1i-
nea mutante de células humanas cultivadas "in vitro" deficiente en Ango
sdnmonofos fato pi1060560A££a§a; tratdndolas con DNA extrafdo de la cepa
original capaz de utilizar el monofosfato de inosina (IMP).

Uno de los ejemplos mds espectaculares de transformacién queda des-
crito en los trabajos de Ottolenghi-Nightingale (1969), con implicacio-
nes en areas no relacionadas con la Transformacidén Genética. Esta auto-
ra encontrd que melanoblastos de embrién de ratdn albino, cultivados en
presencia de DNA extraido de cepas de ratones grises e inyectados subcu
taneamente en la regidn cervical de ratones albinos, provocaban la apa-
ricibén de células pigmentadas -sintetizadoras de melanina- en la zona
de la inyeccidn. (La sintesis de melanina se transmite en los ratones
como un simple cardcter mendeliano dominante y, bioquimicamente, la Gni
ca enzima implicada en su sfntesis en la ftinosinasa (EC 1.10.3.1; 0-di-
fenol: 0,, oxidorreductasa). La actividad del preparado de DNA desapare
cfia tratindolo con DNA-asa pancreitica. Para la obtencién del DNA trans
formante se utilizaron cé€lulas de hfgado, bazo, testiculos, ovarios y
timo de ratones grises, (8rganos en los que la sintesis de melanina es-
td ausente); puesto que la capacidad inductora de produccién de tirosi-
nasa fue siempre positiva, el experimento constituye en s{ mismo una
prueba en favor del postulado de la fotipotfencialidad de la informacidn
genética contenida en 8rganos diferenciados, capaz de codificar enzimas
no presentes en esos tejidos.

En 1962, Frederic y Corin-Frederic, obtuvieron modi§icaciones cromo-
s6micas en el cariotipo de células de pollo culti;adas "in vitro" en
presencia de DNA de timo de ternera. Estas modificaciones citolbgicas
coinciden con las encontradas por Leuchtenberg (1958) y Scaletta
(1965), y es de destacar su aparicién cuando se utiliza un DNA transfor
mante con un grado de heterologfa muy alto respecto al de la célﬁla re-
ceptora.

Mas tarde, en 1971, Hill y Hillova describieron la captura "in vitro"
de DNA de ratén por cé€lulas de pollo en cultivo, con integracién de
aquel a los cromosomas pero sin expresar ningin cambio fenotipico.

Otros hechos significativos explicables en términos de un intercam-
bio de fragmentos entre el DNA celular y el DNA incorporado, fueron la
nestauracién de células dafiadas por radiacién U.V. puesta de manifies



to por Miletic et al. (1963) al incubar aquellas con DNA de células in-
tactas, y la {nhibicién en el crecimiento de cultivos de fibroblastos
en presencia de DNA extrafido de cé&lulas d¢= tumores asciticos, aunque no

de sarcoma (Smith y Cress, 1961).

I.2.4. TRANSFORMACION "IN VIVO" DE CELULAS DE ANIMALES SUPERIORES

"In vivo", el DNA transformante {nyectado en el organismo de experi-
mentacién deberd ser transportado por el 8i4tema circulatorio correspon
diente y atravesar todo el conjunto de_nenbnanab diﬂenenciadzz hasta
llegar a sus puntos de actuacidn, multiplicindose los ~{esgos de degra-
dacibn pon Las nucfeasas presentes en los diferentes medios. Pese a
ello, los resultados obtenidos por Ledoux, Huart et al. (1971), permi-
ten suponer una relativa facilidad de acceso del DNA a regiones del or-
ganismo alejadas de su punto de entrada.

Bendich, Wilczok et al. (1965), han demostrado que DNA de virus de
polioma o DNA transformante de Pneumococcus, inyectados intraperitoneal
mente en ratones, podfa recuperarse en la sangre con su actividad biold
gica intacta, indicando asf la escasa actividad DNA-dsica de La sangre.

La posibilidad de alterar los dispositivos genéticos celulares de
forma controlada por medio de la transformacién en células de animales
superiores, ha dirigido la atencién de numerosos investigadores hacia
los aspectos prdcticos del problema. Sin embargo, los esfudios de inte-
gracién gendmica del DNA absorbido no se han desarrollado -excepcifén he
cha de L. Ledoux y col.- en la cantidad y calidad de los efectuados con
los organismos procaridticos.

La transformacién de caracteres fenotfpicos ha sido lograda por di-
versos laboratorios con distinta fortuna por lo que se refiere a su ex-
presibn genética continuada en La descendencia de los individuos trans-
formados; asf pues, la transformacién "in vivo" de células de animales
superiores, se presenta a veces con un caricter somdtico y epigenotfpi-
co. A su vez, la falta de reproductibilidad de los experimentos en mu-
chos casos, cuestiona la verdadera integracién gendmica del DNA invasor
~las experiencias de Ledoux son las mis convincentes en este sentido-,
aunque su expresidn genética, siquiera transitoria, indique umna resis-
tencia a la accién degradativa de DNA-asas sangufineas o intracelulares.

Pioneros en el estudios de las posibilidades de fransformaci6n "in



vivo" son los trabajos de Benoy, Leroit et al. (1957), que obtuvieron
modificaciones fenotipicas por transformacién entre razas distintas de
patos, aunque los mismos y otros autores han obtenido resultados negati
vos al intentar reproducir aqﬁellas experiencias. (Benoit, Leroy et al.
1960; Svoboda y Harkova, 1959; Novikov, Cheminova et al., 1961). Con
otros organismos superiores, los resultados de transformacidn genética
han sido siempre negativos: conejo (Beatty y Billet, 1961), rata (Perry
y Walker, 1958; Bearn y Kirby, 1959), gallina (Shoffner, Burger et al.
1961), pintada (Shoffner, Burger et al. 1961), ajalote (Billet, Hamil-
ton et al. 1964), maiz (Coe y Sarkar, 1966).

La falta de conocimiento de etapas, tan fundamentales como la v{a de
entrada preferente en el organismo, la degaadacidh por las nucleasas ce
lulares, el tamaino molecular idéneo del DNA usado, la imposibilidad de
definir un estado competente, etc., contribuye a las contradicciones ex
perimentales halladas, de las que puede concluirse que la obtencidn de
cambios genéticos por DNA exdgeno en organismos "in vivo" haya sido mu-
chas veces el resultado de experiencias afortunadas mds que de la apli-
cacidn rigurosa de métodos con una casufstica amplia y bien comprobada.

Mencionaremos aquf la obtencién de modificaciones en el color de las
Plumas inyectando DNA, extraido de individuos diferentes, en la vena vi
telina de embriones de pollo (Martinovich, Kanazar et al. 1961); simila
res cambios fenotfpicos han logrado Leroy, Benoit et al. (1964), inyec-
tando en pollos extractos mucfeares de eritrocitos de pintada.

Quizés el grupo dé los insectos sea donde la transformacién "in vi-
vo" ha sido demostrada con més rigor. En Drosophila, sé han descrito
efectos mutagénicos, no especificos de ningfin locus determinado, al in-
yectar DNA via hemolinfa (Fahmy y Fahmy 1961, 1965) o al administrarlo
via digestiva (Gershenson 1939, 1965; Mathew, 1965). Féx y Yon (1966),
demostraron cambios especificos en Droscphila pero 1os>caracteres trans
formados muestran didposicifén enmosaic~, sin lograrse cambios que afec
ten a la totalidad del insection.

En Ephestia, Caspari y Nawa (1965) obtienen transformacién en la co-
loracién del ala, inyectando DNA en larvas. Posteriorm@nte (Nawa y Yama
da 1968), se observdé que la inyeccién de DNA del tipo apropE;do en lar-
vas o huevos, produce cambios en'la coloracién de los ojos de la genera
cién tratada y las siguientes, apuntando la posibilidad de un cambio ge
notfpico permanente. En cualquier caso, se han encontrado unas eficien-



cias transformantes muy bajas, del orden de 10-3-107%,

Con diferentes DNA bacterianos como material exdgeno, inyectado a ra
tones via intravenosa o absorbido por semillas en germinacién de Arabi-
dopsis u Hordeum, Ledoux y Huart (1966), han demostrado que el DNA per-
manece indegradado en puntos lejanos al de entrada en el organismo. En
el caso de vegetales, puede recuperarse en Srganos adultos (hojas y flo
res), todavia no formados en el momento inicial de la captura.

La posibilidad de que el fendmeno de transformacién genética sea umn
proceso con importancia apreciable en condiciones naturales (trabajos
de Ledoux y Huart 1966, Ottolenghi-Nightingale 1969, Nawa y Yamada
1968), afiade un nuevo interés a la posible introduccién de cambios en
el programa genético de 1la célula desde el medio exterior al organismo,
camino distinto al clésico de mutaciones endSgenas al azar del material
cromosémico, y cuyas implicaciones en la consideracidn de cualquier teo

rfa evolutiva son evidentes,
I.3. ENDOCITOSIS. MECANISMOS CELULARES DE INGESTION

I.3.1. PARTE GENERAL

El citoplasma est§ compartimentalizado en virtud de un 4isfema de
membranas monfolbdgicamente similares; dicho parecido estructural dio
origen a la teorfa de su {nterconvertib.ilidad, formulada por Wohlfarth-
-Bottermann (1959), asf{ como al estudio cinético de las transformacio-
nes habidas entre membranas topoldgicamente diferenciadas (Uhlig et al.
1956). Los mecanismos de vesiculacidn de membranas en relacién com la
captura, transporte intracelular y eliminacién del material digerido,
representan un claro ejemplo de su convertibilidad.

Metschnikoff (1833) fue el primero en cbservar la ingestidn por célu
las de mesodermo, de partficulas alimenticias de dimensiones apreciables
al microscopio dptico y acufid para este proceso el término fagocitosdis.
Posteriormente, numerosos autores han observado el mismo fendmeno en
multitud de células diferentes; en consecuencia han aparecido otros tér
minos, como cololidopexia (Bratinau, 1929) (captura de material coloidal),
comopexia (Volkonsky, 1933) (ingestién de colorantes), atrocitosis (Ge
rard y Cordier, 1934) (almacenamiento de sustancias 1ngeridas), granubo
cltosis (Benacerraf et al. 1955) y fagofrofia (Seaman, 1961) (ingestién



de particulas alimenticias por protozos mediante un aparato oral dife-
renciado o ci{tosifoma). Dichos términos expresan, desde el punto de vis-
ta de la fisiologia celular, el mismo fendmeno de ingestién de material
exocelular, dando cuenta al mismo tiempo de la naturaleza de la sustan-
cia ingerida y del tamafio de la vacuofa formada en el citoplasma. Apar-
te de las pequeflas variaciones morfoldgicas posibles, todos los proce-
sos mencionados son idénticos al nivel de resolucidn brindado por el mi
croscopio dptico.

En 1931, Lewis utiliz8 el término pinocifosis, para expresar mis
exactamente el proceso de ingestidn de {fuido extracelular apreciable
al microscopio de contraste de fase, llevado a cabo por macréfagos y cé
lulas de sarcoma. Mads tarde, el mayor poder de resolucién del microsco-
pio electrdnico revelaria que el contenido de las vacuolas de pinocito-
sis, homogéneo al microscopio &ptico; era parcialmente granular, origi-
nandose de nuevo la aparicidén deineologismos tendentes a la mejor des-
cripeién del proceso observado. Asi, ap ' ~cieron los términos nrogeocifo
444 (Policard y Bessis, 1958), micropinocitosis (Odor, 1956) y ultrafa-
gocitosis (Gosselin, 1956). De tpdo ello se desprende que la diferencia
entne fagocitosis y pinocitosdis es principalmente un problfema de nesolu
cibn micrnoscdpica, es decir, de identificacidén. Dentro de amhos concep-
tos, las diferencias cualitativas se expresan con ayuda de los términos
arriba mencionados (coloidopexia, cromopexia, fagotrofia, atrbcitosis,
rofeocitosis, etc.), pero puesto que las expresiones -fagocitosis y pi-
nocitosis- se usan habitualmente con diferentes significados, es preci-
so establecer, de acuerdo con Holter, la {dentidad conceptual entre am-
bos procesos que tienen, tanto a nivel morfoldgico como metabdlico y fi
siolégico; un mecanismo comfin que consiste en la incorporacién de sus-
tancias al interior de la célula por "desplazamiento de fa membrana des
de La superficie celular aliinterion de fa céfula” (Holter, 1956).

En 1963, de Duve introdujo acertadamente los términps endoci{{os{is
(vesiculacidn de la membrana desde la superficie al inierior de la cflu
la) y exocitosis (vesiculacién desde el interior a la superficie celu-
lar). Por analogfa, Stockem (1967), propone el término {intracifosis pa-
ra describir los procesos de vesiculacidn ocurridos en el interior de
la célula. Los tres fendmenos quedan englobados en el término c{l0s84s.

Los resultados de los procesos de endocitosis, son vacuolas citoplis
micas contienentes de material extracelular envuelto en una porcién de



membrana plasmdtica internalizada. De nuevo surge la polémica respecto
a las expresiones adecuadas para designar los sistemas asf creados:
Strauss (1959), los denomind fagcsomas; Novikoff (1960), considerd mis
apropiado el término pinobowubly, de acuerdo con Stockem (1967), asumi-
remos el término endosomas para designar las formaciones vacuolares apa
recidas tras la endocitosis; en cualquiera de las modalidades microscéd-
picamente distinguibles de este proceso.

El estudio de los procesos de endocitosis es importante porque expli
ca dos fendmenos en absoluto interpretables con arreglo a la clisica
teoria del transporte celular en cualquiera de sus formas (transporte

activo, difusiones libre o facilitada, etc.):

a) La endocitosis posibilita el acceso al interion de La célula a 2o
da clase de partlfculas, microscldpicamente difernenciadas def medio (in-
cluidos los iones), 4in neccbidad:de athavesarn £a membrana. E1 material

capturado se transporta en el citdplasma por intracitosis.

b) Determinados receptores de fa supernficie celufarn reaccionan de ma
nena especlfica con cierta clase de sustancias del medio extracelular
que, de esta forma, quedan retendidas selectivamente por la célula y se

incorporan mis tarde por endocitosis.

Para la célula, una ventaja adicional ofrecida por el sistema de en-
docitosis —intracitosis, es la separacién del citoplasma y el material
ingerido por una estructura membranosa, que protege a aquel de los efec
tos nocivos que pudieran derivarse de tél ingestién.

. Por otro lado, el transporte del contenido vacuolar hasta zonas cito

ﬁlésmicas especializadas, aparece mis ficil de comprender que el trans-

porte de sustancias libres en el citoplasma.

I.3.2. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE PROCESOS DE CITOSIS

Los métodos desarrollados para el estudio de los procesos citticos,
se han orientado a la elucidacién de los mecanismos de f§oumacibn vacuo-
- lan y el destino intracelular de Los endosomas. Sin embargo, en la mayo
rfa de los casos estudiados, la metodologia empleada introduce artefac-
tos tanto morfoldgicos como fisiolégicos. Por ello, Los resultados de-
ben discutinse con amreglo a una nevisibn erltica previa de La metodolo
glay wm anslisis de las técnicas utilizadas. Veamos a continuacién,



una panordmica histdrica de los principales métodos de estudio de la en
docitosis:

El descubrimiento del microscopio de contraste de fase, abrid el ca-
mino para la observacidn celular en condiciones pabximas a La §4i840L6g4
cas. No obstante, esta técnica teniéAla limitacidn de que la ruta intra
citdtica de los endosomas solo podfa seguirse en un corto periodo de
tiempo, previo a su disgregacién en estructuras mas finas o menos dife-
renciadas del resto de organulos citoplismicos. Por ello, se intentd
marcar el medio extracelular con coforantes vitales, Sin embargo, la ma
yoria de ellos exhibian efectos téxicos, causando?zeaccioneé patoldgi-
cas e incluso perturbaciones morfoldgicas en las células objeto de estu
dio. A este respecto, nos remitimos a los estudios de pinocitosis reali
zados en diferentes amebas por Rustad (1959) (y Champan Andresen (1962).
Se ha intentado el uso de coforantes de §luonescencia (Holter y Marshall)
y protelnas §Luorocromadas, que actuaban como inductores propios de 1la
endocitosis (Wolpert y O'Neill; Jeon y Bell).

Posteriormente se llevaron a cabo estudios utilizando dustancias
Anentes facilmente identificables, pero que como contrapartida, eran di
geridas con dificultad o en absoluto y, por consiguienté, la intracito-
sis quedaba fuera de toda realidad. Citaremos como ejemplos de tales
sustancias inertes, el poliestireno - latex (esferas de tamafio controla-
do) y granulos de melanina.

Gropp (1963) describe einemicnrogrdficamente la ingestidn por macréfa
gos de alimentos naturales tales como bacterias y "ghosts" de eritroci-
tos, en un intento de aproximacidén a las ccndiciones realmente fisiols-
gicas; pero de nuevo surgieron p}oblema: 2n cuanto al rastreo del mate-
rial ingerido.

Cuando se generalizd el empleo de técnicas isotdpicas, la autorradio
gragla proporciond un método preéiso y eficaz para la ¢bservacién en
condiciones fisioldgicas de la endocitosis y la intracitosis (Chapman-
-Andresen y Holter, 1955). Estos resultados aludidos se obtuvieron prin
cipalmente en amebas, microorganismos en los que los procesos de endoci
tosis pueden visualizarse por microscopfa éptica. El estudio en células
de tejidos hubo de esperar hasta el perfeccicnamiento de la micnos copla
electrdnica (Odor en células de peritoneo de rata; Karrer, en células
de pulmdn y Kayes y Pappas en células de cdrnea). Sin embargo, una de

las mayores dificultades encontradas fue la distincién entre los proce-



sos endocitdtico y exocitético, que se resolvid en parte, gracias al em
pleo de marcadores del medio egtmacezuzan de alta densidad al microsco-
pio electrénico, tales como los ya citados grénulos de melanina, (Félix
y Dalton), ferritina (Farquhér y Palade), oro coloidal (Staubesand 1960),
y hemoglobina (Rudzinska et al.).

La seleceidn defl murncadon debe ir precedida de un detallado estudio
previo, respecto a las consecuencias de su interaccién con el material
biolégico objeto de estudio y debe elegirse de acuerdo con el proceso

que quiera analizarse:

1) Determinacidén de la actividad endocitéitica: En general se eligen
sustancias inertes, como el poliestirol-latex, oro coloidal, aerosil,

etc.

~ 2) Determinacién de las susfancias capiurables por endocitosis y de
su efecto en la célula recéptora. Pueden usarse pues, sustancias induc-
toras de la endocitosis aunque ello conduzca, en general, a la apari-
cidén de fendmenos patoldgicos o letales para la célula. Ejemplos de ta-
les sustancias son la ferritina y la clara de huevo (Stockem 1966), Di-
chos marcadores son ldgicamente, los mis utilizados en los estudios mor
foldgicos de la endocitosis, junto con colorantes vitales y otros marca
dores elegidos en consonancia con el material biolégicq. La clara de
huevo y determinados colorantes, (alcian blue) ejercen una vigorosa
accién inductora de la endocitosis produciendo simulténeamente una fuer
te inhibicién de la motilidad celular.

La mayorfa de las investigaciones se han realizado en amebas, exce-
lentes materiales para el estudio de las actividades endocitdticas, 4in-
ducida y penmanente, por medio de la microscopfa &ptica. No obstante,
los resultados obtenidos en amebas no pueden extrapolarse a otros tipos
de células, puesto que la sustancia marcadora apropiadé tiene que ser
especificamente elegida para cada material de experimentacién, y en
atencién al problema investigado. De todos modos, los hechos revelados
por el estudio de la endocitosis en amebas constituyen, cuando menos,
un buenléibiZmaimodblo en el que se pueden hallar analogias con otros
organismos, a la vez que aportan datos para juzgar la metodologfia y los
resultados conseguidos en otros materiales biolégicos.



I.3.3. ENDOCITOSIS INDUCIDA Y PERMANENTE

Los procesos de endocitosis se inducen por una multiplicidad de fac-
tores conducentes a situaciones fisioldgicas extremas. Entre ellos des-
tacan los valones def pH, fa temperatura y £a concentracibn de fa sus-
tancia {nductora,variables todas ellas en funcidn de la naturaleza del
medio de {nduceibn. (Chapman-Andresen 1962).

Soluciones de sales inorgidnicas, de aminoicidos y protefnas, exhiben
diferentes propiedades inductoras de la endocitosis en funcién del pH.
Para las soluciones salinas mencionadas, la mixima induccién se presen-
ta en la zona de pH neutro; para los aminodcidos, en la zona alcalina y
para las proteinas en la zona dcida. La accifm de los numerosos coloran
tes histoldgicos que act@an como inductores es, en general, independien
te ‘del pH,

La concentracidn de estas solhciones, es obviamente un factor deci;i
vo en la eficacia inductora de lﬁs mismas, Este punto ha sido ampliamen
te estudiado por Cooper (1968), autor que ha encontrado valores Sptimos
desde 10-1M hasta 10-6M, en depehdencia de la naturaleza de los iones
disueltos por la sal. .

Cooper ha revisado extensamente los efectos de soluciones de cloru-
ros de diferentes cationes en la endocitosis (pinocitosis) de Amoeba
proteus, El estudio de la influencia de estas moléculas sencillas pro-
porciona, de nuevo, un sistema modelo claro sobre el que razonar la in-
terpretacidn del fendémeno endocitético.

Segin Cooper, la pinocitosis se induce por muchas sales pero a con-
centraciones diferentes y con intensidades variables. Sobre el efecto
inductor de los cationes alcalinos, se superpone un efecto negativo del
ion calcio y una dependencia con el pH en todo caso.

Marshall y Nachmias (1965) sugirieron que £a superficie celular po-
dnla comportarnse como una resina cambiadora de ‘cationes » explicéndose
asf la preferencia exhibida por ciertas moléculas cargadas positivamen-
te., De este modo, las diferentes concentraciones requeridas por las dis
tintas soluciones catibnicas para inducir la pinocitosis, se deberfan a
las diferencias en La afinidad ‘que, frente a dichos cationes, presenta
la sﬁperficie celular. |

Los resultados de Cooper, indican que fa afinidad de £a membrana ponr
£os cationes ensayados (monovalentes) aumentarian en el orden:



Lit < Na' < C; < K < At (Tetrémetilamonio) < TEAY (Tetraetilemonio).
La afinidad de una resina sulfénica por los metales alcalinos es, sin
embargo, la observada por Reichemberg (1966): Lit < Na' < K" < C; <
< TMAY < TEA+; pero sorprendentemente, Reichemberg deseribe una afini-
dad de dichas resinas, coincidente con la encontrada pdr Cooper en ame-
bas, cuando aquellas presentan wn moderado grado de uniones cruzadas.
La variacién que estas uniones cruzadas producen en la afinidad del cam
biador, son debidas a que muchos grupos activos quedan confinados en po
ros y fugares diflcifmente accesibles, explicéndose la preferencia por
el TMA" frente a1 TEA+, mis voluminoso (Millar et al. 1964).

~ La envoltura exterior de las amebas, (y de muchas otras células ani-
males y vegetales), compuestas por esteres Ssulfirnicos de mﬂcopoli&acd@i
dos, podrfan actuar como una resina cambiadora modificada que explique
la aparentemente caprichosa concentracidén inductora de las soluciones
catidnicas. Una prueba de la efectividad de esta capa mucoide (su signi
ficacién en la endocitosis se expone en la seccién I.3.4.) la ofrece el
hecho de la fijacién a la parte externa del plasmalema de colorantes bé
sicos utilizados en la observacién de amebas, .

Es igualmente posible que dichas soluciones inductoras ejerzan su
accién al alterar el equilibrio de Gibbs-Donnan (y por tanto el_potzn-
clal de pnnbnana), promoviéndose de este modo en la superficie celular,
una reorganizacién de los grupos atémicos cargados que provocaria la
formacién de los plegamientos iniciales y las modificaciones fisico qui
micas conducentes al proceso de invaginacién y posterier vesiculacién
del material absorbido por la capa mucoide. (Cooper, 1§68).

La femperatura tiene un margen de variacién mds estpicto, en general

~6ptimo entre 20°C y 23°C, si bien, en funcién de la naturaleza de la so
lucién inductora, se han encontrado valores Sptimos extremos a 5°C y
30°C, siendo negativos los efectos resultantes del establecimiento expe
rimental de temperaturas que scobrepasen dichos 1fmites (Chapman-Andre-
sen, 1962),

Brandt y Pappas (1960) y posteriormente otros muchos autores, han es
tablecido categ&ricamente,‘la no dependencia con £a temperatura de fa
fase de §ijacibn a ta superficie celfufarn del myterial endocitado, atri-
buyendo esta unién a interacciones simples de naturaleza electrostéitica.
La influencia de esta variable se interpreta como un efecto producido
en la fisiologia de los estad(os posteriones del proceso.



Zimmerman y Rustad (1965) encontraron que pres{ones del orden de 200
Kg/cm2, ocasionaban la desaparicién de los canales endocitéticos ya for
mados en amebas. En el mismo material de experimentacibn, Chapman-Andre
sen (1965) encontrd un efecto andlogo provocado por ciertos {nhibidores
metab6££20§ (véase seccibén I.3.5.), como el monéxido de carbono, el cia
nuro potdsico y el 2,4 dinitrofenol.

Resulta cuestionable si en otras células es factible o no la induc-
cién de la pinocitosis. Holter y Holtzer (1959) apuntan su posibilidad
.en células de tejidos animales, habiéndose logrado escasos datos al res
pecto hasta fechas més recientes (Seccién I1.3.6.).

Por otro lado, la naturaleza del agente inductor no tiene que ser ne
cesariamente quimica; a este respecto cabe destacar el hecho puesto de
manifiesto por Rinaldi (1959) acerca de la induccidn de procesos de pi-
nocitosis en amebas mediante radiacifn ultravioleta.

En la Tabla I se resefian los agentes inductores de la pinocitosis
mis caracteristicos.

En los casos de las proteinas resefiadas es obvio que, en los mirge-
nes de pH a los que se exhibe el efecto &ptimo, la carga neta de dichas
proteinas es positiva. |

En los amino&cidos puede observarse un hecho anflcgo, si bien existe
una diferencia significativa en la concentracién requerida para su ac-
tuacién.

Sin embargo, Cohn (1969) ha encontrado que las macromoléculas mis ac
tivas para la induccién de endocitosis en macréfagos de ratén, son de-
candeter anibnico, dependiendo: sus propiedades de caracteristicas es-
tructurales (forma y tamafio). Asimismo, encontrd la potente accién in-
ductora de adenosina y AMP. :

Los es tudios cuantétatiéob‘fealizadcs sobre la induccibén de procesos
endoci;éticos, han revelado uncs nivele ' captura de material exocelu
lar sorprendentemente elevado: en la primera fase de la induccién (unos
20 minutos en amekas), el volumeq de medio exocelular ingerido—corres-
ponde a un 5-10% del volumen celular inicial y el peso seco de la célu-
la se incrementa entre el 0,5% y'el 1%. Segfin Holter (1965) se produce
un aumento simultdneo de la superficie de membrana celular en un 50% de
su valor inicial., Para Holter, este resultado es indicativo (aunque no
concluyente) de que la endocitosis consiste principalmente en la inges-
tién de sustancias previamente absorbidas ala superficie celular.



TABLA I

Agentes inductores de la endocitosis

SUSTANCIA INDUCTORA e MAX CONCENTRACION
Min. Opt.

Sales inorgénicas:

Cloruros, Sulfatos y

nitratos, de Li*¥, x*, Mg*2 | - 7,0 - | 0,2-0,45 m (y con-
centraciones mili~
molares, segfin or-
ganismos).

Amino-3icidos:

Glutémico 5,0 8,0 | 10,0

Lisina 6,0 8,0 | 10,0

Arginina 6,0 8,0 9,0

Asparagina 9,0 10,0| 9,0| 0,06 M - 0,065 M

Triglicina 8,5 9,5 -

Glutamina 9,0 9,5 -

Metionina 9,5 10,0 -

Proteinas:

Albimina de suero, -4

(bovina) - 4,0 5,5 10 ' M

Beta-Lactoglobulina - 4,0 5,0 107 %

ConalbGmina - 4,0| 5,5 10" %.n

Hemocianina - 4,0 - 10'6 M

Insulina - 4,0 - 10-“ M

Ribonucleasa - 4,0 8,5 10-u M

Gamma-globulina -y

(bovina) - 4,0 - 10 M

Clupeina - 4,0 - 107" ¥

Clara de huevo - 4,5 - .0,5%

Ferritina - 4,6 - -




Sin embargo, cuando se induce la endocitosis con 1311 a1bfmina de
plasma bovino y a la vez el medio extracelular ofrece una sustancia no
inductora marcada, tal como la glucosa 1“0, se observa la captura 84-
multdnea de ambas, pero con diferencias cuantitativas que sefialan clara
mente la hipétesis de Holter: la proteina se captura unas diez veces
mds que la glucosa 14c del medio exocelular. La consecuencia, verdadera
mente trascendental, que puede obtenerse a partir de la idea de Holter,
es que la endocitosis puede establecerse conceptualmente como la @ngeb-
ti6n de un material exbgeno unido selectivamente en La membrana plasmd-
tica thas La puesta en juego de Los pumfo& funcionales adecuados, para
La necepcibn de La sustancia endocitada.

Aunque la ingestidn selectiva de sustancias extracelulares juega un
importante papel en la nutricién celular, hemos de sefialar que la endo-
citosis inducida debe tener una significacién fisioldgica de escaso va-
lor, al menos en amebas. Estos microorganismos, abandonados en las solu
ciones inductoras =-por otro lad? de diffcil aparicidn en la naturaleza-
acaban pereciendo. Si la solucién inducrora es reemplazada por un medio
de cultivo apropiado, durante un periodo minimo de 3-4 horas, puede te-
ner lugar un degundo ciclo de endocitosis inducida, a condicién de la
resuspensidn en el medio inductor. En cualquier caﬁo, este gegundo ci-
clo es de caracteristicas cinéticas y cuantitativas desfavorables res-
pecto al primero.

La primitiva idea de Champan-Andresen formulada en 1962, de que el
proceso endocitético se iniciaba en amebas solo por medio de inductores
especificos y, por lo tanto, que dicho proceso segufa un cutso disconti
nuo, estuvo desde el principio en oposicién con las observaciones de
Wohlfarth-Bottermann (1960) en sus estudios al microscopio electrdnico
en Hyalodiscus simplex; en ellos se demostraba la existencia de una con
tinua ingestién de membrana plasmitica durante el proceso de locomocién
de dicha ameba (endocitosis pewmanente). ,

Dicha hipétesis, aplicada en estudios realizados sobre Amoeba proteus
por Wolpert y O'Neill (1961), fue demostrada de manera concluyente por
Wohlfarth-Boltermann y Stockem (1966) utilizando el microscopio de con-
traste de fase. Esta técnica ha permitido el estudio preciso de la ciné
tica del proceso endocitético permanente, revelando que la formacién y
fragmentacidn ulterior del canal de endocitosis no presenta diferencias

cualitativas entre los procesos inducido y permanente. Por el contrario,



Las digenencias cuantitativas son relevantes y quedan constatadas en la

tabla II.

TABLA II

Diferencias fisiolégicas entre la endocitosis inducida y permanente

Propiedades de los Canales de endocitosis

Endocitosis | Duracién N° Longitud | Anchura | Situacién % membrana

capturada.

Permanente -1 min, | 1-3 10-20 1-2 Uroidal 5%/30 min,
. Toda la .

Inducida 3-5 min, | 50-100 30-80 1-2 nembrana. 50%/30 min,

El tanto por ciento de la membrana ingerida, estd referido a la su-

perficie celular total, considerada esférica (Holter, 1965).

Las principales diferencias son pues relativas al ndmero, duracidén y
‘Longitud de Los canales de endocitosis, asf como a la situacibn genera-
lizada de éstos, en el proceso inducido, frente a su localizacién con-
creta (en la zona uroidal) en el proceso permanente,

Los endosomas producidos en ambos procesos son de tamafios y caracte-

risticas similares.
Sorprenden los resultados de Holter (1965) referentes tanto a las

cantidades de membrana ingerida, como a la cinética con que se produce

este fenémeno en condiciones de induccibn o de endocitosis permanente.
En un proceso inducido, durante un ciclo endocitético de 20-30 minutos
la membrana incorporada por amebas alcanza hasta un 50% de la superfi-
cie celular. Si aceptamos un periodo de 4 horas, durante el cual no pue
de endocitarse nuevo material, obtenemos un valor del 50% de ingestién

durante las 4 horas y media que dura el proceso total. En la endocito-

sis permanente la captura de la propia membrana alcaﬁza tan solo un 5%
de la superficie celular, en un intervalo de tiempo similar de 20-30 mi
nutos. Ello corresponde también a un resultado del 50% en las 4 horas y

media comparativas con el proceso inducido.
Este valor del 50% aparece como un valor Limite, determinado por dos



factores de importancia palpable y susceptibles de ser generalizados, a
nivel cualitativo, para otros tipos de organismos cuyasvcondiciones fi-
siolégicas permitan un transporte endocitStico de material exocelular.
Dichos factornes &imitantes del %roceso son:

a) Disponib.ilidad de membrana celular.
b) Tiempo nequerido para La sLntesis "de novo" de fa membrana celu-

Lan total necesaria para la formacidén de los endosomas,

La endocitosis inducida es pues un caso singulan de La endocitosis
perumanente, que se produce en circunstancias fisioldgicas definidas y
con una velocidad mayor. El significado real de este fendmeno queda res
tringido a casos muy especiales ocurridos rara vez en la Naturaleza. En
contraposicidén existe un mecanismo de ingestién permanente, operativo
en todas las fases del ciclo celular y sensible a estimulos fisiolégi-

cos normales.

I.3.4, LA SUPERFICIE CELULAR EN LA ENDOCITOSIS

Mediante métodos citoquimicos, Revel e Ito (1967) han revelado la
presencia de una envoltura de mucopolisdedridos en La casdi totalidad de
Las cllulas capaces de pealizan procesos endocditbticos. Esta pelfcula
mucoide exhibe un alto grado de diferenciacién morfoldgica, y posee una
afinidad especialmente elevada por las sustancias conocidas como induc-
toras de la endocitosis. Lo4 .nductones se adhieren en la envoltura mu-
coide de la célula, concentrdndose hasta alcanzar nivefes Locafes cuan-
titativamente significativos, capaces de promover el desencadenamiento
rdpido de los mecanismos fisiol8gicos y bioquimicos que conforman el
proceso endocitético, Esta ingestifén canéentAadg y 4electiva, también
tiene lugar con partfculas alimenticiés grandes tfagocitosis en Parame-
cium); en células endoteliales, Staubesand (1965), postula la induccién
local de invaginaciones de membrana como consecuencia de particulas ab-
sorbidas en la superficie celular,

Los estudios al microscopio electrdnico (Marshall y Nachmias, Stoc-
kem, 1966), realizados en amebas, revelaron el importante papel llevado
a cabo por la capa de mucopolisacdnidos que rodeaba la membrana plasms-
tica. La pelicula mucoide, alcanza en amebas un grosor de 200-300 ﬂ, ro
deando a la membrana celular, asf{ como una zona gruesa filamentosa de
1000 a 2000 £, cooperando en cerca de un 4% al peso seco total de la



ameba; por andlisis bioquimico, se observa su alto contenido en mucopo-
lisacdridos ricos en sulfato (4-5%) y cuyo azficar componente es princi-
palmente manosa.

. La uni6n de una sustancia inductora a la pelfcula mucoide es, segfn
numerosos autores, el estimulo primario del fenémeno endocitético, ini-
ciando la formaciéJAdel canal de endocitosis., Este proceso se induce en
amebas s8lo cuando se alcanza una cantidad ltica de inductnﬁ,asociado
a la membrana. Dicha unién ocasiona un pronunciado gradiente local de
concentracién que puede ocasionar el bloqueo parcial, e incluso perjudi
car la estructura, de unidades funcionales de la envoltura celular o de
otros orginulos, desencadenindose entonces el mencionado proceso endoci
t8tico,

Cuando una sustancia internacciona con la pelfcula mucoide, ésta se
bloquea reversiblemente o se dafia de manera irreversible en detrimento
de la capacidad locomotora de la célula, que reacciona al estfmulo exte
rior con una intensa actividad endocitética conducente a la neparacibn
por s{ntesis de novo de fa pellcula mucoide y de £a membrana plasmdtica;
si el medio inductor no es reemplazado por.un medio fisiolégico, la'ca-
pacidad regenerativa de la célula se agota y &sta acaba por morir.

I.3.5. DESTINO INTRACELULAR DE LOS ENDOSOMAS: DIGESTION CELULAR

Tanto los endosomas derivados de la endocitosis permanente como de
la inducida, exhiben un comportamiento cinético' y dinfmico similan;
ello confirma la idea de qué la induccién.es un fenbmeno acaecido en la
superficie celular, sin otras implicaciones diferentes de las miltiples
posibilidades de interaccién entre los inductores y la envoltura celu-
lar, consideréndose como una modificacién funcional del proceso perma-
nente,

La pelicula mucoide con el material ex8geno retenido, una vez incor-
porada al interior junto con la membrana, comienza a experimentar cam-
bios estructurales y morfoldgicos que llegan a hacer imposible su iden-
tificacién cuando se han formado los endosomas primarnios, uniformes en
forma y tamafio; estos se fragm%ntan en los llamados endosomas Secunda-
108 que por (ntraci{{osid coalescen con otros en diferentes estados de
digestién dando origen a los £{s0somas .

En este estado, cabe establecer una digerencia cinética, cualitativa



mente importante, entre los procesos inducido y permanente: la digestién
en los lisosomas procedentes de endosomas permanentes es mds rdpida que
la acaecida en aquellos derivados de una endocitosis inducida. Ello con
cuerda con el escaso Aigniﬂicadb §4840L6g4ico atribuido a esta modali-
dad de la ingestién celular; el material capturado no tiene porqué ser
Gtil al funcionalismo de la célula receptora y, por tanto, nada asegura
la provisién de enzimas especificas para el metabolismo de la sustancia
incorporada en las circunstancias concretas de la célula.

Los £Ls0s0mas son el destino intracjtético defenzimab digestivos que,
pro;edentes del ergastoplasma, se han rodeado de una porcién intacta de
membrana suministrada por el aparato de Golgi (£{s0s0mas primarios de
de Duve), ‘ :

Los endosomas secundarios pueden transformarse en lisosomas no sélo
mediante la fusién con dichas vesiculas enzimiticas, sino también por
coalescencia con lisosomas preexistentes (Thoenes et al., 1968).

Una vez digerido, el contenido de los lisosomas es reexcretado al me
dio celular (exocitosis); a veces esta excreacién no tiené lugar y se
almacenan los llamados "cuenpos nresiduales” o "postlisosomas”, con mate
rial no digerido.

Lagunoff (1964) encuentra en Chaos Chaos, un "pool" de hidrolasas
&cidas (proteasas y fosfatasas) estable y no afectado por la actividad
celular de ingestién o excrecién, Sin embargo, en condiciones de induc-
cién seguidas de ayuno, la coalescencia vacuolar representa un mecanis-
mo de redistribucibn de Las hidrofasas dcidas, desapareciendo los cuer-
pos résiduales y los endosomas secundarios. M4s tarde, en 1966, Chapman-
-Andresen y Lagunoff, describieron la presencia prioritaria de la fosfa
tasa 4cida en lisosomas de amebas. '

Muller (1969) ha encontrado seis actividades enzimdticas asociadas
con los lisosomas de protozos: RNA-asa, fosfatasa y proteasa (4cidas),
B-glucosidasa, a-N acetil glucuronidasa, y a-glucuronidasa.

En macréfagos de ratén, Cohn (1969) encuentra la formacién de lisoso
mas secundarios en la zona perigolgi, donde transcuer una digestién
proteSlica hasta aminoicidos que, en parte y de forma sefectiva, son ex
cretados.

El contenido vacuolar, no parece tener gran influencia en la redis-
tribucién de hidrolasas consiguiente a la endocitosis. Muller (1965) en
contrd en Paramecium multinucleatum y en Tetrahymena pyriformis, la apa



ricién de actividad de fosfatasa &cida en vacuolas que contenfan sustan
cias inertes, tales como talco, o poliestireno-latex. Chapman Andresen
y Lagunoff (1966) encontraron una conducta similar en Chaos Chaos. To-
dos estos autores llegan a la conclusién de que la formaciém de los en-
dosomas secundarios, es el factor responsable de la redistribucién de
estas enzimas, siendo el contenido de aquellos (transformados en lisoso
mas) de ninguna importancia al respecto.

En Tetrahymena pyriformis, Lantos et al, (1964) han observado que la
cantidad de hidrolasas celulares depende del esiado de nutricidn celu-
Lan: las actividades de fosfatasa y proteasa &cidas, decrecen durante
el ayuno y se recuperan cuando ;as células vuelven a su medio nutriente
habitual.

Este hecho puede estar relacionado con la cesifn de protelnas especl
§4icas a los medios de cultivo en tiempos cortos de crecimiento, es de-
cir, cuando no se habria inicia&o alin la fase exponencial de mortalidad
(regresién) del cultivo. E1 fenSmeno ha sido abundantemente descrito en
Tetrahymena pyriformis, Asf, Smith (1961) resefia la aparicién exocelu-
lar de fosfatasa 4cida y ribonucleasa, Esta ribonucleasa cedida al me-
dio presentaba propiedades diferentes a la intracelular (sensibilidad
al calor); Haesler et al. (1957) y Smith (1961), describieron la presen
cia de desoxinnibonucleasa; Dikie y Liener (1962 a y b) identificaron
proteasas exocelulares con propiedades diferentes a las interiores de
Tetrahymena pyriformis, en cuanto al pH éptimo y a la especificidad de
enlace atacado. Por iltimo, también Smith encontr§ la presencia de ami
lasas. ‘

El significado biolsgico de esta 4ecrecidn especlfica, debe relacio-
narse con el proceso de reordenacién enzimitica que las cé€lulas siguen
durante la asimilacién, respondiendo mis a un fenémeno de reajuste fi-
sioldgico que a la bfisqueda de un efecto directo sobre los sustratos
apropiados, dada la gran dilucién a que estas enzimas asf{ segregadas
son somefgdas en los habitats naturales de los profozoos no gregarios
(Tetrahymena pyriformis) y en general, de muchos micrqorganismos que
presentan esta propiedad secretora.

La digestién celular del material lisosdmico, se completa en los pro
tozoos con ayuda de todo el conjunto de hidrolasas conocidas, presentes
todas ellas en esta clase de microorganismos. |

En estados de ayuno, los brotozoos pueden llegar a digerir su propio



citoplasma, mediante un proceso de vesiculacién intracitético por el
que algunos orgénulos celulares o porciones indiferenciadas de citoplas
ma, se rodean de una membrana no perforada, para dar lugar a los autoli
dosomas o citolisomas. En estas condiciones, algunos ciliados, excretan
aminodcidos, purinas, pirimidinas y ortofosfato, como principales pro-
ductos de su autodigestién, (Leboy et al., 19643 Soldo et al., 1961),

Cabe sefialar que en condiciones de ayuno e induccién de la endocito-
sis con sustancias no nutritivas, Tetrahymena pyriformis y especies de
Paramecium, 4efeccionan, concentréndolas en su superficie, aquellas
otras partfculas del medio con propledades nutritivas (Elliot y Clem-
mons, 1966).

Por otro lado, en Tetrahymena pyriformis se ha detectado un efecto
estimulador del crecimiento en condiciones axénicas por adicién de mate
" rial microparticulado, no nutriente, correlacionéndose la velocidad es-
pecifica de crecimiento con el nGmero medio de formacién de vacuolas dai
gestivas (Rasmunsen y Kludt, 1970).

I.3.6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ENDOCITOSIS

En sentido amplio puede establecerse que la temperatura afecta a to-
dos aquellos procesos metabSlicos gobernados por una actividad enzimiti
ca principal.

Sobre esta base, es posible la utilizacién del modelo de Jhonson et
al. (1954), propuesto sobre la hipStesis de la exiatencia de un equili-
brio termodindmico de desnaturalizacién reveraibla de la forma enzimiti
ca bioldgicamente activa (Ey):

KEy = E)
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La concentracién total de la enzima (Ep) vendrd dada por la suma de
las formas nativas y desnaturalizada (Ep);

R T R R

=Ey +tEp

de donde,




seglin Jhonson la velocdidad def proceso (Vp) gobernado por esta enzima

serd proporcional a su concentracién, segfin:

siendo C' una constante de proporcionalidad y K' la constante de veloci
dad de la reaccidn catalizada pér la enzima principal.

Si escribimos K' y K en sus nespectivas formas de {unciones de £a
iZ”Pehaiﬁﬂa, reordenando constantes junto con C', pu?de obtenerse la

ecuacién:

CT, - AH/RT
vy, = S/R  -AHO/
P 14+ QAS /R e AH°/RT

Esta expresifn describe aceptablemente las variaciones de procesos
hY
dependientes de la temperatura, tan complejos como el crecimiento de mi
croorganismos; sin' embargo, otros autores han corregido el modelo de

Jhonson puntualizando dos hechos fundamentales:

1) En el caso de la desnaturalizacién reversible de las protefnas.
por calor, el cambio de energfa libre no es una funcién linal de la tem
peratura, de la forma AF°® = AH® - TAS°, sino un polinomio en T de grado
mayor que uno (Brandts, 1967).

2) En realidad, los procesos fisioldgicos considerados en su conjun-
to, no pueden separarse del total de acciones metab8licas concurrentes;
en otras palabras, hay mds4 de una "enzima clave" cuyas concentraciones
(en sus formas activas), repercuten en el desarrollo alcanzado por los
procesos fisiolégicos citados. (Van Uden y Madeira-lLopes, 1967).

Esta nelacion temperatura-actividad enzimitica debe considerarse in
cluso en Las fases tempranas del proceso endocitftico, puesto que puede
establecerse, por analogfa, la relacién temperatura- conformacién del
receptor. Los autores que postulan una atraccidén electrostitica de la
membrana (proceso independiente de la temperatura) (Chapman-Andresen,
1962; Brandt y Pappas, 1960 y 1962; Marshall y Nachmias, 1967) sefialan
a su vez una cierta especificidad de captura: las mol8culas son selec-
cionadas por ciertos necepiores en funcién de la carga de aquellas y la
de &stos, Si bien es obvio que la temperatura no pueds afectar a la



cuantfia de la carga, los efectos de esta variable sobre la conformacién
de los complejos macromoleculares receptores son evidentes; la accesibi
lidad a estas estructuras que las moléculas asociantes presenten, se ve
rd modificada por el microambiente termodindmico en el que la célula se
desenvuelve.

Wallach et al, (1966, 1968) y Singer (1872), han considerado las bio
membranas como disposiciones méviles de proteinas asociadas con Llpidos
caracteristicos mediante enlaces no covaléntes; los dominios apolares
de 1lipidos y protefinas posiblemente formen un nficleo central, mientras
que los correspondientes grupos cargados se orientan hacia las dos su-
perficies de la membrana dando lugar a la formacién de canales que la
atraviesan.

Las biomembranas responden a variaciones de la temperatura con cam-
bios en diferentes propiedades fisicoqufmicas que implican necesariamen
te alteraciones en su organizacién molecular. Testimonio de estas modi-
ficaciones funcionales, son los estudios de Ch;ng y Matsou (1972), so-
bre la influencia de la temperatura scbre la penmeabilidad, asf como de
- Gitler (1971) scbre la excitabilidad como funcién dependendiente de di-
cha variable termodinéamica.

Estas transiciones estructurales se ponen de manifiesto por el hecho
de que las sefiales térmicas obtenidas por calorimetrfa diferencial de
biomembranas de Mycopiasma, son alteradas reversiblemente por efecto de
la temperatura. Los cambios observados se interpretan como transiciones
reversibles "lfquido cristalino & estado cristalino™ de la bicapa de
fosfolipidos del interior de la membrana de este organismo.

Afn no estdn claras las causas por las que la temperatura provoca es
tos cambios reversibles en las biomembranas. Por el momento, est4 proba
do el hecho de que los lfpidos de las membranas naturales poseen dom{-
nios §Luidos (levine y Wilkins, 1971), Wilkins et al, (1971), Tourtelot
te et al, (1970). A este respecto son particularmente interesantes los
trabajos de Traiible (1972); utilizando la técnica de resonancia de dpin
electndnico en sistemas artificiales de experimentacién (complejos vesi
culares de monocapas de dipalmitoil-lecitina), Trailible ha encontrado
una clara correlacién entre la dé6u6i6h Lateral de componentes de la
membrana, como fendmeno dependiepte de la movilidad de £as cadenas hi-
drocarbonadas de Los LL{pidos que fa conAtctuyen. A baJas temperaturas
estas monocapas pueden albergar en su interior gotitas de esteroides



(marcados para su identificacién experimental); cuando la temperatura
se eleva por encima del punto de transicién de la fase lipfdica, las ca
denas hidrocarbonadas ganan movilidad y permiten la difusién al azar,
en el plano lateral de la membrana, de las moléculas de esteroide en
ella albergadas. La reestructuracién de la biomembrgna es reversible
(al recuperar la temperatura inicial), si no se ha sobrepasado cierto
umbral superior de temperatura.

Speth y Wunderlich han encontrado un fenémeno interpretable a la luz
de estos hechos, acaecido en biomembranas del microorganismo poiquilo-
térmico Tetrahymena pyriformis GL. Mediante microscopfa electrémica, es
tos autores describen la existencia de knanaicioneb neversibles en la
estructura de la membrana alveolar de dicho protozoo, provocadas por
cambios de temperatura rdpidos. A unaAtemperatura de crecimiento Sptima
de 28°C, se advierten, en la cara externa de la membrana alveolar, unas
partfculas protuberantes distribuidas al azar, asf como los correspon-
dientes orificios en la parte interna de la misma. Después de enfriar a
5°C estas partfculas (y orificios), se observan agregadas en grandes nf
cleos que desaparecen cuando se vuelve a calentar a la temperatura Spti
ma de crecimiento.

La naturaleza qufmica de estas particulas no estd clara todavia; hay,
no obstante, pruebas indirectas de una estructura proteica (y/o glico-
proteica), que estd formando complejos con diferentes'lipidos (Speth et
al., 1972); Marchesi et al. (1972), Branton y Deamer (1972). Pinto da
' 8ilva, (1972) ha asociado estas partfculas en eritrocitos humanos con
estructuras de la membrana que funcionan como "conductos proteicos”,
de importancia trascendental en diferentes fenfmenos de tnanéponke.

El fendmeno de agregacién de partfculas en membranas como respuesta
a cambios de temperatura, fue observado previamente por Wallach (1969)
en "ghosts" de eritrocitos tratados con fosfolipasa C, o por tratamien-
to con tgipsina a fondo del mismo material bioldgico (Speth et al.,
1972). Ambos hechos abundan en las conclusiones deducidas para la natu-
raleza quimica de estas partficulas: son parcialmente protefnas y pare-
cen estar asociadas con lfpidos. |

En cuanto al mecanismo por el que la temperatura ejerce su accién,
afin en el orden especulativo, Speth y Wunderlich (1972), proponen la
siguiente ordenacidn de acontecimientos: Los 1fpidos, en el estado de
1iquido cristalino a la temperatura Sptima de crecimiento, cristalizan



al ser enfriados a partir de un punto {nicial, formando centros de cris
talizacién que progresivamente se transmiten en las dos dimensiones del
plano de la membrana. Junto al desplazamiento del limite entre ambas fa
ses, las partfculas serfan arrastradas hacia zonas mis lfquidas (de ma-
yor cardcter lipfdico), hasta quedar empaquetadas ocupando los dominios
apolares totalmente (observacién de agregados), A temperaturas elevadas,
cuando los lipidos recuperan sus propiedades liquidas cristalinas, las
aglomeraciones desaparecen volviendo las partfculas a su distribucién
~al azar. | )

Otro proceso fisiolégico importante modulado en Tetrahymena por la
temperatura y con implicaciones evidentes en los fendémenos de endocito-
sis, es la negulacién L6nica. Obviamente la carga de la superficie re-
ceptora serd el sesultado {ndinecto de 1la concentracién de iones en el
interior y exterior de la célula..

Mediante técnicas de intercambio isot8pico, Dunham y Child (1961)
describen como la cepa W de Tetrahymena pyriformis (utilizada en nues-
tros estudios) mantiene una alta concentracién protopldsmica de ién
potasio y baja de ion sodio cuando crece en un medio peptonado., Los da-
tos de estos autores revelan una concentracién de potasio en el inte-
rior al menos seis veces mayor que la encontrada en el medio extermo,
siendo tan sdlo de un tercio la misma r~!-cibén para el ion sodio. En
un medio andlogo diluido, la relacién kt interior/K' exterior alcanza
valores superiores a 100,

Cuando gradualmente se incrementa la concentracién exterior de pota-
sio hasta un valor de 11 mM, se observa que sus niveles en el interior
aumentan de forma exponencial. Entre 11 mM y 140 mM, este incremento se
manifiesta con cardcter lineal alcanzéndose répidamente el estado de
equilibrio K* interior & K' exterior.

Sorprende que el aumento de potasio en el interior no vaya asociado
con la correspondiente pérdida de sodio, sugiriéndose que ambos iones
sigan modelos de transponte independientes en su difusién a través de
la membrana de Tetrahymena.

Asimismo, la respuesta de este protozoo a cambios en la concentra-
cifn de iones sodio en el medio es también diferente de la exhibida res
pecto al potasio: Desde valores externos 5 mM hasta 20 mM el nivel de
Na't en el interior se mantiene constante, indicando la existencia de wn

mecanismo de extrusibn para el sodio, Por encima de 20 mM en el medio,



la concentracidén interior de sodio aumenta linealmente, siendo mayor
que en el caso del ién potasio el lapso de tiempo requerido para alcan-
zarse el estado de equilibrio idnico.

Posteriormente Andrus y Giese (1963), tras comprobar los datos de
Dunham y Child, pusieron de manifiesto umna varn{acidn en Los fLujos -in-
dependientes- de sodio y potasio, cuando se sometfa a Tetrahymena pyni-
formis, éeha W, a cambios de temperatura. En un medio libre de sodio es
tos autores pudieron observar que al enfriar el medio 1fquido en donde
crecfan las células, el potasio interior se cedfa en un 30% aproximada-
mente; cuando la temperatura alcanzaba la cota normal de adaptacién de
la cepa, el potasio liberado volvia a recuperar su nivel habitual hasta
restablecerse el estado de equilibrio i6nico inicial.

Si el descenso de temperatura se verificaba en medios nutrientes o
no nutrientes que contuvieran idén sodio, la pérdida de potasio persis-
tfa aunque se originaba una ganancia de sodio. Aparentemente, el trans-
porte de ambos iones obedecfa a procesos independientes. Los niveles
normales de sodio y potasio interiores y exteriores, quedaban restable-
cidos al llevar la temperatura a 25°C.

Se sugirib que el mecanismo de expulsién de potasio, estaba acoplado
con una simulténea liberacién de agua, relacion&ndose el fenémeno en su
conjunto con el funcionamiento de la vacuola puls&til de Tetrahymena,

De importancia trascendental para nuestros estudios, son los traba-
jos de Pruett (1965) relativos al proceso de entrada y acumulacién en
Tetnahymena pyriformis, def anidn ontofosfato. Este proceso no puede ex
plicarse en términos de una captura via vacuola alimenticia exclusiva-
mente.,

En una suspensién de células 2% (V/V) y a concentraciones 10~% M de
ortofosfato, cerca del 30% del is6topo trazador desaparece del medio en
una hora. En estas condiciones, las células deberfan haber ingerido, co
mo mfnimo, 15 veces su volumen después de haber retenido selectivamente,
la totalidad del isétopo en su superficié. De esta forma, las cantida-
des de ortofosfato acumuladas son demasiado grandes para que puedan jus
tificarse con arreglo a un fenémeno de endocitosis normal, Hemos de
aceptar pués, la existencia de un 8itio hecepton con una aginidad muy
alta para el ortogfosfato, cuya actuacién selectiva permite la acumula-
cifn en la superficie de Tetrahymena de grandes concentraciones del ién
ortofosfato en los momentos iniciales de la formacién de vesfculas pino
citéticas. ‘



Pruett concluye la existencia del recepfon de ontofosfato, en base a

dos criterios experimentales:

1) Dependencia de la velfocidad de capfura con la concentracién exte-

rior de ortofosfato.

2) Dependencia de la velocidad de captura con la Temperatura a la

que se realiza el proceso.'

Los estudios sobre el primer proceso, revelaron uma cinética de Mi-
chaelis-Menten, con una Ky de 8 x 105 M a pH 7,5 y 2,8 x 10=5 M para
el anién monobdsico; estos valores de Ky indicaban la‘alta aginidad del
ortofosfato por el sitio superficial. la eneﬁg[a Zibae.del proceso de
captura fue de 9 K cal/mol, lo que descarta la posibilidad de un simple
fenémeno de difusién (difusién, obviamente, facilitada o michaeliana)
que justifique el enorme caudal de ortofosfato capturado tras superar
dicha barrera energética.

Por otro lado, la captura de ortofosfato a 10°C de temperatura, apa-
recfa en valores extremadamente bajos, apuntando la posibilidad de um
cambio ‘Lbico en La supenficie cefular (o en el citoplasma), que inacti
-vara el proceso de concentracién previo a la formacién de los canales
endocitéticos.

Los estudios sobre la influencia del pH en la entrada de ortofosfato
(Conner et al, 1961), indican la mayor afinidad por la forma monob&sica
del ortofosfato referida por Pruett, pero a un pH en el que dichoc mono
anidén no presenta su m&xima sobreabundancia respecto a las otras formas
iénicas del ortofosfato. Ello sugiere una doble vertiente en la actua-
cién del ién hidrégeno, tanto sobre el ortofosfato bomo,.posiblsmente,
sobre el receptor. ;

En medios no nutrientes, cuando la concentracién exterior de ortofos
fato es baja, Tetrahymena incorpora la totalidad del anién presente (ex
ceso de células). Sin embargo, al reemplazar el medio por otro libre de
ortofosfato, no se observa su liberacidén (transporte unidireccional re-
ferido bor Slater y Tremor, 1962), ,

Blum (1965) observé que cuando se sometfa Euglena grdeifis a un pro-
ceso experimental andlogo, se producfa la excrecién de ortofosfato cuan
do la concentracién exterior de éste, en el medio de resuspensién, era
suficientemente baja.

En medios nutrientes, Euglena gricilis es éapaz de acumular ortofos-



fato répidamente. Con simultaneidad, aparece {nducida £a actividad de
gosfatasa deida (originalmente descrita por Price); Sommer y Blum
(1965), demostraron que la enzima inducida se encontraba fLocalizada en
cientas negiones especlficas de fa pelicula de Euglena, por lo que, mis
tarde, Blum (1966) sugirid la conexién del fendmeno de transporte con
la induccidén de la enzima,

La Km del sistema transportador de ortofosfato en Euglena es 1,6 x
x 10~ M, valor préximo ai encontrado en Tetrahymena, El proceso, se
afecta por variaciones en la temperatura, y por la presencia de Nat, Kkt

y Lit* asi como por el 2,4, dinitrofenol.

I.3.7., ENDOCITOSIS Y METABOLISMO ENERGETICO

Schumaker (1958) confirmd la formacién de un complejo inductor-mem-

brana, por autorradiograffa al microscopio electrdnico de amebas expues
131
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tas a un medio extracelular que contenfa 131I-ribonucleasa y -cito-
cromo c. Los estudios cinéticos del proceso mostraban que la reaccién
inicial era un fendmeno fisico, de naturaleza electrostftica e indepen-
diente de la temperatura, asf como de la presencia o ausencia de cier-
tos {nhibidones metab6licos. De Terra y Rustad (1958), Chapman-Andresen
(1962) y Brandt y Pappas (1962), demostraron que los estadios del proce
so endocit8tico posteriores a la formacién del complejo citado, queda-
ban bloqueados mediante un enfriamiento répido o por la accién de di-
chos inhibidores, por lo que postularon la dependencia de £a ingestidn
citética con el estado metabblico y §isi0k6gico del organismo necepton.

Los trabajos previos de Puchkov (1955) habfan revelado que la fagoci
tosis en leucocitos se reducfa significativamente ante la presencia de
inhibidores especfficos de la via glicolftica, tales como el iodo aceta
to y el fluoruro, en tanto que el cianuro, inhibidor de la respiracién,
no presentaba efecto alguno en la ingestién de material particulado ex-
tracelular. Por el contrario de TFrra y Rustad (1959) y Schumaker (1958)
establecieron la dependencia de la pinocifrosis en relacifn a la respira
cién aerobia.

Chapman-Andresen (1957) comprobé en Chaos-Chaos los datos de estos
autores y encontrd efectos negativos en diversos agentes inhibidores
tanto de La glicolisis como de La nespiracifn; (&cido iodoacético y
fluoruro s8dico para la glicolisis y &eida sédica, 2,4-dinitrofenol,



cianuro pot4sico, y antimicina A para la respiraciém). Chapman-Andresen
atribuye la accidén del cianuro pot&sico a un efecto de bloqueo produci-
do por dicha sustancia en las fases del proceso posteriores a la fija-
cién en la membrana plasmitica, puesto que se reduce el nfmero de cana-
les pinocitdéticos y no la cantidad de marcaje adherido a la envoltura
¢2lular.

La situacién es similar en Acanthamoeba, de forma que la fagocitosis
se reduce ante la presencia de inhibidores de la fosforilacién oxidati-
va, ¥ permanece inafectada por inhibidores de la glicolisis, (Weisman y
Korn, 1967; Korn y Weisman, 1967). Por otra parte, Robins y Taylor
(1968), trabajando con células de linfoma cultivadas "in vitro" conclu-
yen que los inhibidores de la fosforilacién oxidativa y, por tanto, de
los procesos de transporte activo, no afectan apreciablemente la captu-
ra de DNA exSgeno. Posiblemente el uso de células tumorales, con profun
das modificaciones en los mecanismos de respiracién mitocondrial, difi-
culta la comparacién con los esquemas habituales y sea la causa de las
discordancias experimentales aludidas.

Cohn (1960) propone de nuevo que la respiracién constituye la princi
pal fuente de energla metab6lica para la pinocitosis llevada a cabo por
macr8fagos de ratdén. De acuerdo con este autor, serd el estado fisiols-
gico y la disponibilidad de sustancias metabolizables, los factores fun:
damentales que condicionan £a movilizacién de ATP, que antecede a las -
fases tardias de los fendmenos citSticos.

La biosintesis de fosfolfpidos, segfn Karnowsky (1962), sucede de mo
do acentuado a la ingestién de partfculas extracelulares estableciendo-
se un "turn-over" rdpido de los fosfolfpidos que integran la porcién de
membrana ingerida. La subsiguiente biosfntesis de reparacién, toma ener
~gla de los procesos metab8licos que normalmente la producen: Ciclo de
Krebs y B oxidacién en aerobiosis y glicolisis en anaergbiosis.

Ya ha quedado reflejada en esta introduccién la importancia de la re
gulacién del equilibrio iénico en relacién con la carga:superficial de
Tetrahymena, y por tanto con los fendémenos primarios dei proceso enddqi
tético, En este apartado, interesa resaltar los trabajoé de Andrus y
Giese (1963); estos autores pusieron de manifiesto que agentes iﬁhibti
res de la fosforilacibn oxidativa (y significativamente, modificadores
de las propiedades de membrana) tales como la anoxia, el &cido iodoack-
tico, la Scida s6dica y el 2,4 dinitrofenol, provocaban una pérdida del
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30-50% de potasio interno, sin observarse variacién efectiva en los ni~
veles de sodio; asf pues, mientras el mecanismo concentrador de potasio
resultaba perjudicado, el proceso de salida de sodio permanecfa inalte-
rado. Con estos datos, pudieron concluir la independencia de ambos fend
menos de transporte ibnico y sugirieron la natuwraleza activa de la cap-
’tura de potasio por estas células.

En consecuencia no puede relacionarse, en sentido estricto, la ener-
gia liberada por una determinada ruta metab&lica con la consumida por
la endocitosis, sino que va a ser el ostado §{8{0L0gico global quien de
termine la movilizacidn de los recursos necesarios para llevar a cabo
todos los procesos bioquimicos que concurren en los fendémenos de cito-
sis, diferentes en cada material bioldgico. No obstante, la mayor abun-
dancia de datos, concuerdan en atribuir a la respiracién mitocondrial
la aportacién de energfa, tal vez por ser el mecanismo mds &gil que tie
ne la célula para producirla. Evidentemente, en los estados anaerocbios
de crecimiento la energfa metab8lica seri aportada por las dem&s rutas

ya mencionadas.

I.3.8. ECTOENZIMAS COMO RECEPTORES ESPECIFICOS DE MEMBRANA
|
Se denominan asi aquellas enzimas caracteristicas de la superficie

externa de la célula que muestran su actividad sobre sustratos exocelu-
‘1ares; ello implica que la integrécién de las ectoenzimas en la membra-
na plasmitica permita que la actividad biolégica de aquellas ge manifies
te hacia el medio externo.

Habitualmente se han empleado enzimas caracteristicas como marcadonres
de membrana (Benedetti et al., 1968).

En cuanto al s4ignificado {i8i0£6gico de las ectoenzimas hemos de apun
tar la posibilidad de su {ntewnalizacibn pregresiva durante La endocito
448. Numerosos autores, (Korn y Weisman, 1967; Tsan y Berlin, 1971;Werb
y Cohn, 1971; Werb y Cohn, 1972), han confirmado esta hipétesis. La dis
minucidn de la actividad ectoenzimitica es pﬁognebiva en el transcunso
de £a endocitosis y simubtdnea a fa internalizacién de la superficie ce
lular como parte del endosoma y posteriormente del endolisoma (lisosoma
primario de De Duve).

La mayorfia de las ectoenzimas marcadoras de membrana est&n relaciona
das con el melabolismo hidrolitico de biopolimeros (§cidos nucleicos y
polisaciridos) y de azficares complicados.



La membrana plasmdtica de higado de rata posee cuatro enzimas hidro-
1liticas que actfian de modo coordinado en La degradacién def RNA (Yanna-
rell y Aronson, 1973). Estas cuatro actividades son: fosfodiesterasa 1
(Ec. 3.1.4.1), 3'-nucleotidasa (Ec 3.1.3.6), 5'-nucleotidasa (Ec 3.1.3.
5) y una endonucleasa no clasificada afin. La fosfodiesterasa I es una
exonucleasa que sdlo libera 5'-mononucleétidos del RNA y que requiere
Zn2+ y un grupo 3'-hidroxilo libre para expresar su actividad; las 3'-
y 5'-nucleotidasas liberan fosfato imorgédnico de los extremos 3' y 5'
de sus correspondientes sustratos especificos.

La degradacidn producida por este conjunto ectoenzimitico es compara
ble a la producida por los lisosomas normales. Su accidp catalitica
coordinada comienza con un ataque inespecifico de la endonucleasa que
deja en libertad ofigonucfeftidos con extremos 3'- y 5'- fosfato. A con
tinuacidn la 3'-nucleotidasa 1libera el correspondiente fosfato inorgi-
nico de forma que los oligonucledtidos con el grupo 3'-hidroxilo libre
pueden ser utilizados por la fosfodiesterasa I para dar el 5'-mononuclef
tido. Por Gltimo la hidr8lisis de los grupos 5' fosfato por la 5'-nucleo
tidasa rinde fosfato {nongdnico y el nucleosido. »

El 84gnifdicado biolbgico de un sistema tan complejo, incorporado a
la superficie celular, es diffcil de definir exclusivamente con arreglo
al hecho antes mencionado de su internalizacién. Evidentemente, su pa-
pel en la digestién del material endocitado puede ser importante; pero
habitualmente los productos de hidrdlisis son rechazados de nuevo hacia
el medio, lo que conlleva a proponer dos alternativas adicionales:

a) En primer lugar, un sistema de dichas caracteristicas constitui-
ria un mecanismo de defensa frente a informacifn macromolecular exdgena,
cuya capacidad transformante puede manifestarse -como es bien sabido-
en alteraciones patolbgicas graves. (Este punto ya ha sido comentado am

pliamente en la presente Tesis).

b) Desde el punto de vista de £a nutricidn celular la hidrélisis del
biopolimero rendirfa, tal vez, productos mis ficilmente asimilables o
cuyo transporte al interior de la célula estuviera mejor determinado por

la existencia de sistemas transportadores especificos.

En ambos casos, el problema nos relaciona de nuevo con la existencia
de neceptones supenficiales especificos de biopolLimeros. Cohn (1973),
ba revisado el tema en macrffagos, células caracterizadas por su marca-



da actividad endocitdtica y su capacidad para confinar material exdge-
no en vacuolas derivadas de la membrana plasmitica. (Posteriormente, es
tas vacuolas se funden con los lisosomas primarios y secundarios inician
do el proceso de digestidn celular).

El fendmeno en su conjunto esti obviamente determinado por la funcién
de la membrana plasmitica. La fase primaria consiste en la interaccidn
con 2ecepfones extfennos cuya naturaleza y topograffa afin no estidn cla-
ras. _

En general, existe una clara diferencia entre la captura de mofécu-
Las neutras y cargadas eléctricamente. Mientras las primeras se incorpo
ran por pinocitosis manifestando una dependencia £ineal con su concen-
tracidn en el medio externo, las segundas --atidnicas y anidnicas- exhi
ben una gran capacidad de unién con la membrana plasmitica de macrdfa-
gos, antes de su interiorizacidn, Tales moléculas (DEAE-dextrano, polili
sina, sulfato de dextrano, etc) se incorporan con una rapidez que exce-
de en cien veces la manifestada por los productos no cargados. La ciné-
tica de incorporacibén es muy diferente tambi&n y se observa una satura-
cidn de los receptores superficiales.

Las moléculas cargadas interaccionan probablemente a través de enla-
ces idnicos y habitualmente requieren la presencia de cationes divalen-
tes y otros iones.

Estos hechos sugieren la existencia de puntos de anclaje anidnicos y
catibnicos en La supernficie cefular, aunque en general, la carga neta
de la célula sea de naturaleza &cida.

La unibn de moléculas cargadas a la membrana del macrdfago puede -o
no- {nducin su pinocitosis. El propio Cohn (1971) ha demostrado que 44~
Lo fLas moléculas anidnicas tienen La propiedad de estimular La §ormacién
de ves{cufas pinocitdticas y que su efectividad es una funcifn del tama
ito moleculan.

Nuestrnos datos estin muy en la linea de lo que hasta aqui hemos des-
crito, ya que se ha puesto de manifiesto la exdisfencia de un recepton
en La superficie de Tetrahymena pyriformis con actividad DNA-dsica (en-
donucleasa) relacionada de algdn modo con el RNA, que estimula fa accibn
de aquella. Posteriormente, el DNA unido a la superficie celular, ini-
ciaré su camino en los dos sentidos posibles, hacia el medio o hacia el
interior de la cé&lula huésped.

El hecho, también observado por nosotros, de la {nfluencia del medio



ibnico exteno y de La temperatura, indica que habremos de afrontar la
discusién ulterior del problema considerando la existencia, en la envol

tura de Tetrahymena, de una actividad ectoenzimitica asociada al sitio
nrecepton del biopolimero DNA.



II. MATERIALES Y MET9DOS

II.1. REACTIVOS

En la elaboracidén de los trabajos experimentales de la presente te-

sis, se utilizaron los siguientes reactivos y compuestos especiales.

3H20 (16.000 dpm/pl), amablemente cedida por el Departamento de
Radiobiologia de la Junta de Energia Nuclear.

DNA de timo de ternera, obtenido por el Departamento de Radio-
biologia de la Junta de Energfa Nuclear.

Reactivo de Folin-Ciocalteau, (E. Merck).

Pronasa, (Calbiochem, A.G.).

Proteasa Pancreitica IV, (Sigma Chemical Company).
Proteosa-Peptona n°3, (Difco, Laboratories Incorporationm).
Triptona, Difco (Bacto « Triptona).

DEAE - Celulosa (DE-80), (Whatman - W. R. Balston Ltd).
Lauril - Sulfato sddico (Sigma Chemical Company).

2,5 difenil oxazol, (PP0) (Sigma).

1,4-bis-2-(5-fenil oxazolil) benceno (POPOP)(Sigma).
Naftaleno (F.E.R.0.S.A.).

Acido etilén-diamino-tetra acético (F.E.R.0.S.A.)
Dioxano (Carlo Erba).

Etilenglicol (E. Merck).

RNA de levadura, (Sigma Chemical Company).



- Poliglutédmico, PM 48000 (308 residuos) (Sigma).

- Nonidet P40, (BDH, Chemicals Ltd).

- El resto de los compuestos no resefiados en este apartado y utiliza-

dos en nuestra metodologia, fueron de grado analitico.
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II.2. OBTENCION DEL "H-DNA DE ESCHERICHIA COLI

Se usd la cepa tau-bar de E.Coli, mutante requiriente en timina (5-
-Metil uracilo), permitiendo su rédpida asimilacidn en el DNA celular
la obtencidn del polimero con alto grado de actividad especifica. La
timina usada en el cultivo estd marcada radiactivamente mediante la
sustitucidn de los tres hidrdgenos del metilo de la posicidén cinco del

anillo pirimidinico por tres dtomos de Tritio.

II.2.1. CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA COLI

Se utilizd un litro ¢ madio de cultiv.. .e composicidn:

Solucidn A

Tris s e s 00 0080 e s es 00000000 12,00g
KC1 s 00 00RO INITOCEOSEOCIOEOIOLOEOINOINOIOROdORONETITO 2’008
m{uCI ® 9 0006000000 TGN SOECELIETCOCTDOTS 2’°0g

ugClz ® 9000000 sPNRLLIOLEOIIESIOIBOLOLOTDNDS

0,50 g (pH a 7,4 con C1H 1 N)
0,35 g

Na2HPo“ ®0 0000 ccasecs ottt er e

Na2sou 9 90 8000000008000 0000c00 o,asg

3H-Timina (2 Ci/mmol) eecesscsces 0,50 mg
Uracilo c.cecesccssccscsssscseses 10,00 mg
Arginina ceccecceccccsceccsansees 20,00 mg
Prolina ceececscccessccacsesssans 20,00 mg
Metionina ce¢ccceveccccccccccecess 20,00 mg
Triptéfano «.cceceeeercscececeesss 20,00 mg

. Solucidn C
Glucosa al 0,5% (final)



Las tres soluciones A, B y C se preparan y esterilizan separadamen-
te (15 min., 110°), mezclindose a un volumen final de 1 litro.

Los cultivos crecieron a 37° con aireacién por agitacidn meednica,
obteniéndose un rendimiento de 3 g de células (peso hfimedo) por litro

de cultivo.

I1.2.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL 3H-DNA

El método que a continuacidn se expone, esti basado en el trabajo
original de Marmur (1965), modificado por C.A. Divila (comunicacidén
personal).

Las células se sedimentaron por centrifugacidén a 4°C, 10.000 xg, du
rante 30 minutos. 1 g de células (peso hfimedo) se suspendid en 20 ml
de solucién de NaCl 0,15 M, EDTA, 0,1 M, pH 8, centrifugindose en idén
ticas condiciones y resuspendiéndose las células sedimentadas en 12 ml

de la misma solucién.
EL Lisado de fas cllulas ge 1levd a cabo en dos etapas:

- Adicidn de 5 mg de £{s0zima a la suspensidn de células, incubdn
dose con agitacidn durante 30 min, a 37°, a fin de obtener los

esferoplastos correspondientes.

- Lisis de los esferoplastos, afiadiendo 1 ml de lauril-sulfato s§
dico 25%, en etanol 50%, calentando a 60°C durante 10 minutos.

La concentracidn final del detergente es del 2%.

El lisado obtenido se lleva a temperatura ambiente, adicionindose
luego perclorato sddico § M hasta una concentracidn final 1 M. El homo
geneizado resultante se dedproteiniza asadiendo un volumen igual de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) manteniéndose con agitacidén duran
te 30 minutos. Tras centrifugar a 10.000 rpm, 15 minutos, para separar
la fase orgénica, se recoge la fase superior (acuosa) de la que se pre
cipita el DNA con 2 vol. de etanol absoluto en frio.

El precipitado fibroso obtenido se 'Rila por rotacién suave sobre una
varilla de vidrio, secdndose al aire el hilado obtenido. La preparacién
de DNA se disuelve en 5 ml de NaCl 15 mM, citrato sédico 1,5 mM (I),
adicionindose posteriormente ClNa, 1,5 M, citrato sbdico 0,1 M, en pro
porcidn 1:9, con lo que resulta una solucién final que es 0,15 M en
NaCl y 0,01 M en citrato sddico (II).

Se repite en idéntica manera el proceso de desproteinizacidn-preci-



pitacidn con etanol e hilado del DNA, disolviéndose &ste en 3 ml de I,
llevdndose a solucidn II por adicién de ClNa, 1,5 M y citrato sddico
0,1 M ea proporcidn de 1:9.

Se afiade a continuacidn 0,05 mg/ml de RNA-asa, incubdndose a 37°C,
30 min, a fin de hidrolizar el RNA que pudiera alin contaminar la prepa
racidn.

Finalmente, se repite una vez m&s el proceso de desproteinizacidn,
precipitacidén con etanol e hilado. E1l DNA asi obtenido se disuelve en
3 ml de I, afiadiéndose bajo agitacidén 0,33 ml de acetato sdédico 3 M en
EDTA 1imM, pH 7. E1 DNA se precipita de la solucidn resultante con me-
dio volumen de alcohol isopropilico. EL nendimiento obtenido es de 1 a
2 mg de DNA por g de células empleado.

El precipitado se resuspende en solucién II, conservindose a 0°C.

La concentracidn resultante del DNA se determind por absorcién ul-
travioleta a 260 nm, us&ndose un e(P) de 6.740 (UNICAM, SP 700).

La actividad especifica (determinada por contaje en centelleo 1liqui
do -II.7- con 1 x 10° c.p.m./vial) obtenida oscila entre 1-3 x 10°
dpm/ug.

El estudio de la distribucién de pesos moleculares del 3H-DNA se
realizd segfin se describe en II.5, usfndose 2 ug 3H-DHA en cada colum-
na cromatogrifica.

II.2.3. PREPARACION DE UN COMPLEJO DNA-HISTONA

Histona total de timo de ternera preparada segfin el procedimiento
descrito por Jhons (1967), se disolvi8 en 20 ml de ClNa 2M hasta una
concentracién de 20 ug/ml; asimismo, el 3H-DNA de Escherichia coli, se
llevd hasta una concentracién 20 ug/ml, por dilucién 1:20 con ClNa 2 M
de 1 ml de la solucidn original (407 ug/ml). Ambas soluciones se mez-
clan y el resultado (Histona y 3H-DNA en concentracién 10 ug/ml) se
dializa durante 18 horas frente a 1,7 litros de ClNa 1 M a 0-4°C con
agitacidn; durante este periodo se liberaron un total de 2,9 x 10s cpm;
puesto que la eficiencia del contaje fue del 5% y la actiwidad especi-
fica del 3H—DNA 2,47 x 106 dpm/ug, puede estimarse una liberacién de
oligonucledtidos y nucledtidos (fraccidén NR+II de la cromatograffa en
DEAE celulosa) del 0,25% respecto al 34-DNA total que permanece en el
interior de la bolsa de didlisis. A continuacidn, se siguieron dos dif



lisis, la primera 6 horas frente a 2 1 de ClNa 0,28 M y la segunda ueh
frente a 2 1 de ClNa 0,035 M, ambas a la misma temperatura de 0-4°C.

II.3. CULTIVO DE PROTOZOOS

II1.3.1. CULTIVO DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS
a) Medio peptonado

Tetrahymena pyriformis, cepa W, se obtuvo de American Type Culture
Collection (ATCC), manteniéndose en nuestros laboratorios en condicio-

nes axénicas a 25°C. El medio empleado en su crecimiento consta de:

proteosa-peptona ..... 5,00 g
-triptona es s 0es v s e 5,008
K2HP0u03H 0 0 6000 0o 0’26 g

2
H20 destilada ........ 1,001

El.pH se ajusta a 7,2-7,4 con NaOH iN

b) Medio definido

La composicidén del medio definido usado para el crecimiento de Te-

trahymena pyriformis, es la siguiente:

'

Ka.citrato.Hzo R NGAARARLREERTRTEL 0,10 g
i, Pou ceresvasessissnssessssssssasesssssesss 0,00 ¥
(Nau)zso“ P ¢ N« 13
Mgco3 teteseesesssrsesssssescsescnssssssesscss 0,10
CaCO3 Ceeessesecsstsssanscssescrcansssessscess 0,03
Fe(NHu)2.6H20 tessetercsectsntacccsssccressces 2,00 mg
MnSOu.Hzo secseesscssssscrsesssessscesscsscecsse 1,00 T
Znsou.H2o teseccissssesssesesssssrensessssssscse 1,00 7
CnSO, (Qnhidro) eessessesscvesscssssassncssces 31,30 "
(NHu)6M0702u.kH20 cesescssssssessssscsssecsess 0,50 M

' .CoSO“.7H20 PP ¢ Y & § "
NHQVO3 teceetesecestestssssesssescsssessscesass 0,00 W
L-Arginina HCl ..cccceveccccsssncesccccssceses 0,04 g
L-Glutdmico HCl .teeeeeecccvcccsccsacvacscccee 0,25

L‘Hiﬂtidina Hcl.Hzo 00060000000 0000000t OTS 0.25 "



L‘ISOleL\Cina S 90000 00 0000 SRR EOSOOEOEOOSISOEOISRARAONGCTOYS 0,03 8
L-Leucina 900 00 00 00 0000000000000 ORBEEDPOIOEOSNOIOSEPOSEOOINOEOES 0’05 n
L-Lisina Hcl G50 060000 06000000 00 0000 OSOOESNOEEDIPOCOCEOSEDINTS 0’03 "

L-Metionim € 00 0000000000 0000 000000000000 0C000 0'025 "

L-Fenilaloanina 9© 00 00 6000000000000 000000000000 0’01 "
L-Treonina '........................iﬁ..._....... 0’03 "
n

L-Triptdfano seveeecccescccssssoscesssessssssss 0,012
L-TiroSina .ceeececescesssscocssceassssnssscesas 0,005
L-ValinA ccccsosescsasccccssscscaccsscsosncnncese 0,015 "
Na, Guanilato.H, 0 c.ecceccscccsccsscccsseoscses 12,00 mg

2 2
UI‘aCilO 90 000 0000000000 PEPRLIRPRREROQEOCEOICENOEONOTROSOETDRPOE 6‘00 "

Ca'PantOtenatO 0 90 000000000000 00000000000 3’00 "
ACidO nicotinico €09 00 0000000000000 000008000c0es 2’00 n
”

Tiamim Hcl ..'....C......C...."'...'.......... 0’50
Na ribof].aVim P0402H2° ® 80 00000600000 0BNSIOGEOSISIOPOEOODS 0’30 "
Piridonmina.zﬁcl 2900 8200000000 00000000800000CFO 0’10 "

Piridoml Hcl 5 000 0000008 0000800000000 0CGOPIOGIGSEOIOSCOCIES 0’10 "

Acido fslico 0 0000 00 0000200 SOOPOCEOPPSIPOCPSIOSEOSEPOSEOIENOSENINPBOSOITOIYS 0’05 "
Acido D,L—Ti6ctico IR XY ryy 10’00 ug

Biotim 90 00 00 0 ¢O0 2000000 0 OPIONOLSOEREIBTECIIONOIRLIPOSOSTOITIIES 1’00 ug

Este medio fue propuesto en 1968 por Cox et al. Su esterilizacidén
se llevé a cabo por filtracién a través de membranas "Millipore" de
100 nm de poro medio. ‘

Las cé&lulas, sembradas con asa de platino, mostraron un crecimiento
anilogo al desarrollado en el medio peptonado. El crecimiento fue posi
tivo en todos los tubos sembrados, por dos veces consecutivas.

II.3.2. CULTIVO DE EUGLENA GRACILIS

Euglena gracilis, cepa z, se obtuvo igualmente de ATCC (American Ty
pe Culture Collectionz;manteniendo el cultivo en condiciones axénicas
a 25°C, en la obscuridad.

En este caso se utilizd el medio de crecimiento.

- Glucosa s e escscsecen 10,00 g

- Triptona sevscvccscosee 1,00 g

-520 s v ceecseosessr e 1’001
El pH se ajusta a 3,5 con ClH 1



IT.4., EXFocRIENCIAS DE INCORPORACION

IT.4,1. EXPERIENCIAS DE INCORPORACION DIRECTA

Los cultivos crecidos con agitaéién magnética en Erlenmeyer de 250
ml, hasta alcanzar la fase logaritmica -el tiempo 2-4 dias de crecimien
To_  asegura un tamafio celular uniforme, por ser constante la velocidad
especifica de crecimiento en esta fase (Van Uden, 1970),- se recogen
por centrifugacidén suave a 330 x g, 10 minutos, en una centrifuga "Wi-
fug" (Labor). Se suspenden durante 10 minutos en el mismo medio en que
se van a realizar las incubaciones y se vuelven a recoger en las mis-
mas condiciones, resuspendiéndose definitivamente en el medio de incu-
bacidn . y ajustdndose el niimero de células entre 0,5y 1 x 106 células/
/ml., Tras la resuspensidn, las cé&lulas entran en una fase latente de
transicidn, en el caso de que el medio de incubacidén sea el de creci-
miento del cultivo.

30 ml de este cultivo se incubardn bajo agitacidn magnética y a.tem
peratura constante con 3H—DNA de caracteristicas conocidas (distribu-
cidn de tamafios moleculares, concentracidn, actividad especifica), es-
tudidndose la captura en funcién de las siguientes variables experimen-

tales:

a) Concentraciones de 3H-DNA, con un tiempo fijo de incubacidn.

b) Cinélica en diferentes medios de incubacibn: medios no nutrien-
tes -soluciones de LiCl, NaCl, KC1l (y NHuCl, 8Slo en Euglena gra
cilis) 35 mM a pH = 7-, soluciones de NaCl de diferentes fuerzas
idnicas (s8lo en Euglena gracilis), medios de crecimiento (el de
Euglena gracilis a pH 7) y un medio definido para Tetrahymena py
riformis en presencia de efectores metab8licos (ATP, GTP). Asi-
mismo se estudid la incorporacién de un complejo DNA-Histonas de

timo de ternera.

c) Cinética a diferentes temperaturas (Euglena gracilis: NaCl 35 mM,
Tetrahymena pyriformis: medio de cultivo completo).

d) Tamaiio mofecular del 3H-DNA empleado.

A diferentes tiempos de incubacién, se extraen partes alicuotas de
0,5 ml o de 1 ml, por triplicado, y se filtran a través de membranas



M:_iipore AAWP 0 2500,25 mm ¢, poro medio 0,8 u). Las células retenidas
score el filtro se lavan dos veces con 5 ml del propio medio de incuba

ién frio (0-4°C). El tercer lavado sdlo arrastra el 0,6% de la radiac
tividad retenida por las células sobre el filtro.

En vintud de este tratamiento de favados, se define el DNA Ligado a
Las células, en el medio de incubacidn que se trate, como aquel que
pemanece en el §i8tno después del segundo favado.

Los filtros se colocan en viales apropiados y las cé&lulas se lisan
por el procedimiento que se describe en II.5. La radiactividad se valo
ra por centelleo liquido en un espectrdmetro Nuclear Chicago "Unilux II".

Las modificaciones ocasionales a este procedimiento, se detallan en
el Apéndice de esta Tesis.

II.4.2. CORRECCIONES A LOS DATOS EN LAS EXPERIENCIAS DIRECTAS

Para comparar los resultados de experimentos en los que se hayan uti
lizado diferentes relaciones pg 3H-DNA/iO6 células, se ha considerado
que la captura depende de la probabilidad de choque entre las células
y el DNA, suponiéndose que el movimiento de las células y de las molé-
culas de DNA se produce al azar, lo que dado el elevado nlimero de am-
bas, debe constituir una buena aproximacién.

Todas las incorporaciones se han referido a una relacidn ﬁg 3H-DNA/
/106 cé&lulas, igual a 10 (este es el caso de los diferentes experimen-
tos de incorporacién que se han utilizado para el estudio de la influen
cia del PM en la captura).

II.4.3. EXPERIENCIAS CON PULSOS DE 3H--DNA DE UN NINUTO DE DURACION

En tubos independientes se preincuban, por triplicado, 2 ml de las

células recogidas y lavadas como én II.4.i., con los biopolfmeros:
a) DNA de timo de ternera.

b) RNA de levadura de alto grado de polimerizacién.

Asimismo se experimentd con el polimero sintético:
c) Poliglutdmico (PG) de PM = 48000 daltons (308 residucs).

(Los tres se encuentran en soluciones de concentracidén igual a img/
/ml).
Al cabo del tiempo de preincubacidén, se da un pulso de un minuto de



duracidn con 0,2-0,8 ug de 3H-DNA de caracteristicas conocidas. Cumpli
do el tiempo de recepcidn del 3H-DNA (que se fija en 1 minuto), se to-
r.zn alicuotas de 0,5 ml de las incubaciones individuales (tres tubos
pira cada medida de la incorporacidén y se filtran por separado, siguiég
dose con los filtros el mismo procedimiento que en II.4.1.

Las variables experimentales estudiadas con este procedimiento en

ambos protozoos, fueron:

a) Tiempos de preincubacidn con DNA de timo de ternera a concentrae

cidn constante.

b) Tiempos de preincubacidn con DNA de levadura (de polimerizacién

elevada), a concentracidn constante.

c) Tiempos de preincubacidn con Poliglutimico, 308 residuos, (PM =

= 47000), a concentracidn constante.

d) Concentraciones diferentes de DNA'de timo de ternera en la prein-

cubacidén, a tiempo fijo.

e) Concentraciones diferentes de RNA de levadura en la preincubacidn,
a tiempo fijo.

f) Concentraciones diferentes de poliglutimico en la preincubacidn a

tiempo fijo.

Igualmente que en II.4.1., los detalles de cada experimento pértiqg

lar, se relacionan en el Apéndice.

IT.4.4. CORRECCIONES A LOS RESULTADOS DE LAS EXPERIENCIAS CON PULSOS
DE 1' CON 3H-DNA

a) Al igual que en los experimentos de incorporacién directa, los
resultados se corrigen para una misma relacidn ug 3H-DN,A/iO6 células.
Ello se debe a qQue se opera con diferentes vol(menes de incubacidén por
efecto de la dilucidn introducida al preincubar con diferentes concen-
traciones de los biopolimeros antes citados, que se encuentran siempre
en soluciones de 1 mg/ml de concentracidén de las que se toman los ul
convenientes, en cada caso, para alcanzar la concentracidn deseada en la
preincubacidn. Este factor de dilucién, se ha considerado a partir de
10 ul de exceso sobre el volumen de incubacidn de referencia (2 ml,
salvo excepciones. Véase el Apéndice).



b) Del mismo modo, por efecto de la dilucién se ha de corregir el
nimero de células, ya que el nfimero de é&stas filtradas disminuye con
respecto al niimero de células/ml del cultivo de partida, toda vez que
se toma el mismo volumen alfcuota para filtrarlo y contarlo, y en las

concentraciones superiores hay ya una dilucidn apreciable.

IZ.4.5. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

Para el estudio estadistico de los resultados experimentales se ha
supuesto que las medidas verifican una distribucidn estadistica de pro
babilidad de Student, definida por la funcidn Sn(t), tabulada por Cra-
mer (1960). La funcidn Sn(t) nos da la probabilidad de encontrar una
cierta desviacifén t a la media y es la adecuada cuando, como en nues-
tro caso, sblo se dispone de un nimero reducido de medidas.

En cada situacidn experimental, se hacen tres medidas de la radiac-
tividad incorporada por la célula. El valor verdadero, se estima por
la media aritmética:. 3

2 mi

que se representa siempre como ordenada, accmpafiada de una barra acota
da a los valores de % E, siendo E, el evron extenno absoluto particu-
lar del punto que se trate, definido por la expresidn

g
E'=—
/N

en donde N es el niimero de medidas, que como ya se ha dicho es igual a
3, y 0 es la desviacibn tipica de la distribucidén definida como:

donde t' es el pardmetro de Student para dos grados de libertad y el
68% de confianza, cbtenido de la tabla de Cramer por interpolacibn pa-
rab8lica, resultando un valor de 1,3162.



IZ.4.5.1. Criterio de Chauvenet

Z1 criterio de Chauvenet puede enunciarse de acuerdo con Worthing y
Gettner en los términos siguientes: "Ninguna medida puede ser desecha-
da de una muestra estadistica de N medidas (Mi’ M2, Ma, ceese HN), si
su desviacidn t a la media es tal que la probabilidad Sn(t) de encon-

<ra: una desviacidn mayor sea menor de 1/2 N",

Desviaciones
(-t) o lo media

Desviaciones
(¢+t)a lo media

t‘

35 Tlse2 WETE Ry
Area 68 % (normali) Distribucidn de Student __ _ _
E2 area 68 % , ( Student) Distribucion normal
E’E Area = I/2N Area entre barras:83.3%

Asi pues, de acuerdo con Chauvenet, desecharemos aquellos puntos cu

ya desviacidn t a la media sea superior a una cierta to tal que:

t
o

1-Bt<t)=1-| sa(t)t= -2% (A)

-t
(o]
el ntmero de grados de libertad de la distribucidn, en nuestro caso,
es igual a 2. De la segunda igualdad de - ecuacidn (A).
t
(] .
Sn(t)dt =

-t
o

2N - 1
2N



Para n = 2:

ojwn

t
[e]
[ Sz(t)dt === 0,833

t
Por lo tanto, 1la probabilid:d de encontrar un valor de t > to’ serd
1-0,833 = 0,167 (16,7%). El valor de t° que satisface esta condicidn,
se deduce por interpolacidn parab8lica en la tabla de Cramer para un
16,7% de probabilidad de error, resultando igual a 2,13.

Hemos de calcular también el valor de t' tal que

t'
J Sn(t)dt = 0,68
. -t!
es decir, el que nos da confianza t{pica. Como ya se dijo el valor de
este pardmetro de Student es, para dos grados de libertad 1,3162.

Con este valor podemos definir el coefieiente de Chauvenet, como
C =t /t'=1,62, que nos pomitind dudar de La validez de aquellas
townas cuya desviacidn tipica poncentual sea mayorn o igual a 1,62 veces
La desviacibn tipica porcentual estimada: como estimacibn de La desvia
cibn tipica poncentual de cada experimento, se ha tomado La media anit
mética de todas fas desviaciones tipicas poncentuales de Los puntos
(tennas) del experimento concreto que se estd analizando.

3

2
(mi-m)
_ 17T 1\§ mi-m
o =-J - x 100

P r1n N-1

En todas las ternas de un experimento dado en que se produzca la si
tuacibn de que su ¢ particular sea mayor que 1,62 5;, desecharemos aque
1lla medida que m&s se desvie de la media, hecho lo cual 4e calculard
una nueva media con las dos medidas restantes, asf como su nueva des-
viacibn tipica y su nuevo evon externo absoluto, para su representa-
cibn gr&fica junto con la nueva media.



II.5. PROCEDIMIENTO PARA EL LISADO DE LAS CELULAS

I1.5.1, LISADO DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

La lisis total de las cé@lulas es necesaria tanto en los estudios de
incorporacidn de 3H-DNA, como en los de lz iistribucidn de tamafios mo-
leculares del 3H—DNA‘incorporado.fEn el primer caso, para hacer homogé
neo el medio de contaje en el vial de centelleo liquido y en el segun-
do, para liberar el 3H-DNA de los compartimentos celulares que haya al
canzado y hacerlo asequible para el DEAE-celulosa cambiador.

Para los estudios de incorporacidn, los filtros se introducen en un
vial y se les afiade 1 ml de una solucidn de lauril-sulfato sddico 0,2%
EDTA 0,1 M, ClNa 0,14 M en etanol 25%. En los casos en que fueran a
realizarse estudios de la dispersidén del tamafio molecular, a esta solu
cidn se le afiadieron 100 pd de una solucién 1 mg/ml de DNA de timo de
ternera frio. Como control del 3H-DNA de partida se lisaron células en
las mismas condiciones sin incubacién previa con 3H-DNA, afiadiéndose
éste para su cromatdgrafia en cantidad variable (0,2 mg-l,ssg por vial),
después de efectuarse la lisis en idé&nticas condiciones a las descri-

tas anteriormente.

II.S5.2. LISADO DE EUGLENA GRACILIS

El mé&todo seguido es una modificacién del descrito por Parenti et
al. (1969).

Como es sabido, Euglena gracilis, estd provista de una pelicula pro
teica, interna a la membrana plasmitica,que protege a la célula del ex
terior haciendo las veces de esqueleto celular. Esta peculiaridad hace
que dicho organismo no lise por la sola accién de detergentes idnicos,
como el lauril sulfato sddico, incluso estando éste a saturacién y a la
temperatura ambiente.

De este modo, se utiliza un método de lisis basado en una digestién
de las células, 20 minutos a 37°C, con enzimas protedlicas en ClNa ’
0,35 M (pronasa o proteasa pancreitica 2 mg/ml)que destruyen la pelicu
la, en presencia de un detergente no idnico que disuelve la membrana
celular pero no la nuclear (Nonidet P40) 2%, v/v. No obstante, por ser
el medio fuertemente hipotdnico, los nicleos lisan también aunque sdlo

en parte.



A continuacidn se afiade 1 ml de lauril sulfato sddico al 0,2% en
ClNa 0,14 M -~ EDTA 0,1 M en etanol 25% obteniéndose un homogeneizado
celular en el que se han destruido ya todos los orginulos capaces de
albergar DNA.

El tiempo de lisis se fijd en 2 minutos a partir de la adicidén del
lauril sulfato sddico.

Cuando se persigue el estudio del estado molecular del DNA asociado
a las células, se procede de igual manera pero utilizindose la pronasa
autodigerida durante 50 minutos a 65°C, 2-3 horas a 39°C y 18 horas a
la temperatura ambiente, afiadiéndose 150 ug de DNA de timo de ternera
antes de realizar la incubacidn con enzimas proteoliticas. Se realizd
un control andlogo al empleado en Tetrahymena pyriformis: antes de la
proteolisis, se afiade 1 ug de 3H-DNA, se incuba 20 minutos a 37°C y se
afiaden las células no radiactivas adheridas al filtro y la solucidn de

lisado cromatografidndose por duplicado.

II.6. CONTROL DEL TAMARO MOLECULAR DEL DNA INCORPORADO

Se usd el método descrito por Divila (1965), de cromatograffa dis-
continua centrifugada sobre pulpa de DEAE-celulosa.

0,5 g (peso seco) de DEAE-celulosa equilibrada con "eluyente II";
se empaqueta en columnas de cromatografia especialmente disefiadas, com
puestas de dos cuerpos separables; la base del cuerpo superior estl
perforada de manera que permita ficilmente el paso de los eluyentes
cromatogrificos, pero reteniendo la celulosa cambiadora que se apoya
sobre ella.

En el cuerpo inferior (atornillable al superior) se recogen los elu
yentes tras pasar &stos de forma discontinua y sucesiva a través de
aquélla. Este paso se fuerza por centrifugacidn suave (200 rpm) duran-
te 2 minutos. !

0,5 ml de lisado se afiaden ajuha columna equilibrada con 5 c.c. de
"eluyente II" (el lisado total -1%mleA se reparte asi en dos columnas),
afiadiéndose posteriormente 4,5 c.¢c. de "eluyente II". Tras el centrifu
gado y recogida de la fraccién:cofrespondiente, la columna se lava con
10 c.c. de eluyente II de nuevo, éomputéndose estas dos primeras como
"Fraccidn no retenida" (NR). Secuencialmente se afiaden y recogen los
siguientes eluyentes (10 ml/fraccién), que arrastran sucesivamente mo-

i



léculas de mayor tamafio. El peso molecular de cada fraccibén fue estima
do por Davila, Charles y Ledoux (1965) mediante la determinacidén de
las viscosidades de cada eluido. Mingot y Divila (1974) han revisado
los valores de los pesos moleculares de las fracciones mediante ultra-
centrifugacidon y viscosimetria.

La composicidn de cada eluyente y el tamafio molecular de la frac-
cidén de DNA por ellos liberadas de la columna, se detalle en la siguien

te tabla:

Eluyente Composicidn Tamafio molecular

II [PO,H 0,01M, NaCl 0,14 (pH 7)(NucleStidos, oligonucleStidos

111 POuH= 0,01M, NaCl1 0,50M (pH 7)|Oligonucledtidos hasta 1 x 10°

v |Po,H" 0,014, NaCl 1 M (pH 7) 1 x 10® daltons

V. |2 M NaCl, NH,OH 0,2 3 x 10° daltons

VI |2 M NaCl, NH,OH 0,4 M 107 daltons

VII |2 M NaCl, NH,OH 1 X 2 x 10’ daltons
7

VIII |NaOH 1 M 5 x 100 daltons

El contaje de la radiactividad de cada fraccibn se llevd a cabo por
centelleo liquido, afiadiéndose alicuotas de 2 c.c. a 15 c.c. del 1liqui
do de contaje descrito (II1.7).

Los resultados de las cromatografias se expresan en tanto por cien-
to de las desintegraciones por minuto de las fracciones polimerizadas
(III-VIII). La determinacidn de la eficiencia del contaje de cada frac
cidn (que posibilita el cdlculo de las dpm a partir del nfimero de cuen
tas por minuto registrado en el contador) se efectud por el método de
estandar interno descrito en II.8. Los valores hallados suponen la me-
dia de dos columnas.

Se estudid por igual método la distribucidn de tamafios moleculares
del 3H-DNA no captado por la célula (lavado solucién salina), o libera
do por la accidén de lavados adicionales de las células sobre el filtro
con §cido iodoacético 0,08 M. Alfcuotas de 1 y 2 c.c. respectivamente
8e usaron para cargar en idéntica manera las columnas de DEAE-celulosa.



El peso molecular promedio en peso del DNA, se estima sumando los
srcductos de la fraccidn molar de cada tamafio molecular y dividiendo
¢l resultado por el peso molecular determinado para esa fraccidn
?i% = in/Mi, determinado por Mingot y D&vila (1974) 3

El nimero de moléculas que cada fraccidén (de 1 gramo de H-DNA) tie
ne, se calcula por la férmula

N° moléculas] - xi N
gDNA |, WL " A
xi = fraccidn molar
¥ = Peso molecular de la fraccidn i-eluida
NA = Nimero de Avogadro

(Véase experimentos de influencia del PM en la captura de 3H-DNA).

II.7. CESION DE PROTEINAS BN MEDIC NO NUTRIENTE (NaCl 0,035M)

2 litros de sendos cultivos de' Euglenz :racilis y Tetrahymena pyri-
formis, en fase logaritmica se recogieron por centrifugacidn a 330 xg,
10 minutos, se lavaron dos veces y se resuspendieron en medio no nu-
triente, ajustindose el niimero de células a 4 x 106 por c.c. El culti-
vo se mantiene con agitacidén mec8nica (Incubator - Shaker, N.B.) a 25°
xg, filtrindose el sobrenadante (Millipore 0.8) para eliminar toda po-
sible célula. '

La cantidad de protefnas se determind segfin el método de Lowry et
al. (1951). A 1 c.c. de muestra se afiaden 5 c.c. de una solucién recien
temente preparada y compuesta de 50 partes de Na2C03 al 2% en NaOH 0,1N
y 1 de CuSOu al 1% en tartrato sédico-potdsico al 0,5%. Tras agitar
bien, la reaccidén se deja tramscurrir a temperatura ambiente durante
30 minutos, al cabo de los cuales se afiaden, agitando inmediatamente
0,5 c.c. de reactivo de Folin-Ciocalteau diluido (1 a 3) en H20 d. Se
deja en reposo 40 minutos, determinindose la absorbancia a 500 nm.

La concentracidn proteica se determina por interpolacién de los va-
lores obtenidos en gréfica patr6n§onstruida.en idénticas condiciones
de reaccidn, con cantidades (de 0,1 a 1 mg/ml) de albfimina bovina.



IX.8. METODOS ISOTOPICOS

La determinacidn de ‘la radiactividad presente en las muestras ensa-
yadas se realizd en un espectrémetro de centelleo iiquido Unilux II,
‘luclear Chicago, provisto de dos canales de contaje. El cflculo de las
eficiencias de contaje se realizd por el método de estandar interno,
uséndose en cada caso agua tritiada de actividad conocida como fuente
radiactiva.

Se emplearon viales provistos de tapones de pliasticos con arandela
le cierre, conteniendo cada vial 15 c.c. de liquido de contaje. La com

posicidn de éste es la siguiente:

PPO tveeecccccsccscosnnccsssnees 7,00 g
POPOP «eveeeecnnnvnssccascnsase 0,25 g
Naftaleno «ccececoccaccscsssess 60,00 g
DiOXANO teseveescessscsssssssses 600,00 c.c.
Etanol ab8 ..cccsesscesccsseess 150,00 c.c.

Etilenglicol ccceescssscveseses 250,00 c.c.

filtr&ndose el 1iquido a través de papel de filtro.

II.8.1. CONTAJE DE °H

II.8.1.1. Determinacidn del espectro de energias

Se afiadieron 2 c.c. de H20 destilada conteniendo 25 ul de 3H20
(360.000 dpm) a un vial de contaje con 15 c.c. de 1liquido de centelleo.
El espectro de energifa se determind en dos condiciones de atenuacién
(A0 sin atenuacidn y BO), midiéndose intervalos de discriminacién 0.2
unidades durante 40 segundos., El empleo de atenuacidn (BO) traslada la
regidn del méximo contaje a zonas de baja energia, penetrando en regio
nes de alto ruido de fondo del aparato. Esta situacién se resuelve su-
primiendo la atenuacién (A0) y trasladando asf la regidn del m&ximo
contaje a zonas de energifa mfs alta. Para el cémputo del contaje se eli
gid el lfmite inferior de 0.5, suponiendo las cpm despreciadas por de-
bajo de este limite el 1% de las totalessi El limite superior del espec
tro se ielecciona en 8,5 por encima del cual no existen impulsos del
is8topo sobre el ruido de fondo.



El espectro se dividid en dos zonas; 0,5-3,5 y 3,5-8,5 registréndo-.
se en el Canal A del aparato las cuentas totales el espectro (0,5-8,5)
y en el Canal B las del intervalo 0,5-3,5. El cociente B/A es funcidn
del "quenching" proporcionado por cada disolvente y expresa una magni-
tud proporcional a la eficiencia del coni:ie. El control, para cada
"quenching" usado, de la relacidn B/A permite detectar desviacidn de
la eficiencia del contaje por cualquier error experimental cometido.

En todos los casos en que habrian‘de reducirse los valores en cpm a pi
cogramos de 3H—DNA por célula, se introdujeron patrones para el cdlcu-

lo exacto de la eficiencia, variando ésta entre el 2% y el 10%.

I1.8.1.2. C8lculo de la eficiencia de contaje

A viales con 15 c.c. de liquido de contaje se afiadieron 2 c.c. de
cada uno de los disolventes empleados en nuestras experiencias (eluyen
tes de cromatografia recogidos después de atravesar una columna patrdn,
soluciones de lavado del filtro cen cé&lulas, soluciones de lisado con
células y filtro, etc) y 25 ul (450.000 dpm) de 3H20. En la siguiente
tabla se expresan las eficiencias de cada disolvente, asf como la rela

cién B/A y el factor de conversidn cpm 2 dpm.

TABLA DE EFICIENCIAS

Disolventes Eficiencia B/A Factor cpm 2 dpm
Eluyente II 0.071 . 0.764 14,08
Eluyente III 0.064 0.777 ' 15,62
Eluyente IV 0.059 0.788 16.94
Eluyente V 0.053 0.797 18.86
Eluyente VI 0.051 0.805 . 19.60
Eluyente VII 0.049 0.801 20.40
Eluyente VIII 0.047 0.800 21,27
NaCl, 70 mM 0.050 0.799 20,27
T. Pyriformis, |
Sol. lisado 5- 9% (patrones)

Euglena graci-
lis, idem 2-10% (patrones)




II.9. METODOS AUTORRADIOGRAFICOS

7I.9.1. INCORPORACION DE 3H-DNA

500 ml de un cultivo de Tetrahymena pyriformis en fase logaritmica,
se centrifugaron a 330 xg 10 minutos, resuspendiéndose las cé&lulas en
nedio de cultivo nuevo hasta 106 células/ml (18 ml de volumen total),
en dos matraces independientes de 25 ml, en donde se mantuvieron con
agitacidn magnética. Las incubaciones con SH-DNA se hicieron en dos si

tuaciones experimentales distintas:

a) En presencia de DNA de timo de ternera, 1 minuto, en concentra-
cidn final 0,1 mg/ml (Adicidén de 2 ml de una solucidn 1 mg/ml en

NaCl 0,28 M).

b) En ausencia de DNA de timo de ternera. En su lugar se afiadieron
2 ml de NaCl 0,28 M.

En ambos casos, al minuto de las adiciones citadas, se dio un pulso
con 3H-DNA de 1 minuto de duracién, transcurrido el cual las incubacio
nes se fijaron inmediatamente en frio (bafio de hielo - ClNa a 0-1°C)

con una mezcla de metanol - actico (3:1), durante media hora.

i

I11.9.2. PREPARACION Y REVLLADO DE LAS AU ~ADIOGRAFIAS

Las células asi fijadas, se centrifugaron a la misma temperatura en
una centrifuga SORVALL C-2, rotor'SS-34. El sobrenadante se desechd y
se procedid con las células a su deshidratacién, por la accidn se cuen-

cial de:

Etanol 40% (1 vez)
Etanol 70% (2 veces)
Etanol 90%

Etanol 96%

Etanol absoluto.(2 veces)

El tiempo de permanencia en cada disoluciénm alcoh8lica fue de media
‘hora. A continuacidn, las células se trataron durante igual tiempo con



aicohol absoluto-benceno (1:1) y, posteriormente, con benceno, inclu-
yéndose en parafina a 57°C durante 2 horas 30 minutos. Las células se
sedimentaron por centrifugacidn a igual temperatura, y los bloques se
corzaron con un microtomo Reichert=Wien, ajustdndose el grosor del cor
te a 6 micras.

Los cortes se extendieron sobre liminas portaobjetos recubiertos de
albimina glicerinada, desparafini&ndose con tolueno, y se lavaron con
&cido percldrico 5% en frio durante media hora y con agua durante una
hora. A continuacidn, los portaobjetos se recubrieron por inmersidn de
una capa de emulsidn fotogrdfica "Ilford Lu4" (a 20°C), procediendo la
impresién en la oscuridad durante un tiempo de exposicidn de 12 dias.

Se usd revelador Kodak D-19 (rfpido de grano fino) durante 8 minutos
deteniéndose el revelado con detenedor Kodak SB5A (15 segundos). Se
empled fijador Kodak &dcido (15 minutos), lavdndose a continuacidn con
agua 1/2-1 hora. De cada una de las situaciones experimentales descri-
tas, se separaron cuatro ppeparaciones para su observacidn microscédpi-
ca directa y el resto se sometid a un procedimiento previo de tincidn

que se detalla en la seccidn siguiente.

II.9.3. TINCION Y FOTOGRAFIA

Se empled el método de Feulgen, permaneciendo los portaobjetos tras
el revelado autorradiogréfico en HC1l IN a temperatura ambiente durante
un minuto y a 56°C durante ocho miputos. lavindose abundantemente con
agua destilada antes de tefiirse con fuschina (incolora) durante 30 mi-
nutos. ‘

La solucidn de fuschina se prepard previamente de la siguiente mane
ra:

Se disolvieron 2 g-de fuschina en 200 c.c. de agua destilada calien
te, afiadiéndose a continuacidén 20 c.c. de HC1l 1IN, dejdndose hervir du-
rante 3-4 minutos antes de enfriar hasta temperatura ambiente. Se afia-
did entonces 1 g de metabisulfito s8dico anhidro, dej&ndose reposar 24
horas en frasco transparente. La solucién de fuschina se decolord dos
veces con 1 y 0,5 g, respectivamente de carbdn activo, filtr8&ndose por
papel de filtro y almacenindose hasta su uso a 4°C en frasco topacio.

Tras la tincidn con fuschina,‘loa portacbjetos se lavaron con:

- H20 destilada (2 veces).



- Solucidn de metabisulfit.. ~ddico (1 g en 100 c.c. de H,0 de 1

c.c. HC1l conc.).

- H20 destilada.

Las células se cdntrastaron con verde luz (un minuto), lavaron con
etanol 96% (2 veces) y etanol absoluto, aclaridndose con tolueno antes
de montar en b&lsamo del Canadi.

La observacién y fotografia de’las preparaciones se efectud a 100 x
uséndose un microscopio "Nikon" AFM-10, provisto de control automdtico
del tiempo de exposicidn. Se empled pelicula Kodak de 25 ASA.

Asimismo, se fotografiaron las preparaciones sin tefiir para contro-
lar la presencia de posibles alteraciones durante el proceso de tincidnm.



III. a. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
TETRAHYMENA PYRIFORMIS, CEPA W

III.a.1. INCORPORACION DIRECTA DEL 3H-DNA PRESENTE EN EL

MEDIO DE INCUBACION POR CELULAS DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

Se han observado variaciones en fa cuantia de la incorporacidn de
DNA exdgeno, en dependencia de diferentes condiciones experimentales a
las que se sometieron los cultivos.

Dichas situaciones fueron:
A) Respecto del estado del cultivo; experimentos cinéticos.

1. Diferentes medios de incubacifn. Medio nutriente (idéntico al
del crecimiento) y medios no nutrientes (soluciones catidnicas
0,035 M).

2. Diferentes temperaturas, en medio nutriente.
3. Efectornes metabllicos en un medio definido. (ATP y GTP).

B) Respecto del estado del DNA exbgeno.

1. Diferentes grados de polimerizaci6n (experimentos cinéticos).

2. JH-DNA formando un complejo con HisZona total de timo de terme

ra. '

3. Difenentes. concentraciones de 3H-DNA (experimento a tiempo de

incubacidn constante).

III.a.1.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE 3H-DNA EN EL MEDIO DE INCU

BACION NO NUTRIENTE

Se observa un aumento Lineal (Fig. 1), de la incorporacidn, para con
‘centraciones de 3H-DNA presente en el medio comprendidas en el interva-
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FIGURA 1.- Influencia de la concentracién de 3H-DNA en su captura directa del
medio por células de Tetrahymena. Tiempo de incubacién: 10 minutos.

Medio no nutriente.
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FIGURA 2.- Influencia de la concentracion de 3H--DNA en su cap-
tura directa del medio por células de Tetrahymena.

Tiempo de incubacién: 15 minutos (saturacidn). Medio
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lo de 0,24 ug/ml a 24 ug/ml, utilizindose una concentracidn de células
de aproximadamente 9,5 x 105 y un tiempo de incubacién de 15 minutos.
Estas células fueron recogidas en un estadio temprano de su curva nor-
mal de crecimiento, momento en que presentan una’dibtﬂibUCiﬁn ebtadib{i‘
ca de tamarios mayores que en cualquier otro punt6 de aquella. No hay
pues contradiceidn aparente con los datos referidos por Diaz de Espada
(1972, pig. 59), obtenidos con otro lote de biopolimero y diferente nfi-
mero de células por ml, de un cultivo distinto (Fig. 2). La incorpora-
cién de DNA a Tetrahymena, debe estar relacionada -al menos en su prime
ra etapa- con el famailo medio de Las céfulas, de modo que pueda estable
cerse una proporcionalidad entre la superficie total del cultivo y su
capacidad para sociar 3H-DNA.

Los datos precedentes referidos, indicaban una saturacidn del proce-
so de ingestién del 3H-DBA, qQue se estabilizaba a concentraciones de 25
8 3H-DNA/lO6 células, si el tiempo de incubacidn era de 15 minutos
(Fig. 2). 3

Un efecto similar.(Dfaz de Espada, 1972, pig. 61) se detectd en el
medio de crecimiento completo, si bien aparecieron difer#ncias cuantita

tivas. (Fig. 3).

III.a.1.2. CINETICA DE CAPTURA DE 3H-DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES

Son notables las diferencias en fas cinticas de captura de DNA exd-
geno exhibidas por T. pyriformis en medios de incubacién‘constituidos
por soluciones de LiCl, NaCl y KCl' 0,035 ¥ (Fig. 4).

La regulacién ib6nica en Tetnahyhena fue .studiada ampliamente, median
te té&cnicas de intercambio isotdpico, por Dunham y Child (1961), demos-
trdndose que T. pyriformis, cepa W, crecida en proteosa-peptona 2% (co-
mo la utilizada por nosotros) mantiene una alta concentracidn protoplis
mica de ién potasio y baja de idn sodio. Los datos de estos autores re-
velan una concentracién de potasio en el interior, al menos seis veces
mayor que la encontrada en el medio externo, siendo sélo de un tercio
la misma relacidén para el idn sodio. En un medio mis diluido, la rela-
cidn k' interior/l(+ exterior alcanza cotas superiores a 100.

Cuando gradualmente se incrementa la concentracidn exterior de pota-
sio, hasta un nivel de 11 mM, se observa que la concentracién de pota-

sio en el interior aumenta de forma acentuada. Entre 11 mM y 140 mM, el
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mismo incremento se manifiesta con cardcter lineal, alcanzindose rdpida
mente el estado de equilibrio K" interior ——— K" exterior. El aumento
de potasio interior, no va asociado con la correspondiente pérdida de
sodio, sugiriéndose que ambos iones siguen modelos independientes, en
cuanto a su transporte, a través de la superficie de Tetrahymena.

La nespuesia de T. pyrniformis, cepa W, a cambios en la concentracidn
de idén sodio, es también diferente de la exhibida respecto al potasio:
desde niveles externos 5 mM, hasta 20 mM, el Na en el interior se man-
tiene constante, demostrando la existencia de un mecanismo de extrusidn
para el sodio. Por encima de 20 mM en el medio la concentracidn interior
de sodio aumenta linealmente, siendo mayor el lapso de tiempo necesario
para alcanzarse el estado de equilibric jue en el caso del idn potasio.

Posteriormente, Andrus y Giese (1963) tras comprobar los datos de
Dunham y Child, pusieron de manifiesto que agentes imnhibidores del meta
bolismo o modiﬂicacioneb de Las propiedades de membrana (anoxia, &cido
iodoacético, azida sbédica y 2 u-dlnltrofenol), provocaban una pérdida
del 30-35% de potasio interior, 31n variacién efectiva en los niveles
de sodio; asi pues, mientras el mecanismo concentrador de potasio resul
taba perjudicado, el proceso de salida de sodio quedaba sin modificar
por estos agentes, concluyéndose la independencia de ambos fendmenos de
transporte.

A la vista de los datos de Dunham y Child (1961) y Andrus y Giese
(1963) no son de extrafiar las grandes diferencias cinéficas encontradas
por nosotros, para la captura (recepcidn y ganancia nefa) de 3y-DNA
(Fig. 4). EL sometimiento experimental de Tetrahymena a medios en Los
que 80L0 uno de Los cationes estd presente, debe produ¢ir cambios pro-
fundos en la fisiologia del protozoo, manifestindose uma cinética de in
corporacién de DNA radicalmente diferente, tal vez por modificarse cier
tos sistemas incorporados a la superficie celular, liquos, directa o
indirectamente, a los sistemas de transporte regulador§s del equilibrio
i8nico. '

Podemos destacar que, mientras el potasio provoca pocas variaciones
en los niveles capturados, en presencia de iones sodio exclusivamente,
aparece la cinética resefiada por Diaz de Espada (1972, pdg. 52), encon-
trada cuando la incubacidn se realiza en un medio de crecimiento comple.
to (proteosa peptona, bacto triptona y sales minerales) en el que ambos
iones deben estar en niveles sobre abundantes (Fig. 5).
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El fendmeno de descenso en la hncorporacién con el tiempo no ocurre
en células de otras procedencias (Dubnau y Cirigliano, 1972: Robins y
Taylor, 1968; Regan y Volkin, 1973), donde se describen cinéticas de
captura lineales y ascendentes.

En ausencia de {ones s0dio (incubaciones en KCl y LiCl, no se detec-
ta el fendmeno de captura rdpida-cesidén gradual, definido, en dos fases
sucesivas, por un alto nivel de 3H-DNA unido a Tetrahymena en tiempos

‘de incubacidn muy cortos (1' 15"-1'30") seguido de un lento proceso de
liberacidn, posiblemente en los dos sentidos endocitdtico y hacia el me
dio exterior.

Este fenémeno, sin embargo, aparece siempre que pueda sospecharse
fa presencia del 4i6n s0dio en el medio externo; dada la escasa magni-
tud del tiempo de incubacidn a la que estas diferencias se observan,
cabe atribuiﬁ esta accién del idn sodio a efectos producidos en
La Aupedﬂici@ celular, de modo que una concentracidn exterior de sodio,
en el interv#lo milimolar, puede hacer a aquella mis electropositiva por
efecto de su'interiorizacién. En esta situacidn, el 3H-DNA seria fuerte
mente atraIdo y retenido (tiempos cortos). Pero a causa de la presencia
del H-DNA como polianién en la superficie celular, se estableceria una
situacidn diferente en el equilibrio osmético, con salida masiva de io-
nes positivoé (a la que se superpondria la provocada par el normal meca
nismo de extrusidén de Dunham y Child); esta reestructuracién de las con
centraciones;i6nicas'del interior y exterior de la cé&lula, determinaria
la cesidn abrupta del 3H-DNA adherido, observada entre tiempos de 2 y
15-20 minutos. En apoyo de esta idea se encuentran los datos obtenidos
por Diaz de ?spada_(1972, pig. 53) reveladores de un aumento exponencial
de fa nadiactividad encontrada en el medio a tiempos superiores a 2 mi-
nutos (Fig. 6). Un mecanismo de este tipo, puede ser suficiente para ex
plicar, al menos, las notorias diferencias de las cinéticas de captura
encontradas para los distintos cationes. :

En presenéia de potasio, se observa un aumento lento y suave de los
niveles de 3H-DNA incorporados entre los 10 primeros minutos; a partir
de este tiempo el descenso de la cantidad de 3H-DNA retenido por Tetra-
hymena no es, en modo alguno, pronunciado y continfia hasta alcanzar los
mismos niveles que en medios NaCl y LiCl, a tiempos mds largos. Asi pues,
la presencia del DNA en la superficie, no provoca 1a salida de iones po
sitivos cuando en el medio s88lo hay K G Li’), posiblemente a causa de
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los diferentes procesos de transporte al interior de Tetrahymena que si

guen estos iones en relacién al Nat.

III.a.1.2.1.Incorporacién de un complejo DNA - Histonas en medio no nu-
B triente, ClNa 35 mM

En la Figura 7 se presenta el espectro de absorcidn M.U. del comple-
jo obtenido conforme se describid en la seccidn II de esta Tesis. Tanto
la baja relacidn méximo/minimo, como la situacién de ambos puntos singu
lares, abogan en favor de la bondad del complejo.

La Figura 8 muestra que la incorporacidn de este complejo es {dénti-
ca en su evolucibn £gmporal a la cbtenida en cualquier experiencia rea
lizada con iones sodio presentes en el medio, produciéndose el fenSmeno

de captura rfpida-cesidn gradual ya descrito.

I1I.a.1.3.INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR DEL 3H-DNA EXOGENO EN SU CAPTU-

RA; MEDIO NO NUTRIENTE ClNa, 35 mM

Los resultados cinéticos son los mismos que los apafecidos siempre
que el idn sodio estd presente en'el medio (Fig. 9). |

E1 peso mofecular promedio en peso, se estima mediante cromatografia
en DEAE-celulosa (Mingot y Ddvila, 1974). Como queda escrito, sélo atri
buimos a los valores del ?ﬁ; hallados la categoria de "estimaaién".

Ante la posible existencia de unidades funcionales neceptoras del
DNA en la superficie celular, hemos de interpretar este hecho experimen
tal utilizando unidades molares y no misicas. El DNA polimerizado, arro

j6 un peso molecular estimado de unos 6 x 10° daltons, en tanto que el

de menor tamafio sdlo alcanzaba 10°. Si la unién DNA recéptor. se reali-
zara en la forma "mol" a "mol", la cantidad de ®g de DNA asociado a Te-
trahymena‘deberia ser aproximadamente seis veces mayor que la de DNA no
polimerizado a tiempo experimental minimo (1 minuto). Sin embargo, sdlo
alcanza un valor cercano al doble. Ello puede deberse a dos nazones fun
damentalmente; en primer lugar una molécula grande, podria‘bloquear un
nimero de nreceplores mayon que una molécula pequefia. En segundo lugar,
La accesibilidad a los puntos de recepcidén de una molécula grande debe
ser l8gicamente menor aunque su afinidad -la suponemos de naturaleza
electrostética- Sea mayor por ser mayor su carga. Esta Giltima propiedad

tendria como consecuencia un rendimiento de incorporacién mayor en el
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caso del DNA polimerizado, como efectivamente sucede, aunque la relacién
molar asociada sea desfavorablé respecto a la que presenta el DNA de me
nor tamafio molecular. Téngase en cuenta qﬁe al tratarse de una colecti-
vidad heterogénea de moleéulas, e} dato significativo respecto a las ca
racteristicas de las moléculas asociadas, lo va conmstituir el mdximo ni
meno de moléculas de determinado tamafio molecular, fraccidn que, esia-
disticamente, podri asociarse maybr nmero de veces a pesar de que sus
competidoras también puedan hacerlo. Ello explica que el nfimero medio -
de molécui;s unidas a Tetrahymena en tiempos de 1 minuto (estimado a par
tir de los datos) sea realmente méyor en el DNA de menor tamafio (aproxi
madamente en relacidn 4:1).

Pero ademis, puede observarse en la figura 9, que la cesidén de DNA
al medio, medida por la pendiente de La necta que une £os Liempos entre
1 minuto y 15 minutos, es menor en el caso del DNA no polimerizado. Por
cromatografia en DEAE-celulosa, hemos observado que tanto el 3H-DNA li-
berado al meQio como ei retenido por Tetrahymena, aparecen degradados a
tiempos correspondientes a ese intervalo (III.1.4.).

Entonces,:el DNA polimerizado se "libera" hacia el medio con mayor
rapidez, hasta incluso alcanzar a tiempos medios (70 minutos) el nivel,
en wg/cé&lula, del DNA menor. Este dato, debe tenerse présente pues cons
tituye un primer indicio de que la liberacifén del DNA se produce con una
degradacién simultdnea. Evidentemente, la posibilidad de degradacién de
una molécula grande, es mayor que la de una molécula pequefia (y la cantji
dad de 3H-DN4 liberada deberf ser mayor cuando se degrade una molécula
grande), explic&ndose asi el m&s acusado descenso de la radiactividad

retenida por Tetrahymena cuando el 3H-—DNA era de mayor tamafio.
| Hemos de afladir que los datos de la incorporacién de DNA no polimeri
zado, no pudieron ser elaborados con arreglo al tratamiento estadistico,
ya que proceden de valores finicos obtenidos en incubaciones normales.

La tabla siguiente expresa la dispersidn de los tamanos moleculares
de los SH-DNA empleados.



FRACCION (M1 (%)2 PM V(Moléculas)i $(Moléculas)?

(daltons)

¥R O+ II 7,5 1,2 - - -

III 48,7 10,9 108 53,9 22,1
6 98,8 75,5

v 40,6 26,4 10 b, 9 53,6
v 2,9 27,0 3 x 10° 1,1 18,3

VI 0,3 25,9 107 0,1 5,1
vII 0,0 7,7 2 x 107 - 0,7
VIII 0,0 0,9 5 x 107 .- 0,04

PM (peso) 105 daltons 6 x 10° daltons

Puede apreciarse la diferencia en moléculas de peso molecular menor
o igual (III y IV) que 106 daltons, dato que podria dar cuenta del com-

portamiento aludido.

3

III.a.1.4. INCORPORACION DIRECTA DE "H-DNA EN MEDIO DE CULTIVO COMPLETO

La cinética de incorporacidén de DNA por células de Tetrahymena en su
medio de cultivo completo, presenta las caracteristicas que se muestran
en la figura 10 (idem Fig. 5) (Diaz de Espada, 1972, pig. 52).

Este efecto, observado también cuando la incubacidn se realizaba en
presencia de iones sodio, puede ser consecuencia de fenSmenos capaces
de alterar la carga electrostdtica de la superficie de Tetrahymena, pro
blema que ya:se ha tratado en la seccifn IV.1.2 de esta Tesis, en rela
cidn con las variaciones inducidas en el contenido iénico de las célu-
las por la presencia en su exterior de macromoléculas, capaces de dis-
tonsionan el particulan equilibrio de negulacibn ibnica que debe produ-

cirse en este medio nutriente.

III.a.1.5. ESTADO MOLECULAR DEL SH-DNA INCORPORADO Y LIBERADO AL MEDIO,
VARIABILIDAD CON EL T1EMPO.

III.a.1.5.1. Incubacidn a tiempos cortos

3 i
EL H-DNA capiurado y netendido porn Tetrahymena en tiempos 4ingeriores
a_l hora, presenta las dispersiones de tamafios moleculares que se expre
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san en la Figura 11, donde se comparan con el espectro de tamafios del
3H-DNA utilizado en la incubacidn.

El DNA exdgeno ingerido, @4 degradado de fonma ndpida y creciente
con el tiempo a graccién IV preferentemente (106 daltons) y oligonucled
tidos y nuclebtidos (NR, II y III). La actividad DNA-dsica endonucleoll
tica es mucho mis acusada a tiempos muy contos (2 minutos) que la exo-
nucleolitica, comportamiento similar al descrito por Dubnau y Ciriglia-
no en B. Subtilis (1972, 1972a). Como miximo, en este intervalo de tiem
po, se alcanza un monto de fracciones NR+II del 10% en una hora. Ello
puede significar una combinacidn de la actividad endonucledsica externa
con la actuacidn de las exonucleasas del endosoma, que acceden al DNA
una vez traspasada la superficie celular, liberdndose al medio la radiac
tividad ("no retenida" en la columna de DEAE-celulosa) por exocitosis o
permaneciendo'integrada en el "pool" celular de deoxirribonucledtidos.

Por lo que respecta al 3H-DNA presente en el medio de Ancubacibn,
también se detectan modificaciones en su tamafioc a tiempos de incubacidn
cortos.

El 3H-DNA se recoge del medio extracelular filtrando la incubacidn
-con lo que se le priva de las células- y lavando &stas sobre el filtro
con 2 x 5 ml de ClNa 0,035 M, y &cido iodc-acético 0,08 M a pH 7. Las
flguras 12 y 13 recogen los dlagrémas de dispersidn de tamaﬂos molecula
res del H DNA filtrado y lavado con ClNa 35 mM y del H DNA arrastrado
por el &cido iodoacético, a 2 y 45 minutos, en ambos casos.

Se concluye, que el DNA que haya estado un tiempo tan conto como 2'
en presencia de cé&lulas de Tetrahymena sufre una abrupta dQQAAdacidn a
§raceibn 1V. E1 significado de este hecho en la captura del 3H-DNA serd
discutido ampliamente en las secciones siguientes. Por el momento, hemos
de resaltar también el aumento en el medio de fracciones no polimeriza-

das (exonucleolisis), al dilatar el periodo de incubacién.

IIT.a.1.6. INCORPORACION DE 3H—DNA EN UN MEDIO DE CULTIVO DEFINIDO. EFEC
TOS DE ATP Y GTP

Las células se recogieron por centrifugacidn de un cultivo joven,
(330 g, 5 mi@utos) y tras un lavado de 30 minutos en medio no nutriente
se resuspendienron en el medio minimo descrito por Cox et al. (1968)
hasta una concentracién de 6 x 105 células/ml. Después de 5 horas, se
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FIGURA 11.- Dispersion de tamafios moleculares
del 3H-DNA retenido por Tetrahyme
na en tiempos ''cortos''. |
scc¥eee 60 minutos; —-@--15 minu
tos; ---@--- 2 minutos; —f- 3h-
-DNA control.
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FIGURA 12.- Dispersién de tamafios moleculares
del 3l-l--DNA arrastrado por 2x5 ml
de NaCl 35 mM (--@--) y por 2x5 ml
de dclido iodoacético 0,08 M pH 7
( -8~ ), a 2 minutos de incuba-

cion.



%

60 L

SO0 L

40 |

10 }

e

NR m v Vv VI Vii VIA
FRACCION

FIGURA 13.- Dispersién de tamafios moleculares
del 3H-DNA arrastrado por 2x5 ml
de NaCl 35 M (---@--) y por 2x5
ml de acido iodoacético 6,08 M,
pH 7 ( —@— ) a 45 minutos de in

cubacién.



afiadieron a tres lotes de 13 ml de dicho cultivo, 5 ml de ATP 5 mM, 5 ml
de GTP 5 mM y 5 ml de H,

Gltimo cultivo como incubacidn de control.

0 destilada respectivamente, utilizindose este

Los resultados que se expresan grificamente en las figuras 14 y 15,
revelan un mayon poder activadorn del ATP sobre la incorporacién de 3
-DNA en este medio definido. Por otro lado es preciso sefialar que el
nitmo de La activacibn es similar en ambos casos, encontrdndose efectos
estimuladores coincidentes a los tiempos 11 minutos y 105 minutos. A con
tinuacidn, se advierte que.ambos nucledtidos ejercen un efecto negativo
-a diferentes tiempos~ en £a {ncorporacifn def DNA a Tetrahymena. Ello
cabe ser interpretado como un {endmeno "de reaccidn", que tiene lugar
después del posible incremento del fendmeno endocitdtico. El periodo de
tiempo durante el cual hay activacidn apreciable, es mayor para el ATP
que para el GTP. El citado fendmeno de reaccidn, se interpreta aqui co-
mo una disminucidn en la capacidad de actuacidn de los mecanismos endo-
citdticos una vez cumplida su funcidn estimulada. Tanto el periodo de
tiempo que tarda en manifestarse la reaccién (mds largo en el ATP), co-
mo la intensidad de &sta (mayor en el GTP), indican una superior efecti
vidad del ATP en la activacidn de los procesos relacionados, a nivel fi
sioldgico, con la incorporacidn de 3H-DNA; Asimismo, el segundo miximo
(Fig. 15), es mds alto en presencia de ATP, lo que podria indicar una
accién preferente y mis fructifera del ATP en los mecanismos de repara-
cidn y biosintesis de las estructuras celulares externas utilizadas en

la endocitosis precedente.

IITI.a.1.7. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION, EN LA INCORPORA-

CION DE SH-DNA EXOGENO. (MEDIO NUTRIENTE)

Puede observarse en la figura 16 como los niveles de 3H—DNA captura-
dos por Tetrahymena pyriformis, disminuyen bruscamente cuando la tempe-
ratura de incubacidn aumenta.

La interpretacidén, no es inmediata, dado que son muy numerosos los
procesos afectados por la temperatura. En este punto de nuestra discu-
sidn, podemos recordar la sensibilidad a dicha variable de las biomem-
branas de Tetrahymena encontrada por Speth y Wunderlich (1973). Sin em-
bargo, dado que el tiempo minimo experimentado oscila entre 5 minutos

(29° centigrados) y 10 minutos (experimento a 18° centigrados), no pue-
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de atribuirse aqui el efecto de la temperatura a un fendmeno exclusiva-
mente de membrana, puesto que en este tiempo de incubacibén el 3H-DNA
puede interaccionar con otras estructuras celulares.

Los datos de Andrus y Giese (1963) demuestran una variacidn en £os
§lujos independientes de sodio y poiasio cuando Tetrahymena se somete a
cambios de temperatura. En un medio libre de sodio, se observa como, al
enfriar el medio liquido en donde crecen las células, el potasio intes
rior es cedido en un 30%; si la temperatura se reinstala en su nivel
normal para el crecimiento (28-29°C) el potasio liberado vuelve a recu-
perarse hasta lograrse el estado de equilibrio inicial. Si el descenso
de temperatura se verifica en medios nuirientes (o no nutrientes) qué
contienen s0dio, persiste la pérdida de potasio interior aunque se ori-
gina una ganancia de 80dio, aparentemente con un {ransporte {ndependien
te de ambos Lones.

Asi pues, el estado {i8ioldgico-idnico de Tetrahymena pyrniformis ve
afectado su dinamismo funcional por variaciones ambientales de tempera-
tura. El1 estado idnico, evidentemente, va a afectar la polaridad de la
superficie celular de modo que, segin nuestros datos, la recepcién de
polianiones cémo el DNA resultaria perjudicada al aumentar la temperatu
ra. Ello corresponderfa a una ganancia neta de sodio mayon que fa &ibe-
rnacibn de potasio ocuvnida al engriar, seglin los datos de Andrus y Gie-
se (1963). »

Indiscutiblemente, el proceso de fijacidn del 3H-DNA a la envoltura
del huésped, puede verse afectado también por modificaciones conforma-
cionales ocurridas en el hipoté&tico receptor como consecuencia de la va
riacién de temperatura (Speth y Wunderlich, 1973). Por el momento, debe
mos considerar al receptfor de DNA, en el sentido m&s amplio posible, co
mo una disposicifn de grupos atémicos, pertenecientes a fas macromolécu
Las superficiales, cuya distribucibn esténica y enengética favorezea La
interaceibn estable con el 3H-DNA exdgeno. Esta ordenacidn tridimensio-
nal, puede verse modificada por la temperatura. En tal caso, el proceso
global de incorporacidn endocitStica vendria limitado por fa mayon difi
cultad de su primera etapa. Los datos de Slater y Tremor (1962) y Pruett
(1965) {ya referidos en la Introduccidn de esta Tesis), relativos a la
variacidén con la temperatura de la actividad del reééptor superficial
de ortofosfato en Tetrahymena, refuerzan esta posibilidad para el re-

ceptor de DNA. Una discusidn adicional sobre esta posibilidad, se halla



*3.62 @ 1) 81 -ow-- .9-0 8-
‘eudwAyesiaj ap se(n(2d aod .<za..=m IPp -33ud 43
-NuU- O|psw |9p ©333.4)p ugldesodiodu) e| ud uQldeqndu| Ip einjesadud) e Ip BIOUBN|JU| -°"9| WVUND|4

(SNIW) OdW3IL

06 GL 09 13 - os - 0

— v

@ =~ e,
-,
. -
- hhndl WP
e

"-

1u

12

Y ¢l wad o



rd en la seccidn III.2.3 de esta Tesis.

El anidlisis de los datos cinéticos obtenidos a las diferentes tempe-
. raturas de experimentacién, revela que fa cesifn al medio del 3H-UNA,
ocurrida en el periodo de tiempo que abarca desde 10 a 35 minutos y me-
dida por la pendiente de la curva cinética, es mayor a 29° centigrados
que a 0-4° y 18° centigrados. Este dato, se refacionand con el estado
moLeculan del SH-DNA netenido por Tetrahymena.

III.a.1.8. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA DEGRADACION DEL DNA INCOR
PORADO

Se realizaron cromatografias del DNA incorporado por Tetrahymena a
diferentes temperaturas de incubacidn, 0-4°C y 29°C, siendo comparables
los tiempos de incubacidn (70 minutos y 60 minutos respectivamente).
Los resultados se exponen en la tabla siguiente, y se expresan grifica-
mente en la Figura 17.

FRACCION 0° yog(: 29°¢C 34 - DNA
ELUIDA 70 minutos 60 minutos CONTROL
NR.+II 0 0 0

111 0,5 1,2 .0
v 73,2 (¢ 7,3%) 87,0 (¢ 8,7%) 23,0
v 22,4 12,0 24,9
VI 3,5 0 30,0
VII 0,3 0 16,9
VIII 0,1 0 5,2

Dado que a la cromatografia de DNA en DEAE-celulosa puede atribuirse
le un 10% de error en cada fraccidn, no son realmente significativas ‘
las diferencias encontradas entre las fracciones IV de ambas situacio-
nes experimentales. Sin embargo, los datos globales apuntan una mayor
degradacibn de las fracciones mis polimerizadas (V,VI y VII) cuando la
incubacidn se realiza a mayon temperatura. En apoyo de ello podemos afia
dir que el tiempo de incubacidn a 0-4°C (menor degradacidn) es mayor que
el empleado en el experimento realizado a 29°C.
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FIGURA 17.~ Influencia de la Temperatura de incubacién en la de-
gradacién del 3l-l-DNA incorporado ﬁor células de Tetra
hymena. Tiempos ''medios''.

-@- 0-4°C, 70 minutos; ---@--- 29°C, 60 minutos.



Debemos observar que a tiempos de 60-70 minutos, el proceso de libe-
racidn del DNA incorporado ya ha cesado, (experimentos de incorporacién
directa), permaneciendo estabilizado el nivel de 3H-DNA ligado a Tetra-
hymena. En este tiempo, el 3H---DNA ha tenido tiempo de alcanzar los orgd
nulos celulares implicados en procesos digestivos, por lo que no puede
asociarse la mayor cesidn hacia el medio del 3H-DNA incorporado (habida
a 29°C), exclusivamente con la mayor degradacidén ocurrida a dicha tempe
ratura.

Anotemos, no obstante, el hecho de que ¢& DNA a 29°C se &Libera mds
ndpidamente que a 0-4°C y que asimismo el DNA retenido por las células
aparece con una mayon degradacién a 29°C que a 0-4°C.

IIT.a.2. CINETICA DE LA ASOCIACION DNA-TETRAHYMENA.
PULSOS DE 1 MINUTO CON 3H-DNA

En las experiencias de incorporacidn directa realizadas en presencia
de iones sodio (y medio de crecimiento completo), se pusc de manifiesto
un sorprendente\proéeso de incorporacidn rdpida del 3H-DNA exdgeno a Te
trahymena, con una posterior cesidn gradual del biopolimero capturado.

Sobre la hipdtesis de que en un tiempo experimental relativamente
corto (no mayor de 1 minuto), el DNA del medio de incubacidn s8lo puede
alcanzar a la envoltura celular iniciando a partir de entonces los pro-
cesos de citosis, se disefi6 la técnica de estudio que se detalla en la
seccidn II.4.3. del "Material y Métodos" de esta Tesis. '

Mediante autoradiogragla se ha puesto de manifiesto que en tiempos
de incubacidén muy cortos (1') la totalidad del 3H-DNA se encuentra aso-
ciado externamente a Tetrahymena. las situaciones experimentales a que
se sometieron las cé&lulas fueron las siguientes:

a) Preincubacibn, 1 minuto, con 100 ug/ml de DNA de timo de ternera
y pulso con 3H-DNA'de 1 minuto.

b) Pulso con “H-DNA de 1 minuto, 4{n preincubacibn con DNA {rnio.

En ambos casos se realizaron fotograffas de preparaciones Zfeiidas
(Feulgen) y 44n teiiin, evidencidndose una menor carga radiactiva en las
§rimeras. En este tiempo experimental de 1 minuto, podemos considerar
no significativa la cantidad de 3H-DNA que pudiera haber penetrado a las
células frente a la que se deposita en la superficie externa de las mis
mas. |

A continuacidn se ofrecen algunas de las fotografias obtenidas.



III.a.2.1. DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON DNA DE TIMO DE TERNE
RA

Puede observarse (Fig. 18) que la cantidad del 3H-DNA de pulso incor
porado a la superficie celular en diferentes momentos del proceso de in
tercambio DNA (medio) &= DNA (celular), sigue una cnética disconti-

nua; el experimento se realizd a femperatura constante.

A tiempos muy cortos, (tiempo experimental minimo posible: menor de
30"), sin preincubacidn con DNA frio, el 3H-DNA del medio no tiene tiem
po suficiente para saturar.en su totalidad a la superficie celular, lle
gando sbélo una cierta fraccidn. Sin embargo, en 1 minuto total, (30 se-
gundos con DNA frio y 30 segunsos de pulso), se registra una mayor capa
cidad de Tetrahymena para recibir al 3H-DNA afiadido, a pesar de la com-
petencia (y la ventaja) que debe presentar el DNA de timo de preincuba-
cidn. Ello es una prueba de que en esta etapa previa, el tiempo de expo
sicibn ak 3H-DNA es un factor decisivo; la asociacién 3H-DNA-célula pre
senta ﬁna cierta inercia, consecuencia ldgica del gran tamafio molecular
de aquel. Dicha lentitud, se pone de manifiesto por este incremento de
la captura observada al aumentar unos segundos el tiempo de pulso.

A partir de este momento y hasta un tiempo total de 4 minutos (3 mi-
nutos de preincubacidn con DNA frio de timo de ternera y 1 minuto de
pulso), se advierte una disminucidn progresiva del SH-DNA necibido por
la superficie celular duwwunte ef minuto de duracién del pulso; ello in-
dica, que el DNA de timo presente en el medio (incubacidn previa) ha
ido ocupando Los puntos funcionales neceptornes hasta aleanzan un nivel
mdximo de f{ijacién en la superficie celular, de modo que el nuevo 34-
-DNA puesto en el medio, se recoge en menor cantidad que a tiempos de
preincubacidn mis cortos en los que, ldgicamente, no se habria colmado
la capacidad de Tetrahymena para acoger el DNA del medio.

Sin embargo, a partir de este momento (4 minutos), la cantidad de
3H—DNA que Tetrahyﬁena puede asociar en 1 minuto, aumenta hasta hacerse
prdeticanente constante, a tiempos de incubacién previa, comprendisos
entre 10 y 60 minutos. Ello indica claramente que el DNA asociado a la
superficie 4¢ £ibera dejando huecos para la recepcién del 3H—DNA de pul
so. ‘

La deseripeibn histénica de este §endmeno puede hacerse con arreglo

a los siguientes puntos:



3

H-DNA bacte-

riano. Fijacién inmediata. (Sin tratamiento de tincidn).

LAMINA |.- Células de Tetrahymena incubadas 1 minuto con

Comparese el enfoque superficial y el profundo.






LAMINA 11.- Células de Tetrahymena preincubadas 1 minuto con DNA frfo
- e incubadas 1 minuto con 3H-DNA. (Sin tratamiento de tin-

cidn). Comparese de nuevo el enfoqué superficial y el pro

fundo.






LAMINA [11.- Células de Tetrahymena incubadas 1 minuto con 3H-DNA y tedi-
das (Feulgen), arriba.

Abajo, las cé@lulas fueron preincubadas 1 minuto con DNA frfo.
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TIEMPO (MINS )

FIGURA 18.- Asociacién del 3H-DNA con la superficie de Tetra-
hymena. Diferentes tiempos de preincubacién con
DNA de timo de ternera. Pulsos de 1 minuto. Medio

nutriente.



1) E1 DNA del medio sigue una fase de creciente asociacifn con la su

perficie celular, que dura unos 3 & 4 minutos.
2) Este proceso de asociacidn es acumulativo.

3) A partir de dicho tiempo, la envoltura de Tetrahymena @mpieza g
Liberanse del DNA recogido en la preincubacidén, de manera que el 3H-DNA
de medida se puede incorporar a la superficie celular en mayor cantidad:
La disponibilidad de puntos recepiones aumenta.

4) A tiempos superiores a 10 minutos, se establece un equilibrio DNA
(medio) ==——= DNA (célula), de manera que el nfimero de sitios -estadis-
ticamente funcionales- se mantiene constante. Como se veri en la seccibn
I1I.2.3, este equilibrio es modificable por la concentracidn exterior
de DNA.

5) Este proceso descrito de liberacién del DNA adherido a la membra-
na, puede coexistin con un fenémeno puramente endocitéiico, pues sabe-
mos que a tiempos largos (superiores a una hora), cuando ya han podido
tener lugar los procesos endocitéticos, las células conservan una cier-
ta cantidad de JH-DNA.

-

III.a.2.2. ESTADO MOLECULAR DEL 3H—DNA INCORPORADO

Se realizaron cromatografias del 3H-DNA incorporado en las siguien-

tes situaciones experimentales:

1) Preincubacidn de 2 ml de un cultivo 1,5 x 106 células/ml, con 200
ug DNA de timo, durante 1 minuto, y pulso de ! minuto con 34-DNA.

2) Preincubacibn con 50 ug/me de DNA de timo, de otro cultivo de 2 x
10° células/ml durante 15 minutos y pulso con 3H-DNA de 1 minuto. (EL
grado de polimerizacién de este 3H-DNA, es inferior al utilizado en el

primer experimento).

i

3) Pulsos de 1 minuto y 15 minutos, con SH-DNA sin preincubacibn con
DNA frio. '

4) Preincubacibn 15 minutos con 50 ug/me de DNA de timo, y pulso de ~
15 minutos con SH-DNA.

5) Incubacidn con 3H-DNA, durante 30 minutos.

6) Contrnoles de los 3H-DNA empleados.



Los resultados aparecen resumidos en la siguiente tabla.

15' DNA timo|,, 3 15' DNA timo|,., 3, : v Sy Control
% 1t 3ypna (1" TH-DNA[LC, 3.7 |15' TH-DNA|30' “H-DNA 3H-DNA
NR+1I 0,5 0,5 0,6 0,7 4,8 0
III 3,4 4,3 10,4 14,5 15,3 .0,3
v 33,7% 36,7% 48,8% 49,6% 55,9% 17,8
v 31,5 30,4 , 18,2 15,3 14,2 18,2
VI 20,9 18,2 12,1 11,5 6,8 34,84
VII 6,9 6,9 5,9 6,2 2,0 25,2
VIII 3,3 2,1 3,1 2,6 0,9 3,6
99,9 100,1 100,1 99,9 99,9 100,0
: 1' DNA timo 3
% (200 g/ml) Control “H-DNA
"1* 3H-DNA
NR+II 1,1° 0,8
111 10,3 1,8
v 49,3 35,2
v 22,4 39,0
VI 6,4 7,3
VII 7,1 9,2
VIII 3,2 6,7
100,0 100,0

En las figuras 19 y 20 se observa que el contacto durante un tiempo
conto (1 minuto), entre células de Tetrahymena y el DNA, provoca una de
' gradacibn que se intensifiica a medida que aumenta el tiempo de interac-

cidn entre el 3H-DNA y Tetrahymena.

La preincubacidn con DNA de timo no parece tener influencia alguna

en la degradacidn; su finico efecto detectado fue la disminucidn de ra-

-diactividad que se incorporaba a las células.
A pesan de fa preincubacidn realizada con altas concentraciones de
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FIGURA 20.- Dispersidon de tamafos moleculares del 3H-DNA rete
nido por Tetrahymena en | minuto de pulso después
de una preincubacién con una alta concentracion de
DNA de timo de ternera (200 ug/m!). Medio nutrien-

te. ,



DNA de timo de ternera y a'tiempos de m&xima adhesibn a la superficie
de Tetrahymena, el 3H-DNA que alcanza a las células <y que permanece re
tenido en ellas- aparece degradado en tiempos de contactos tan cortos
como 1 minuto.

A dos minutos de incubacibn, sabemos que e£ SH-DNA que nesta en ek
med{o de incubacién y el que se arrastra por lavados con ClNa y &cido
iodoacético, presenta también una significativa degradacién a un Liempo
comparable de 2 minutos de incubacidn (Diaz de Espada, 1972, pag. 79).
Dichos datos se han representado en las figuras 12 y 13. Todos estos he

chos deben ser considerados junto a los que se exponen en III.a.2.6.

III.a.2.3. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA RECEPCION DE 3H;DNA

Si se realiza un experimento similar al III.a.2.1, pero vatiando La
temperatuna de preincubacibn, se observa que a medida que ésta aumenta,
Las posibilidades de necepcibn de 34-oNA en pulsos de un minuto (super-
ficie celular), 40n menores en tiempos correspondientes a la "meseta"
observada en el experimento a temperatura constante (Fig. 21). Este efec
. to negativo de la temperatura es creciente, de modo que a 28°C, £a aso-
clacibn DNA-superficie celulan, estd fuertemente impedida, no observdn-
dose varniacibn con el tiempo.

El experimento explica las variaciones observadas en las experien-
cias de incorporacidn directa, que pueden atribuirse ahora a la mayor
dificultad de asociacién del DNA con la envoltura de Tetrahymena. EL
proceso global de incorporacién queda pues Limitado pon bloquearse su
pumera etapa, la fase de contacto DNA-Tetrahymena. No obstante, queda
afin por explicar el dato de la mayor pendiente del proceso de libera-
cidn del 3H-DNA observada a 29°C.

III.a.2.4. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON RNA DE LEVADURA

EN LA CAPTURA DE 3H-DNA

La preincubacifn con RNA de levadura como biépolimero anidnico, quf-
micamente parecido al DNA, ofrece datos cinéticos similares conceptual-
mente a los obtenidos cuando la preincubacidn se realiza en presencia
de DNA.

Se ha puesto de manifiesto (Fig. 22) que £a velocidad de ocupacidn
por el RNA de los puntos capaces de recibir DNA en la superficie de Te-

.



* TEMPERATURA
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FIGURA 21.- Influencia de la temperatura de preincubacidn
en la recepcidn, por la superficie de Tetrahy
mena, de un pulso con 3H-DNA de 1 minuto de
duracién. Medio nutriente.

—%— Temperatura variable (23-27°C).
-@ Temperatura constante, alta (29°C).
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trahymena (medida por las diferencias en el DNA incorporado durante un
minuto de pulso), €4 menoi que la velocidad observada para el mismo pro
ceso, cuando se preincubaba con DNA: mientras que en este Giltimo el m&-
ximo de ocupacidén (minima receptividad del 3H-DNA de pulso) tiene lugar
a un tiempo de 3-4 minutos, el mismo fendmeno tarda en ocurrir 13-15 mi
nutos, cuando el biopolimero presente es RNA.

Asimismo ocurre con el proceso de liberacidén de la membrana. En el
DNA 1la capacidad receptiva de la superficie celular para un DNA nuevo,
quedaba estabilizada después de un periodo de aproximadamente 6-8 minu-
tos a partir del punto de mdxima ocupacién. El mismo paso toma mds de
20 minutos cuando es el RNA el biopolimero adherido a la envoltura. No
estd probado que RNA y DNA se adhieran en los mismos puntos receptores.
Sin embargo, la influencia del RNA en la ulterior recepcién de DNA, es

bien patente.

III.a.2.5. DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON UN POLIANION SINTETI
CO (POLIGLUTAMICO)

La preincubacidn con otro posible competidor polianidnico para los
receptores de DNA, dio los resultados siguientes (Fig. 23). No se ha ob
servado ninguna peculiaridad cinética en el equilibrio Poliglut&mico
unido ——= poliglutimico liberado.

Los datos parecen indicar una unifn progresiva del poliglutidmico con
Tetrahymena que ocasiona un paulatino descenso en la incorporacidn del
3H—DNA a medida que el tiempo de preincubacidén aumenta.

En tiempos cortos (1 minuto de preincubacién) la capacidad receptiva
de 3H-DNA es significativamente mayor que a tiempos inmediatamente supe
riores. Las posibilidades de captura a tiempos mids largos que 3 minutos
-y hasta los 70 minutos- van descendiendo gradualmente y de forma suave.

Por otro lado,'fa afdinidad que demuestra el poliglutdmico por la en-
voltura celular @4 menor que'la exhibida bor los dos polianiones natura
les. A su vez, se advierte que el proceso‘de bloqueo prosigue lentamen-
te sin observarse una liberacidn brusca de los sitios ocupados. Especu-
lativamente, y en parte, podemos relacionar este proceso con una endoc£
2os4s continua desencadenada por el poliglutdmico presente en el medio
de preincubacidn, que provocaria la desaparicidn progresiva de los pun-

tos funcionalmente cualificados como receptores de polianiones. Dada la
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diversdidad §4sio€b6gica de los individuos del cultivo, el resultado esta
distico seria una funcidén levemente descendente con el tiempo, ya que

cada célula iniciaria y terminaria su ciclo endocitdtico en momentos di
ferentes. (Esta es una de las razones por las que hemos escogido el tiem
po de 5 minutos de preincibacidn para la saturacidn secuencial con poli

glutdmico. (III.a.2.7).

IITl.a.2.6. ESTADO DEL 3H-DNA INCORPORADO

Se realizaron cromatogréfias del 3H—DNA asociado en un minuto de pul
so a células preincubadas durante 10 minutos con concentraciones altas
de RNA (200 ug/ml) y Poliglutdmico (200 ug/ml). Los resultados encontra

dos se recogen en la tabla siguiente:

FRACCION RNA (%) PG (%) CONTROL
NR +II 0,2 0 0,8
I1I 5,1 6,8 1,8

v 71,5%% (1 7) 51,0% (t 5) 35,2%

v 17,9 21,6 39,0%
VI 4,3 3,0 © 7,3
VII 0,4 4,4 9,2
VIII 0,5 5,2 6,7
99,9 100,0 100,0

(La concentracidn de células fue en todos los casos de 1,5 x 106/ml)

En ambos casos se observa que la degradacidn a fraccibn IV -detecta-
da en la preincubacidn con DNA de timo- sigue existiendo. Resalta la
fraccién IV obtenida en la preincubacién con RNA, mayor incluso que la
aparecida en presencia de DNA. (Datos en III.a.2.2).

La figura 24 expresa grdficamente los resultados. La mayor degrada-
cidn provodada por la preincubacidn con RNA, nos serd Gitil en la inter-
pretacidn de I1II.a.2.7.
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FIGURA 24.- Dispersidn de tamaios moleculares del 3H-DNA reteni
do por Tetranymena pyriformis durante un pulso de 1
ainuto do duracidn zn medio nutriente.

- =.tj— Preincibscidn 10 minutos con RNA de leva
dura {200 ug/ml).

-O— Pre;n:uchién 10 minutos con PG (200 ug/
/ml) .

---@--- Control 3H-»DNA.



III.a.2.7. SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES POLIANIONES

Se han preincubado células de Tetrahymena en presencia de diferentes
concentraciones de los biopolimeros DNA de timo de ternera (PM= 14x106
daltons), RNA de levadura (de alta polimerizacién) y el polianidn sinté
tico Poliglutimico (PG) (308 residuos, equivalente a un PM 48000 daltons).

En los experimentos particulares con cada una de esas macromoléculas,
el Ziempo de preincubacibn se mantuvo constante, eligiéndose esta varia
ble con criterios basados en el comportamiento cinético, expresado mds
arriba, de dichos biopolimeros anidnicos. Una vez transcurrido éste, se
da un-pulso de 1 minuto con 3H-DNA midiéndose la incorporacidn como se

describe en la seccidn II de esta Tesis. Asi, los tres casos estudiados:

a) Preincubacidn con DNA de timo; el tiempo experimental de contacto
DNA «—> células fue de 20 minutos. En este intervalo de tiempo ya se
ha alcanzado la fase en la que la capacidad receptiva de la superficie

de Tetrahymena (pulso de 1 minuto) permanece constante.

b) Preincubacibn con Poliglutdmico. E1l tiempo fue de 5 minutos por
ser un tiempo mds cdmodo operativamente, a la vez que ofrecia las mis-
mas caracteristicas de estabilizacidn en la captura (endocitosis conti-

nua en este caso).

c) Preincubacidn con RNA de Levadura; se escogid un tiempo de 10 mi-
nutos. En este momento, la curva cinética muestra un minimo en la recep
cidén del 3H—DNA de pulso. Dado que la estabilizacidn de la capacidad re
ceptiva es mis problemitica de definir que en el caso del DNA, hemos es
cogido el punto singular aludido. Por otfo lado, el mayor efecto (inhi-
bicidn, competencia, etc.) de la creciente concentracidén de RNA sobre
la incorporacidén del 3H-DNA podrd, légicamente, obseryarse mejor, al
tiempo en que &sta se encuentra mis impedida por la presencia del RNA,
que desde el medio de preincubacidn, haya podido alcanzar los puntos re

ceptores de la superficie de Tetrahymena.

II1.a.2.7.1, Andlisis de los resultados

Durante la preincubacifn se establecerd un equilibrio de asociacidn

cuyo balance de materia para el DNA, RNA y PG, seri:

D=(1-4d)D+dd0 ; R=(1-pr)R+rR ; P (l-p)P+rP



Concentracidén de DNA de timo de ternera en la preincubacién (varia-

D=
ble experimental).
R = Concentracidn de RNA.
P = Concentracidn -de Poliglutémico.

dD = Fraccidn molar de DNA de timo unida en la préincuhacién (rR y pP
para RNA y Poliglutémico).
(1-d)D = Idem, que permanece en el medio de incubacidn.

Al afiadir el 3H-DNA de pulso, el estado de equilibrio de las concen-
traciones de DNA, previamente alcanzado en la preincubacién, va a modi-

dicarse.
El nuevo balance de materia para el DNA total presente serd:

D* + dD + (1-d)D = 4d'D + (1-d')D + wD* + (1-w)D*

D®* = Concentracidn del 3H-DNA de pulso.

wD¥ = Fraccidn molar de SH-DNA unida después del pulso,

(1-w)D* = Idem que permanece en el medio.

é&'D = Fraccidn molar de DNA de timo unida después del pulso. Su modifi-
ficacidn se debe a la entrada perturbadora de D*.

(1-d')D = Idem que permanece en el medio.

Para ambos procesos, podemos escribir las relaciones entre biopolime
ro unido/biopolimero libre, después de cumplido el pulso con 3H-DNA.
ap D d'D + wD¥ d' + wD*/D
. 2

i (1-4)p ’

(1-4')D + (1-w)D*  1+d' + (1-w)D*/D

r

rD
1

Llamando 4, a la proporcisn D*/D, A; a D*/(RNA) y Ap a D*/(PG), tendre-

mos respectivamente:

' ot '
) a' + wAD - R _ r' + WAy P p' + WA

1-4' + (1-u)AD’ ) 1-r' + (1-u)AR’

- P
1-p' + (1-w)AP

D
2
A partir del dato obtenido por contaje, puede deducirse el niimero de

=% g/célula de 3H—DNA incorporados. Como la concentrac¢idn de 3H-DNA y por

‘supuesto el nfimero de c@lulas, son magnitudes conocidas, podrd calcular
se también el nlmero de ¥ g/células de 34-pNA puestos én el pulso, y de
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aqui el ﬂé de incorporacidn habida en cada situacidn experimental:

n g/célula (incorporados)

w =
m g/célula (totales)

Cuando la cantidad de 3H-DNA sea despreciable ante la de DNA de pre-

incubacidn, w valdrid cero.

Las funciones d, ry P, d', r' y P' y rg, rg y r,, Son a su vez to-
das ellas funciones de las respectivas variables experimentales AD’ AR
y AP‘ | .
El valor miximo de w, serd obviamente 1, cuando todo el H-DNA de
pulso se incorpore a Tetrahymena, lo que ocurrird cuando exista un- ex-

ceso de sitios capaces de recibir al 3H-DNA.

IIT1.a.2.7.2. Resultados y discusidn

En la figura 25 se han representado las variaciones de w, con fas va
riables D/D*, R/D* y P/D*. En ella puede observarse como difieren las
nespectivas capacidades inhibidonas de fa necepcitn del 3H-DNA, como
consecuencia de la accidn de concentraciones crecientes de DNA, RNA y
PG presentes en la preincubacidn.

las concentraciones crecientes de RNA, preincubadas 10 minutos (tiem
po de mixima adhesidn en la superficie, Fig. 19) presentan un enoame
efecto inhibidorn a concentraciones bajas de RNA. A partir de una R/D*
de 15 aproximadamente, ya se observa la estabilizacidén en la capacidad
receptiva, oscilando &sta entre w = 0,07 y w = 0,025, valor alcanzadc a
R/D* = 430, (entre 0 y 15, desciende desde w =1,0 hasta w = 0,07). Este
efecto puede estar relacionado con la gran degradacifn del 3H-DNA obser
vada en 1 minuto de pulso, cuando se ha realizado una preincubacidn de
10' con altas concentraciones de RNA (III.a.2.6). En este sentido podria
apuntarse la posibilidad de que ef RNA adherido a la envoltura de Tetra
hymena aumentase fa deghradacifn y como consecuencia, la mayor liberacidn
del 3H-DNA de pulso que compite con el RNA para su asociacidn con la su
perficie celular, conduciria a una menor asociacidn de aquel.

EL comporntamiento del poliglutdmico en la preincubacidn es similar
al exhibido por el RNA, si bien el intervalo en la relacién P/D* en el
que presenta fuerte influencia es considerablemente mis amplio (oscila
entre 0 y 300, para un descenso de w desde el 0,95 hast3 el 0,4) Aindi-
cando una menor potencia inhibidoraque et RMQ,Hemos de recordar, que



esta experiencia estd realizada a un tiempo de 5 minutos en el que, se-
gln la curva cinética, la capacidad de recepcidn para el 3H-DNA ya per-
manecia (en adelante) estabilizada con el tiempo de preincubacidn.

La degradacifn del S4-DNA de pulso provocada en 1 minuto por Tetrahy
mena preincubada con poliglutimico, ¢4 £a misma que La observada cuando
la preincubacién se realizd con DNA de timo (o la observada cuando no
se realizd preincubacidn). No parece pues, tener un efecto estimulador
del proceso degradativo; por otro lado, fa inhibicibn de La capacidad
de necepcibn del pulso es menorn a nelaciones P/D* altas que la exhibida
por RNA y DNA, ya que comienza a estabilizarse a valores de w comprendi
dos entre 0,4 y 0,5. '

La inhibicién provocada por el DNA de preincubacidn, es {guafmente
abrupla en su primera fase, que la observada en el RNA. Ambas son mayo-
res que la originada por el poliglutdmico. Sin embargo, el efecto del
DNA se manifiesta a concentraciones de preincubacibfn mucho mayornes que
el RNA y PG. Ello debe estar, obviamente, relacionado con la esfequiome
ria del equilibrio de asociacién. Evidentemente, si la unidn polianidn-
-célula de Tetrahymena, se verifica en la forma "mol a mol" (una agrupa
cidn receptora por cada molécula de polianién que se recibe), hardn fal
ta mis undidades mfsicas del polianidn de mayor tamafio para saturar los
mismos sitios receptores.

Sabemos por la experiencia cinética (III.a.2.4) que el DNA de prein-
cubacidn bloquea y desbloquea la superficie celular (se une y se libera)
mds ripidamente que el RNA de preincubacidn; ello abogaria por una mayor
afinidad del DNA para la disposicidn molecular receptora de polianiones.
Cabria entonces atribuir su rdpida £iberacifn a una’degradacibn "in s4-
tu" de Las moléeulas de DNA necibidas. Del mismo modo, puede relacionar
se ef mayon efecto inhibidor de fa captura presentddo pon fLa preincuba-
cibnrcon RNA, con el estimulo que €ste provoca en fa degradacifn del
SH-DNA necibido durante el tiempo de pulso.

la naturaleza no biolbgica del poliglutdmico, hace que los datos con
€l obtenidos no sean funcionalmente comparables con los procedentes de
las experiencias de RNA y DNA. Los resultados sugieren una pobre inhibi
cidén del proceso de captura del DNA, aunque se evidencie una cierta ca-
pacidad de ocupacidn de los sitios receptores. .

Por otro lado, hemos de seflalar que todos estos datos -excepto fa
aguda degradacibn a fraccibn IV- quedan explicados en el modelo electros
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14tico planteado a partir de las experiencias de incorporacidn directa.
Al1i sefialdbamos la posibilidad de que tras la adhesidn del polianidn,
el cambio en las propiedades eléctricas de la superficie del protozoo,
con salida masiva de iones positivos, determinarfa una menor capacidad
de la célula para retener al polianidn.

En este sentido, los datos cinéticos indicaban una mayor potencia
(en cuanto a la produccidn del cambio electrostidtico se refiere) por
parte del DNA que por parte del RNA y poliglutdmico, sin duda consecuen
cia del mayor contenido eléctrico de las moléculas de DNA sobre las de
RNA y las de PG, en este orden.

Si aceptamos este hecho como cierto en las proximidades del protozoo
(carga del DNA/molécula > carga del RNA/molécula > carga del poliglutd-
mico/molécula), quedarian explicadas Las diferentes evoluciones cinéti-
cas de La capacidad neceptiva de 3k-pNa que provocan los tres polianio
nes: el DNA se une antes, antes provoca la salida de iones positivos y,
por consiguiente, su liberacién serd la mis rdpida. Por el contrario,
el poliglutdmico no provoca este efecto, o al menos de una forma tan -
acuéada. De ahi, su escasa afinidad por la membrana y su pequefla velo-
cidad de liberacidn una vez asociado. Su leve poder inhibidor de la cap
tura a relaciones P/D* altas se deberia a un desplazamiento -desde el
receptor y hacia el medio- del PG adherido cuando entran en juego las
moléculas de 3H-DNA fuertemente cargadas. El caso del RNA, intermedio
en carga, seria también intermedio en asociarse y liberarse. Y, en efec
to, eso es lo que ocurre.

Sin embargo, en este modelo, no se da cuenta de la degradacién que
sufre el 3H-DNA. Por autorradiografia, hemos demostrado que a 1 minuto,
el DNA se asocia con el exterior de las cé&lulas en cantidades sorpren-
dentemente altas. Es pues, evidente, que el DNA no penetra (en I minuto)
hasta alcanzar en las células los orgdnulos continentes de DNA asas -y
si lo hace, no seri en cantidades significativas-. En consecuencia, po-
demos atribuir fa degradacidn del 3H-DNA a dos posibles causas, ambas
nelacionadas con £a superficie celulan:

a) EL neceptorn polianibnico es, en 84 mismo, una DNA asa.

b) La degradacidn se debe a §endmenos meednicos derivados de la vita
lidad del protozoo: entre ellos, podriamos imaginar torbéllinos provoca

dos por el movimiento ciliar, contracciones de la superficie celular
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-modificada en su carga y conformacién de macromoléculas externas- etc.
Esta segunda alternativa no parece muy clara; entre otras cosas habria-
mos de suponer alguna razdén desconocida, por la que el RNA estimulara
el proceso de degradacidn del DNA a tiempos minimos de contacto.

Hemos de recordar, que cada vez son mds numerosas las citas bibliogrd
ficas relativas a la presencia de nucleasas -de todo tipo- en la super-
ficie de células de origenes diversos, por lo que no seria de extrafiar

.1a existencia de una endonucleasa en la envoltura de Tetrahymena pyri-
formis, cepa w, similar a la descrita por Dubnau y Cirigliano (1972) en
Bacillus subtilis.

En este punto, podiia pues decinse que se ha detectado La presencia
en La supenficie de Tetrahymena de un necepton de polianiones, con una
aceldn degradadona para ef DNA (no hay datos para apuntar el mismo hecho
respecto al RNA), de modo que dicha accién, se incrementa con la presen
cia de RNA y no -apreciablemente- con la de poliglutdmico. En favor de
la existencia de dicha actividad enzimdtica relacionada con la libera-
cidn del 3H-DNA, puede citarse el hecho ya mencionado de la modificacidn
de ambos procesos -en sentido cooperativo positivo- al variar la tempe-

ratura de experimentacién.

III.a.2.7.3. Preincubacidn simultinea con DNA de timo y RNA de levadura

Se determind la capacidad de Tetrahymena para recibir 3H-DNA durante
1 minuto de pulso, una vez que se habfa preincubado con diferentes can
tidades de RNA y DNA.

Los resultados se reflejan en las figuras 26 y 27; puede apreciarse
qQue la presencia de ambos biopolimeros ejerce- una accidén inhibidora in
crementada respecto a la que ambos producen en ausencia del otro. Sin
embargo, resalta {a enorme {nhibici6n producida por el RNA (representa
cién de W frente a-D/D*) y el escaso efecto adicional de inhibicidn pro
ducido por e£ DNA (representacién de W frente a R/D%*).

EL fendmeno competitivo entre DNA y RNA por los sitios especificos
superficiales se puso de manifiesto en otro experimento de preincubacibd:.
con RNA, pero utilizando, durante el pulso de 1 minuto, dos 3H-DNA de
diferente grado de polimerizacibn, El 3H-DNA de tamafio superior, se in-
corporaba en mayor porcentaje a igualdad de concentracidn de RNA en la

preincubacidn. Los resultados se expresan grdficamente en la figura 28.
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FIGURA 26.- Preincubacidn simulidnes con ANA y DNA. Fraccidn masica ad-
quirida durante un pulso de 1 minuto, en funcidn de la con-
centracién de DNA (D/D*) en la preincubacién. Medio nutrien

te.
~ -@- (RNA) = 25 ug/ml; == (RNA) = 33 ug/ml.
--@-- (RNA)} = 50 ug/mi.

o2

o1 }

0 20 30 40 50 €0
R/D*

FIGURA 27.- Preincubacidn simultinea con RNA y DNA. Fraccidn masica adqui
rida durante un pulso de 1 minuto en funcién de la concentra-
cidén de RNA (R/D*) en la preincubacién.

~®- (DNA) = 5 ug/ml; —i— (DNA) = 10 ug/mi;
- (DNA) = 20 ug/ml. '
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Es 1l6gico que la competencia por las agrupaciones moleculares de la s
perficie celular con carga electrostitica opuesta -y que, por tanto,
puedan actuar como receptores de ambos polianiones- quede desplazada .
favor de la molécula de 3H-DNA de mayor tamafio. Asi el 3H—DNA mas poli-
merizado desplaza.mis eficazmente al RNA que durante la preincubacidn
se hubiera situado en los puntos de recepcidn, por lo que su incorpora-
cidn en unidades mdsicas, resultard mayor.



III. b. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN
EUGLENA GRACILIS, CEPA Z

Los experimentos realizados sobre la cepa Z del flagelado Euglena
gracilis, tienen por finalidad el aportar efementos de comparacifn con
los datos obtenidos sobre Tetrahymena pyriformis. En ocasiones, los re-
sultados abogan por una 4imilitud §enomenolbgica entre ambos protozoos
clasificados en grupos taxondmicos muy distantes (Euglena es un fitofla
gelado del orden Euglenida y Tetrahymena un ciliado del orden Hymenosto
matida). Sin embargo, hay §actores experimentales que, como se verd,
condicionan de modo nadicalmente opuesto £a captura e incorporacidn de
DNA ex6geno a dichos cultivos. Por Gltimo, sefialemos que en procesos
conceptualmente idénticos, ambos protozoos exhiben propiedades cuantita
Livas difenentes que, en general, se relacionan con sus distintas capa-
cidades para degradar y necibir al DNA en la superficie celular.

ITI.b.1. INCORPORACION DIRECTA DE SH-DNA PRESENTE EN EL
MEDIO DE INCUBACION POR CELULAS DE EUGLENA GRACILIS

Se han observado variaciones en fa cuantia de la incorporacidm de
DNA exdgeno, en dependencia de diferentes variables experimentales; di-

chos condicionamientos externos fueron:
A) Respecto del estado de cultivo; experimentos cinéticos.

1.- Difenentes medios de incubacifn. Medio de crecimiento a pH 7

y medios no nutrientes compuestos por soluciones catidnicas 0.035M.
2.- Difenentes temperaturas, en medios no nutrientes.

3.~ Diferentes fuenzas ib6nicas, en soluciones de NaCl (tiempo de

incubacidn constante).
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B) Respecto del estado del DNA exfgeno.
1.- Diferentes grados de polimerizacibn (experimentos cinéticos).

2.- Diferentes concentraciones de 3H-DNA (tiempo de incubacidn
constante. '
III.b.1.1. INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE CH-DNA EN EL MEDIO DE IN-

CUBACION -NO NUTRIENTE

Se observa un fendmeno idéntico al encontrado en Tetrahymena, con
un aumento lineal de la captura segiin se incrementa la concentracidn
de 3H-DNA exterior. En el intervalo experimentado, no se alcanza la sa
turacidn del cultivo; el tiempo de incubacién, constante para todas las
concentraciones, fue de 10 minutos (Fig. 29). Los otros factores que
pueden modificar este comportamiento, han quedado expuestos en la sec-

cidn IIl.a.1.1 de esta Tesis.

III.b.1.2, INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE IONES SODIO EN EL MEDIO

No es indiferente a la concentracidn exterior de NaCl.el proceso de
captura de 3H-DNA llevado a cabo por Euglena gracilis en medios no nu-
trientes, constituidos exclusivamente por soluciones de dicha sal. La
figura 30 muestra esta influencia.

A partir de concentraciones 15 mM en NaCl se observa un aumento pro
gnesivo de La inconporacibn, posiblemente por aumentar la carga positi
va de las células, tras la interiorizacidn del catidn Na'. No es ficil
interpretar la mayor captura registrada a concentraciones bajas, si
bien podemos aceptar que la fuerza idnica del medio de incubacidn, va
a afectar a todos aquellos fendmenos dependientes de la carga (y por
tanto, de la conformacidn) de la superficie celular; en este sentido,
podriamos arglir que £as bajas concentraciones de NaCL §avorecen fa ac-
cesibilidad dek 3H-DNA a los puntos superficiales de anclaje, al tiempo
que las altas concentraciones de La sal aumentan el contenido electros-
Utico positivo de las células por interiorizacidn progresiva del Nat
circundante. El minimo observado corresponderia a una situacidén de com-
promiso entre ambos extremos experimentales. ‘

Por otro lado, el tiempo de incubacién ensayado fue de 10 minutos.
A este tiempo le corresponde el final de la liberacidn inicial del 3H-
-DNA adherido a la superficie del protozoo (III.b.1.3) y £a endocito-
448 del biopolimero ya ha comenzado; obviamente este proceso también
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FIGURA 29.- Influencia de la concentracibn de 3H-DNA
en su cabtura directa del medio -no nu-
triente- por células de Euglena gracilis.
Tiempo de incubacién: 10 minutos.
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debe verse afectado por el transporte idnico y la concentracifn salina
exterior. De este modo la mayor Aaetencidn del 3H-DNA asociado (9 mM)
indicaria una rapidez mayor en el desencadenamiento del proceso de in-
gestidn, o una velocidad de liberacidn del 3H-DNA al medio menor que a
fuerzas idnicas algo mis altas. Este efecto seria superado posteriormen
te por el aumento del potencial electrostidtico, justific4dndose asi la

elevacidén de la captura a fuerzas ifnicas mis altas.

III.b.1.3. CINETICA DE CAPTURA DE 3H—DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES

De nuevo observamos (Fig. 31) profundas diferencias en las cinéti-
cas de incorporacidén de DNA exdgeno, en funcidn de los diversos catio-
~ nes que, en concentraciones del intervalo milimolar, constituyen los
medios no nutrientes de incubacidén (LiCl, NaCl, KCl y NH“Cl, todos

ellos 0,035 M).
' El fendmeno es andlogo al encontrado en Tetrahymena pyriformis, pro
poniéndose aqui también, como causa de las radicales diferencias entre
los distintos medios, una alteracifn en Los potenciales electrostdticos
de Las células en su conjunto, segin que catidn esif presente en su ex
Lenion y que pon tanto, pueda ser transporntado hasta alcanzarse el es-
tado de equilibrio (exterior s====2= interior) correspondiente.

El comportamiento presentado por Euglena frente a Na+ y K* no es
igual al que se puso de manifiesto en Tetrahymena, apuntando hacia una
diversidad en los procesos de regulacidn idnica entre los protozoos es
tudiados, que como es sabido, pertenecen a grupos taxonfmicos bien di-
ferenciados en su adaptacién evolutiva.

Destaca en primer lugar la mayor capfura exhibida por Euglena en pre
sencia de catidn NH, frente a los demss cationes ensayados (Fig. 27).
Advirtamos que la observacidn microscépica de Euglena, tras un periodo’
de 3 horas de ineubacidn en NH, (35 mM), reveld la toxicidad de dicha
s0lucifn para el protozoo, que daba muestras de plasmolisis intensa a
la vez que habfia perdido su motilidad nommal. ,

Por otro lado es evidente la contraposicién de efectos detectada en
tre Las incubaciones nealizadas con NaCl y LiCL y KCL. Mientras el £fn
40d{0 reproduce, en su primera etapa, el proceso ehcontrado en Tetrahy
mena de capiura rdpida-cesibn gradual, en presencia de {6n potasio la
incorporacién de 3H—DNA sigue un cuwso creciente con el tiempo, que
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tiende a la saturacidn de la capacidad del cultivo para albergar el DNA
exdgeno, que parece incorporarse acumulativamente. Esta saturacidn em-
pieza a manifestarse a un tiempo superior a los 100 minutos indicando
una captwwa inintewwmpida desde los primeros instantes de la incuba-
cidén hasta, por lo menos, 130 minutos.

Las curvas de incorporacidn en presencia de NaCf€ (y LiCl), dan cuen
ta de un peculdlan nitmo biol6gico que comienza con una captura intensa
a tiempos muy cortos (3'); a continuacidn, se observa el mismo proceso
de liberacidn que en Tetrahymena; (su explicacidn puede adaptarse al
modelo electrostdtico,exclusivamente, ya que el fendmeno de degradacidn
del DNA a tiempos de incubacidn cortos no se ha detectado en Euglena).
El proceso de liberacidn conduce a un minimo en los niveles capturados
que se alcanza a un tiempo de unos 10 minutos aproximadamente. Después,
con mds lentitud que a tiempos muy cortos, la cantidad de DNA exdgeno
que se incorpora va aumentando hasta niveles comparables con los ini-
ciales. A partir de los 60 minutos el 3H-DNA incorporado se mantiene
prdcticamente constante, si bien desciende algo, en dicho nivel compa-
rable con el alcanzado a tiempos muy cortos, y en cualquier caso, supe
rior al primer minimo detectado. Y, finalmente, el nivel de incorpora-
cidn se incrementa  bruscamente hasta alcanzar cotas superiores a la
captura inicial, llegindose asi al tiempo mids largo estudiado de 165
minutos. (La cinética de captura en presencia de idn. litio, sigue un
ritmo anilogo aunque es cuantitativamente menor respecto al producido
con idn sodio).

Estos resultados abogan en favor de una posible pdinocitosis discon-
tiwa "por cangas acumulativas", que se registra tanto al medir el 3
-DNA total incorporado (experimento de incorporacién directa que se des
cribe) como cuando se consideran los resultados obtenidos en la valora
cidn de las posibilidades que,en diferentes momentos,presenta la super
ficie de este protozoo para recibir 3H-DNA durante un pulso de 1 minu-
to. La figura 32 compara el ritmo de esta capacidad superficial con
los resultados del total de 3H—DNA incorpotado en sucesivos estadios
del proceso pinocitdtico.

Aunque la experimentacién no fuese disefiada con la intencidn de de-
mostrar el fendmeno acumulativo que ahora se discute (de ahi la no coin
cidencia en los tiempos de incubacidn y preincubacidn) podemos estable

cer, a nivel cualitativo, una correspondencia entre Los datos obtenidos



por captura directa y Los nelativos a La capacidad neceptiva obtenidos
mediante la preincubacidén con DNA de timo y pulsos de 1 minuto con
34-DNA. ~

En un primer momento (tiempo < 2 minutos), Fig. 32, la incorporacidn
a Euglena aumenta muy rdpidamente, al tiempo que la disponibilidad de
"huecos" en la superficie desciende tambi&n de manera pronunciada. Es
pues claro, qQue la incorporacidn del 3H-DNA, en este estadio temprano
del proceso, tiene lugar en la envoltura del huésped, donde inicialmen
te, queda retenido. . :

El subsiguiente proceso de Liberacidn rdpida del 34-DNA incorpora-
do (interpretado mds arriba en base al modelo de perturbacidén del poten
cial electrostitico celular), 4e cormresponde con el aumento de £a capa
cidad neceptiva durante el mismo periodo (3-10 minutos). Ello indica
que el 34-DNA incorporado 4¢ &ibera hacia elf medio ya que La radiacti-
vidad asociada a Las células desciende.

A continuacidn, la cantidad de 3H-DNA retenida por Euglena aumenta
sustanciosamente, al tiempo que la capacidad receptiva lo hace de modo
suave. Este intervalo de tiempo (10-45 minutos) es lo suficientemente
dilatado para poder aceptar una {ncorporacibn endocitftica del 3H-DNA
ain netenido en La superficie de Euglena. Hemos de aceptar asimismo,
que el aumento suave de la capacidad receptiva, puede deberse a {a fer
minacién no sincrnbénica de este proceso de ingestidn; dada la posible
amplitud en la distribucidn estadistica de los estados fisioldgicos de
los individuos del cultivo, no es de extrafiar que se haga menos inten-
So el aumento en la capacidad receptiva.puesto que la superficie ird
Quedando apta para albergar nuevo 3H-DNA en diferentes instantes para
cada grupo de cé&lulas.

Se alcanza asi un tiempo aproximado de 50 minutos. A partir de &l y
hasta los 110-120 minutos, se observa una esfabilizacién de La canti-
dad de 3H-DNA netenido pon Las células y simultineamente, £a superfi-
cle atrnaviesa un minimo en su disponibilidad de sitios receptores. Pa-
rece propio interpretar esta ausencia de incorporacidn, con la tepara-
cibn de Las estwcturas externas nesponsables de La endocitosis que ha
yan sido gastadas tras la interiorizacidén de la primera carga de 3H-DNA;
(devnuevo, los diferentes estados fisioldgicos individuales, suavizan
los efectos que se describen a nivel de membrana). Al mismo tiempo, el

leve descenso en la radiactividad retenida, indica la puesta en juego
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FIGURA 32.- Pinocitosis de 3H-DNA por células de Euglena. Comparacion de

las cinéticas de incorporacién directa del medio -no nutrien-
te- (arriba) y la de asociacidn con la envoltura (abajo). (Di

ferentes tiempos de preincubacién con DNA en el mismo medio).



de los fendmenos de exocifosis, con la ldgica aparicidn en el medio de
una cierta cantidad de productos derivados del "turn-over" que sufre
el DNA ingerido. (Este punto serd discutido en III.b.1.7).

Como resultado de todo este proceso, £as células quedan cargadas
con una cierta cantidad de S-DNA exdgeno y dispuestas para inicion
una degunda toma de maternial exocefular, proceso que se inicia a los
110-120 minutos y que se desarrolla con mds lentitud (diversidad fisio
18gica) que en la primera ocasidn; (el periodo desde los 120 a los 160
minutos, volveria a corresponder al segundo proceso pinocitdtico y ex-
plicaria la alta incorporaéién registrada en el tiempo iltimo estudia-
do). La existencia de un segundo ciclo pinocitdtico, es aceptable si

tenemos en cuenta que el medio de incubacidn es "no nutriente"

III.b.1.4. CINETICA DE LA ASOCIACION 3H—DNA - EUGLENA EN MEDIO DE CUL~-

TIVO COMPLETO A pH 7 (PULSOS DE 1 MINUTO)

El crecimiento de Euglena gracilis, cepa Z, se desarrolla a un pH
3,5. Por esta razdn, cuando debamos afiadir DNA al medio de incubacidn
siendo éste el de cultivo, hemos de someter a las c@lulas a un pH mayor
que evite la precipitacidn del biopolimero. Esta precipitacién tiene
lugar a pH 3,5, cooperando en el fendmeno las proteinas bisicas del me
dio (Bacto-triptona) que puedan asociarse con el DNA al referido pH.

La figura 33 muestra los resultados obtenidos.

El curso de la asociacidn del 3H-DNA con Euglena coincide conceptual
mente con los descritos en otras condiciones experimentales (III.b.1.3).
Parece, no obstante, que a tiempos mds Langos (120-140 minutos) vuelve
a haber un impontante descenso en La disponibilidad de huecos en la su
perficie celular, lo que supondria un dato en favor del incremento del
3H-DNA incorporado que se observa a estos tiempos en los medios no nu-
trientes. Dicho aumento de la capacidad receptiva indicaria el {<inal
de Los procesos de neparacifn de las estructuras empleadas para la en-
docitosis precedente. La uniformidad observada en los valores experimen
tales concuerda con la homogeneidad de estados fisioldgicos individua-

les que debe poseer Euglena en un medio nutriente.
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III.b.1.5. INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR DEL 3H-DNA EN SU INCORPORACION
POR EUGLENA. MEDIOS NO NUTRIENTES

Las Figuras 34 y 35 muestran los resultados. Claramente, se advier-
te el aumento, en unidades midsicas, de la incorporacidn, cuando el pe-
so molecular promedio en peso se hace mayor.

En contraposicidn con lo observado en Tetrahymena, en ptresencia de
£6n s0dio a tiempos mds bajos (unidn DNA-superficie), 4e mantiene el
onden de las respectivas capturas atin en unidades molares: se prefieren
las moléculas de mayor tamafio aunque no existe una correlacidén directa
entre los PM y el niimero de moléculas capturadas. Los resultados para

estos tiempos se resumen en la tabla adjunta.

PMD ng/cel N° molec/cel

10’ 4 Ly 26,7 x 107
3,5 x 10° 1,08 18,6 x 107
2,0 x 10° 0,19 5,7 x 10"

Captura de DNA de diferentes tamafios. Tiem
pos minimos en NaCl 35 mM. -

Asi pues, la comparacidn con Tetrahymena, permite suponer que la re
cepcidn del 34-DNA en Euglena estd basada en la exisfencia de puntos
guncionales mds accesibles que en aquel ciliado y que el tamafio de las

moléculas del 3H-DNA ejerce, en Euglena, un efecto estimulador de la
captura. De este modo, parece que el modelo electrostdtico puro, (sin
intervencidén de unidades moleculares con especificidad para el DNA) es
el operativo en el citado protozoo flagelado.

Por otro lado,.se advierte que los cambios temporales en la canti-
dad de 3H-DNA incorporado, se hacen mds ostensibles -demostrando accio
nes mds potentes- conforme el PM aumenta, hecho probado también en Te-
trahymena cuando el idn sodio estaba presente en el medio de incubacidn.

En-presencia de i6n poiasio (rig. 35) Las nelaciones mdsicas captu-
radas también guardan el mismo orden que sus respectivbs PM. Pero 1la
cinética es tan diferente que no puede ser juzgada con‘arreglo a los
mismos criterios que el fendmeno "captura répida-cesidén gradual" mani-

festado en incubaciones con sodio.
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En cualquier caso parece que existe un famailo 6ptimo por debajo del
cual la atrnaceibn electrostdtica inicial sernia muy débil y por encima
de &l, la especial confoamaciin del receplon superficial, adquirida por
la presencia de potasio, reduciria las posibilidades de unidn de las
moléculas mayores. Otra alternativa para explicar este tamafio limite
(reduccidn de la captura por el aumento del grado de polimerizacidn
del DNA) se basa en la posibilidad de que una molécula larga, ocupara
vauosd centros receptores impidiendo asi nuevas entradas.

Los resultados que se comentan, se reunen en la siguiente tabla.

fﬁp ng/cel N° molec/cel’

10’ 1,90 11,44 x 10"
2 x 10° 1,20 36,14 x 107%

10° 0,15 3,03 x 10°

Captura de DNA de diferentes tamafios.
Tiempos minimos en KC1 35 mM.

III.b.1.6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN MEDIOS NO NUTRIENTES (NaCl,
0,035 M)

Se han elegido (Fig. 36) los tiempos experimentales correspondien-
tes a la {niciacidn de La primera carga endocitdtica (intervalo desde
lcs 8-10' minutos hasta los 60-70 minutos).la cinética corresponde,
pues, a dicho periodo del proceso descrito en III.b.1.3.

Se observa un descenso en fa incorporacibn a Zemperaturas bajas. Es
te hecho indica la mayorn participacibén del fenbmeno endocitdtico en Eu
glena frente al proceso exocitético que, principalmente, tenia lugar
en Tetrahymena, y cuya modificacidn por la temperatura era, asimismo,
inversa. Sabido es, (Chapman-Andresen, 1962; Brandt y Pappas, 1962;
Marshall y Nachmias, 1968) que las etapas subsiguientes a la fijacidn
superficial de moléculas, promotoras de la endocitosis, son considera-
blemente inhibidas por un descenso en la temperatura.

En Tetrahymena se detectd el aumento del §endmeno exocitético al
aumentan La temperatuna y este fendmeno se relacionaba con una mayor

degradacidn del 3H--DNA asociado, asi como con la inhibicidn de la fase
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de asociacidn con la envoltura externa del ciliado (III.a.2.3). Por el
contrario, Euglena muestra una #educcibn en fa endocitosis de DNA
cuando fa temperatura disminuye indicando una menor eficacia en los
gastos energéticos que hacen posible el desarrollo de la ingestidn ci-
totica.

Queda fuera de nuestro estudio la influencia de la temperatura en

la interaccidn primaria habida entre Euglena y DNA a tiempos cortos.

-

III.b.1.7. ESTADO MOLECULAR DEL 3H—DNA INCORPORADO Y RESTANTE EN EL ME

DIO DE INCUBACION

Se realizaron cromatografias en las siguientes condiciones experi-
mentales (Med<os no nutnientes).

1) SH-DNA asociado en 1' de incubacibn tras 1' de preincubacibn con
DNA de timo.

3

2) “H-DNA presente en el medio después de 10' de incubacidn.

3) Lavados con deido Lodoacético.

4) Estado molecular del 3H-DNA Lnconporado en Tiempos contos (15 mi
nutos) y en tiempos muy Langos (24 horas). Diferentes grados de

polimerizacién del 3H-DNA de partida.

5) Ingluencia de La temperatuna en la degradacidn del 34-DNA ingeri
do.

6) Estudio de la accibn degradadora del medio -no nutriente- en el
que han sido resuspendidas, un cierto tiempo, las células de Eu-
glena (Proceso de cesifn de proteinas al medio).

La peculiar estructura de la superficie de Euglena, hace dificil su
L8448 por los métodos convencionales de rotura de células animales. La
naturaleza glicoproteica de su pelicula hace indispensable el uso de
enzimas proteoliticas para facilitar la accidn del detergente no idni-
co "Nonidet P40", que realiza eficazmente los fendmenos de solvatacidn
hidrofébica conducentes a la lisis celular, a la temperatura ambiente
y en una concentracidn del 2% (V/V) en NaCl 35 mM (medio hipoiténico).
A continuacidn la adicidn de lauril sulfato sddico al 0,2% en etanol

25% y EDTA-0,1 M en ClNa 35 mM, completa la lisis de ofgénulos que, co



mo los nficleos, hayan podido escapar de ella a pesar de la hipotonici-
dad del medio.

Elmétodo seguido (modificado por nosotros del de Parenti et al.,
1969%, estd condicionado por la necesidad de conservar fa integridad
del

sigue el estudio del estado de-polimerizacién de aquel.

H-DNA asociado a Euglena, puesto que en ciertas ocasiones se per-

Por esta circunstancia, se descartan los ultrasonidos, Gtiles cuan-
do se persiguen otros objetivos (aislamiento de enzimas de Euglena, de
granulos de paramilo, etc.l. Asimismo, el método de Potter queda rele-
gado para otros fines, puesto que no es ni lo suficientemente eficaz,
ni resulta prdctico dado el elevado niimero de incubaciones independien
tes que se realizan en nuestros estudios.

Cuando en la digestidn proteolitica se utiliza pronasa, debe autodi
gerninse conforme se describe en el Material y Métodos de esta Tesis.

3

1°) “H-DNA asociado er i minuto de incubacic: . 2 minuto de preinc

bacidn con DA 2e timo (NaCl 35 mM)

Los resultados se ofrecen en la tabla siguiente, y se han represen

tado en la figura 37.

FRACCION CONTROL CONTROL SIN CELULAS LISADO (1'-1')
NR + II 0,3 0 0
III 0,3 0,2 0,4
v 4y, 8% 40,7 34,6%
V +°VI 34,9 33,8 35,6
VII 13,1 16,0 21,7%
VIII 6,6 9,3 7,6
100,0 100,0 99,9

Se realizaron dos controles, (conforme se describen en la seccidn

de Material y Métodos) omitiendo en uno de ellos la presencia de célu-
las. La similitud entre ambos es acusada, si bien parece que la presen
cia de Euglena durante el tratamiento de lisado (realizado sobre el SH-
~-DNA) conduce a una degradacidn algo mayor. Accidentalmente, las frac-

ciones V y VI se obtuvieron reunidas en una sola elucidn.
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FIGURA 37.- Dispersion de tamafios moleculares del 3l-l-DNA retenido
por Euglena en 1 minuto de pulso tras 1 minuto de pre
incubacidén_con DNA de timo de ternera. Medio NaCl 35 mM.

——+*-.— JH-DNA asociado a Euglena.
- Control (con células?
---@-- Control (sin células).
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FIGURA 38.- Dispersion de tamafios moleculares del 3H-DNA remanen-
te en el-medio después de 10 minutos de incubacidn

con Euglena. Medio NaCl 35 mM.
-3 3H-DNA en el medio.
- @--- 3H-DNA control.



En la figura 37 se observa una mayor polimerizacibn del 3H-DNA aso-
ciado pon Euglena en tiempos muy corntos, comparado con el tamafio que pre
senta el 3H-DNA de control. Ello se interpreta como una mayor ventaja
por parnte de Las moiéculablgnandeb para competir por los receptores.

Ll esqguena concuerda con el modelo electrostdtico descrito en III.b.1.3;
la capiuna selectiva obedece a la mayor carga neta de las particulas
de 3H-DNA de mayor grado de polimerizacidn.

Otro hecho que se evidencia simultdneamente al referido, es la au-
sencdia de degradacibn en tiempos tan cortos como 1 minuto de contacto.
La liberacidn del 3H—DNA unido, seguiria pues los cauces qQue se propu-

sieron en III.b.1.3.

2°) 3H-DNA presente en ¢l medio de incubacidn

A 10 minutos de incubacidn, los resultados obtenidos fueron:

FRACCION - 1%¥ LAVADO NaCl Y CONTROL >H-DNA
i MEDIC INCUB.
NR +II 8,5 6,4
111 46,7 % , 26,7
v 25,3 33,0
v 18,7 28,0
VI 0,6 5,6
VII 0,1 1,2 i
VIII 0,2 ' 0,1 '
100,1 . 100,0

Se comprueba gque en el medio predominan Las gracciones menos pofime-
rizadas. La desapéricién de las fracciones polimerizadas es practicamen
te total y ambos hechos encajan en el esquema de capfura sefectiva an-
tes mencionado.

La figura 38 resume los resultados que se comentan.

En este punto cde nuestra discusidn, hemos de considerar la posibili
dad de que en Euglena gracilis, cepa Z, se produzca-un fendmeno de ce-
446n al medio de proteinas especificas, anilogo al encontrado por noso

tros en Tetrahymena pyriformis, cepa W, En este protozoo (Diaz de Espa
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da, 1972 pigina 67) se puso de manifiesto la presencia de una DNAasa
exocelulan cedida al medio, no nutriente, en el que permanecian las c@
lulas. Para verificar su existencia en cultivos de Euglena gracilis,
cepa Z, se valoraron por el método de Lowry las proteinas totales cedi
das al medio no nutriente, (NaCl 35 mM) a diferentes tiempos de resus-
pensidn.

La figura 39 muestra la comparacidn entre Tetrahymena pyriformis y
Euglena gracilis, evidenciando la ausencia de este fendmeno en Euglena.

La presencia de actividad DNA-asica en ef medio no nutrniente de per

manencia de Euglena se investigd como sigue:

a) Centrnifugacidn suave del cultivo del sobrenadante (en NaCl 35 mM,
3 horas) y filtracidn por Millipore (0,81).

b) Incubacidén del §iltrado desprovisto de células, durante 60 minu-

tos con 3H-DNA de tamafio molecular controlado.

FRACCION NaCl 35 mM SIN CELULAS CONTROL SH-DNA

NR + II 0,1 0,5
111 7,0 , 5,5

v 27,3 (t 3) 33,0 (t 3)
' 33,0 34,0

VI 28,0 (%t 2) 24,0 (% 2)
VII 4,0 2,8
VIII 0,7 0,3
100,1 100,1

Los resultados fueron negativos en cuanto a una degradacidn del 3H-
-DNA por el fluido exocelular. El control se realizd incubando 3H—DNA
en NaCl 35 mM durante 60 minutos.

La figura 40 muestra grificamente los résultados;

., .
3°) "H-DNA arrastrado por lavados con &cido iodoacético (IAC) 0,08 M,
pH 7

A 10 minutos de incubacidn, los resultados obtenidos fueron (Fig. 41):
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FIGURA 40.--Disbersi6n de tamafios moleculares del 3H—
-DNA exbuesto 60 minutos al medio no nu-
triente desprovisto de'células de Euglena.
Ausencia dé efecto degradativo.

---@--- 34-DNA control.
s B NaCl 35 mM, ;in células.
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FIGURA 41.- Dispersién de tamafios moleculares del 34-DNA
arrastrado bor el lavado con 2 x 5 ml de aci
do iodoacético 0,08 M pH 7, a los 10 minutos
de incubacidn con Euglena. Medio no nutrien-
te.

--@-- Lavado con lAc.
& 3H-DNA control.
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FRACCION LAVADO IAC CONTROL 3H-DNA
MR + II 0,8 5,4
III 11,4 26,7
v 61,4 33,0
v 25,0 28,0
VI 1,0 5,6
VII 0,1 1,2
VIII 0,2 0,1

El lavado con IAC se efectud después de dar tres lavados sucesivos
con NaCl 35 mM, el iltimo de los cuales presentd una radiactividad del
0,1% respecto del primere.

La fraccidn principalmente arrastrada por el &dcido iodoacético a pH
7 es la fraccidn IV (arnmastre adicional sobre el 3H-DNA Lavado por el
NaCL). Hay un sensible desplazamiento hacia fracciones mds polimeriza-
das respecto al PM en peso que se observa en el lavado con NaCl 35 mM.
Ello concuerda plenamente con el dato encontrado en Tetrahymena pyrifor
mis y con los precedentes bibliogrdficos ya citados (Meizel y Kay, 1965)
que establecen un arrastre de las fracciones mds polimerizadas adheri-

das a la superficie celular.

4°) 34-DNA incorporado en tiempos cortos y largos

A un tiempo de 15 minutos, los resultados obtenidos para el 3H--DNA

incorporado y remanente en el medio extracelular fueron:

FRACCION LISADO 15" MEDIO NaCl 35 mM CONTROL 3H-DNA
MR +1I 5,6 0,0 0,5
III 4,6 18, 0% 5,5
v 24, 0% 30,0 33,0%
v 4,1 29,1 34,0
VI 18,6 19,9 24,0
VII 2,9 2,4 2,8
VIII 0,3 0,5 0,3
100,1 100,0 100,1
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La figura 42 nos da su expresidn grdfica.

De nuevo puede verse un aumento (en la fraccidn maxima) def PM en pe
50 del 3H-DNA asociado nespecto al que queda en f_e,t med{o. Sin embargo,
a 15 minutos ya se obsewa fa aparicifn de una cierta §raccibn NR + 11,
hecho no detectado en tiempos mds cortos y obviamente debido a las exo-
nucleasas endocefulares. La fraccidn V (mixima en el lisado) puede gene
rarse por endonucleolisis de fracciones mayores.

Es significativo el hecho de que la fraccidn IV asociada a Euglena,
esté disminuida en relacién_a la presente en el control. Al mismo tiem-
po, en el medio permanecen aumentadas las fracciones menos polimeriza-
das. Todo ello nos lleva a proponer un esquema de captura selectiva de
las fracciones de mayor tamafio, que a continuacidn sufren una degnrada-
cifn endfgena Lenta (mis lenta, al menos, que la encontrada en Tetrahy-
mena pyriformis). Su aparicién mds tardia, junto con los sintomas de la
actividad exonucleolitica paralela, sugiere un mecanismo degradativo no
ectoenzimdtico que seria llevado a cabo, no obstante, por las nucleasas
endocelulares. El fendmeno seria pues distinto al que propusimos en Te-
trahymena ya descrito en el apartado III.a.2.2 de esta dicusidnm.

A tiempos de incubacidén muy Langos (24 horas) y en medios no nutrien
tes (NaCl, KC1, LiCl y NH Cl todos ellos 35 mM) se comprobo que la de-
gradacibn aparente del H-DNA no era muy acusada. Los resultados se ex-

presan en las siguientes tablas comparativas y en las figuras 43 y uk.

| FRACCION Li c1 Na C1 K Cl NH, C1 CONTROL SH-DNA

MR + II 1,7 1,2 1,0 0,2 0,5
III 4,5 5,4 4,3 3,6 6,0

v 66,0% 57,0k | 70,0% B4, 0% ° 66,0%

v 23,0 31,0, | 18,0 26,0 ‘ 24,0

VI 4,0 4,5 5,5 5,0 2,8
~vII 0,8 0,6 0,7 0,6 0,4
VIII 0,1 0,5 0,2 0,2 0,2

Las cromatografias de los lisados de Euglena nepnoducen exactamente
el espectrno de dispersibn de tamafios moleculares del 3HwDNA control. Es
un 3H-DNA muy degradado (por autorradiolisis durante su almacenamiento),
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FIGURA 42.« Dispersion de tamafios moleculares del 3H-DNA
asociado a Euglena en 15 minutos de incuba-
cion ( ---@--- ), del 3H-DNA remanente en
el medio y arrastrado por el lavado con NaCl
35 mM al mismo tiempo ( @ ). Control
3l-IQDNA: smectpemi— . Medio no nutriente.
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cuyo PM promedio en peso es aproximadamente 2 x 106 daltons.
Sin embargo, pana un 3H-DNA de mayorn tamaio inicial, (107 daltons)
se obtuvieron, a las 24 horas de incubacién en presencia de sodio y po-

tasio, los siguientes resultados: (Figura 44).

FRACCION Na Cl X C1 SH-DNA CONTROL
NR + II 0,2 0,1 0,0
Il | 5,8 7,6 3,2
v 35,64 35,94 13,3
v 28,6 29,6 20,4
vI 20,2 18,4 bl 4k
VII 7,4 6,2 15,3
VIII 2,3 2,2 3,4

Aparentemente, la degradacidén en Euglena no progresa, en 24 horas,
de la fraccién IV. Una alternativa -ciertamente especulativa- para expli
car este dato, seria aceptar que el DNA exdgeno incorporado en estos me
dios no nutrientes, 8¢ {ntegrara en ef DNA det huésped, ofreciendo un
espectro con m&ximo en la fraccidn IV cuando se cromatégrafia. Pero he-
mos de aceptar, no obstante, que el DNA exdgeno haya sido degradado pre
viamente y sus fragmentos -incluso los nucledtidos procedentes de la
exonucleolisis ya referida- utilizados en fa nesintesis del DNA propio
del cultivo, que en ese tiempo experimentd un aumento de la poblacidn
individual de 3/4 aproximadamente (de 5 x 10° cells/ml pas$ a 8,5 x 10
cells/ml a las 24 horas de ayuno en la oscuridad). La ausencia de frac-

6

ciones NR+II a estos {iempos, en contraposicién a lo encontrado a tiem-
pos m&s cortos (15 mifdutos), indicarfa su utilizacién e incorporaciédn a
las fracciones mayoritarias del DNA huésped, aceptando para &stas un PM
en peso pequefio (IV, V y VI) con mixima participacién de la fraccién IV.

La posibilidad de aceptar una escasa efectividad de las DNA asas en-
docelulares de Euglena, de modo que el 3H-DNA exdgeno escapara a su ac-
cidn, permaneciendo intacto dicho tiempo de 24 horas en el citoplasma
celular, no parece una alternativa muy firme. '

Sin embargo, una s {tuacifn de compromiso entre ambas posibilidades,
traeria consigo que éunque fragmentos degradados del 3H-DNA exSgeno re-

sistieran las 24 horas en estado polimerizado (algo menor de fraccidn IV),
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' FIGURA k4.~ Dispersién de tamafios moleculares del 3R-DNA retenido '
por Euglena a las 2k horas de Incubacin en medios no
nutrientes. ‘
=-@~~— KC1 35 mM.
4 NaCl' 35 mM.
--m— Control SH-DNA (alto F’ﬁp).



los nucledtidos liberados simultdneamente e incorporados al DNA huésped
(de tamafio molecular mis alto que el supuesto en la primera posibilidad)
enmascarasen La degradacibn endonucleolitica al estan integrada su ra-
diactividad en Las §racciones mis polimerizadas, del DNA del hudsped.

5°) Influencia de la temperatura en la degradacidm del 3H—-DNA incorporado

Se llevd a cabo un experimento anilogo al realizado en Tetrahymena
pyriformis, cromatografiindose por duplicado las incubaciones wrealiza-
das a 0-4°C y a 29°C, durante 65 y 60 minutos respectivamente.

Los resultados expresados en la figura 45 fueron los siguientes:

3

FRACCION 29°C 0~ 4°C H-DNA CONTROL
NR +II 1,3% 0,0% 0,0
III 7,0 2,9 0,0
v 48,4 (T 5)% 63,1 (L 6)% 23,0
'/ 33,6 27,1 24,9
Vi 9,1 6,2 30,0%
VII 0,7 0,8 16,9
VIII . 0,0 0,0 5,2
TOTAL 100,1 100,1 100,0

A un tiempo de 60-70 minutos, el 35-DNA ingerido ya ha sufrido una
degradacibn notable, con miximo en fraccidn IV, hecho que contrasta con
los datos obtenidos de incubaciones mds cortas, indicativos de una cier
ta selectividad de captura.'La temperatura parece aumentar fa exonucleo
Lisis al tiempo que disminuye la degradacidn a fraccién IV. La fiabili-
dad de los datos cromatogrificos (10% de error en cada fraccidn) no nos
permite establecer este hecho definitivamente. Por el contrario, pode-
mos afirmar que la degradacidn a fraccifn IV progresa conforme aumenta
el tiempo de incubacién (en el intervalo investigado desde los 15 minu-
tos a los 60-70 minutos).
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FIGURA 45.~ Influencia de la temperatura de incubacién en la degra
dacién del 3H-DNA asociado a Euglena durante un tiempo
"medio''. Medio no nutriente.
@ 29°C, 60 minutos.
--@-- 0-4°C, 65 minutos.
~—-- 34-DNA control.



III.b.2. CINETICA DE ASOCIACION °H-DNA - EUGLENA.

PULSOS DE 1 MINUTO DE DURACION

Ya ha quedado descrita, en el apartado III..b.1.3, la cinética de aso
ciacidn que sigue el DNA expuesto a un cultivo de Euglena preincubado
con DNA de timo de ternera durante periodos de tiempo diferentes. En di
cho experimento llegamos a concluir la existencia de una pinocitosis
"por cargas acumulativas" del DNA presente en el medio, no nutriente,
de incubacidn.

Estos mismos experimentos se realizaron preincubando diferentes tiem
pos, cultivos ayunantes de Euglena gracilis en presencia de RNA de leva
dura y poliglutémico.

III.b.2.1. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON RNA DE LEVADURA,

EN LA CAPTURA DE 3H-DNA

En la figura 846 se han representado los valores obtenidos para las
diferentes capacidades receptivas que presentan, para el 34-DNA de pul-
so, células de Euglena preincubadas diferentes tiempos con RNA de Leva-
dura.

Desde Los primeros instantes, la concentracidn externa de RNA (24,4
ug/ml), satura fa superficie de Euglena, de modo que en el minuto de
pulso, el 3H-DNA capaz de incorporarse es el mismo sea cual sea el tiem
po de preincubacibdn; el nivel de incorporacibn es, en todos los casos,
muy bajo.

El fenSmeno corresponde con los hechos encontrados en Tetrahymena,
indicando que el nfimero de moles de RNA presente en el medio es suficien
te para imantener bloqueados Los puntos receptores de 3H-DNA. No se ob-
serva Liberacifn del RNA adherido en el periodo de tiempo inwestigado.

III.b.2.2. INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON PG EN LA CAPTURA

DE 3H--DNA

Segin se observa en la figura 47, todo parece indicar que {a ocupa-
cibn de La superficie de Euglena por el PG es mis Lenta que con cual-
quien ot polimero anibnico ensayado. A un tiempo de 3-5 minutos de pre
incubacién, el 3H-DNA puede incorporarse en mayor proporcifm, si bien
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no es muy significativa la diferencia cuantitativa con respecto a otros
tiempos.

No hay Liberacibn del poliglutdmico asociado. Por el contrario, a
tiempos mayores de 8 minutos, el nivel permitido de captura es constan-
te y su diferencia con el nivel mé&ximo alcanzado muy pequefia. La canti-
dad de 3H-DNA incorporado, en wg/célula, es significativamente mayor
que la que hacen posible el RNA y el DNA de preincubacidn. Todo ello,
conduce a suponer una escasa {nteraccidn entre el poliglutémico y Eugle
na. El 3H-DNA de pulso, interaccionaria favorablemente con la superfi-

cie, desplazando al PG retenido.

III.b.2.3. SATURACION SECUENCIAL CON DNA, RNA Y PG

La figura 48 muestra como en ef intervalo de concentraciones en que
se ha experimentado, no hay variacibn apreciable de la incorporacién de
3H-DNA, conforme se aumenta la cohcentra:‘én de preincubacidn de cual-
quiera de los biopolimeros. Estas conceiiir:tiones parecen pues suficien
tes para que se alcance la satunacibn de ros puntos superficiales que
reciben al DNA de pulso.

Sin embargo, £0s valores de w que se aleanzan con el PG son conside-
nablemente mayones que Los Logrados con DNA y RNA (en este orden). Ello
supone que el 3H-DNA de pulso, dgsplaza con mayor ventaja el PG de los
sitios receptores (y logra ocupar mi&s huecos), después a un biopolimero
homdlogo (DNA de timo) y finalmente, el desplazamiento que es capaz de
hacer a moléculas de RNA, es el menos favorable para su incorporacidn.
Estos datos constituyen una confirmacidn de los encontrados cuando se
estudid la cin&tica de asociacién entre dichos polianiones y Euglena.
Al mismo tiempo, coinciden conceptualmente con los datos encontrados en
Tetrahymena.
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IVv. CONCLUSICIEC:

Se han investigado diferentes variables que influyen en la {ncoapora
cibn directa del medio de H-DNA exdgeno a células de protozoos. Asimis
mo, la fase de {nteraccién primaria biopolimero «—s célula ha sido ca
racterizada en atencidén a factores quimicos y fisicos capaces de alte-
rarla.

Los datos experimentales han sido procesados con arreglo a un fuata-
miento estadlstico. Las conclusiones cuantitativas hay que valorarlas,
por tanto, con el grado de fiabilidad que permiten los enwnres expers-
mentales obtenidos, resefiados todos ellos en el apéndice de esta Tesis.

) _ :
A) La cuantia de £a captuna se incrementa de modo lineal conforme au .

menta la concentracidn de 3H-DNA presente en el medio, en el intervalo
desde 0,24 ug/ml hasta 25 ug/ml.

B) E1 medio de incubacibn, modifica la cinética de captura de 3H-DNA,
manifestdndose de este modo alteraciones fisioldégicas relacionadas con
la negulacibn ibnica del protozoo; estos fendmenos son capaces de modi-

ficar el estado electrostitico de las células y por tanto su capacidad
de incorporar 3H-DNA. '

C) Los datos cinéticos de incorporacién en presencia de {6n sodio
evidencian un fendmeno de captura répida-cesién gradual distinto del em

contrado en otros medios.

D) La captura de 3H-DNA es mayor, en unidades mdsicas y en unidades
molares, conforme se incrementa el peso molecularn promedio en peso del
3H-DNA de ensayo. Este incremento es diferente, en su orden de magnitud,



al considerar los ug/cé&lula incorporados o el n° de moléculas/célula.

E) La asociacibn del 3H-DNA con histonas totales de timo de ternera,

no afecta a la cinética de incorporacidn.

F) En un medio definido, la cinética de incorporacidén es similar a
la descrita para los procesos en presencia de idn sodio. Los niveles
capturados se modifican favorablemente por efectores metabblicos (ATP,
GTP), que aportan la energia necesaria para los procesos relacionados

con la endocitosis (formacién de canales, reparacién de las estructuras

empleadas, etc.).

G) E1 ATP e84 mds eficaz como promotor de la endocitosis (y como repa

rador de las estructuras) que el GTP.

H) El aumento de femperatura disminuye la incorporacidn de 3H-DNA a
Tetrahymena. El fendmeno esti relacionado con una {nhibicifn de La fase
de interaccifn primuria DNA-célula, con una mayor degradacifn del JH-DNA
asociado a Tetrahymena y con los fenSmenos de regulacifn {fnica que

también se alteran por esta variable.

K) En un minuto de tiempo de interaccidn el 3H-DNA 8dlo alcanza la
superficie celular (autornadiogragia).

L) La superficie celular sigue un proceso de ocupacibn-Liberacibn
con un minimo en la receptividad para el nuevo 3H--DNA de pulso a 3-4 mi-
nutos y una estabilizacidm a partir de los 10 minutos (nivel m&ximo).

M) La saturacidn de los receptores (de DNA) con RNA es mfs fenta que
con DNA; asimismo ocurre con el proceso de de-saturacifn consiguiente.

(El minimo en la receptividad del pulso, se encuentra a 13-15 minutos).

N) El polimero anidnico poliglutdmico (PG) no presenta el doble fend
meno de ocupacidn-liberacidn encontrado con RNA y DNA. La saturacidn de
la superficie es gradual y acumulativa, relacionindose este comportamieu
to con la induceibn -no sinenbnica- de prccesos de pinocitosis que, pro

. . eq s ! . s .
gresivamente, inutilizan los receptores ¢ serficiales de polianiones.

0) La inhibicidn de la receptividad para el 3H-DNA de pulso en la su
perficie celular es mis sensiblaigl aumento de la concentracifn de pre-



1I)

Ancubacibn (en unidades mésicas), de RNA y DNA (en este orden) que de
PG. Este hecho se relaciona con la estequiometria de £a interaccin po-

limero-receptor.

P) E1 RNA es un inhibidor levemente mds fuerte que el DNA y ambos lo
son considerablemente mids potentes que el PG, demostrando aquellos una
mayor afinidad por el neceplor que este @iltimo.

Q) E1 344-DNA que interacciona con Tetrahymena {iempos ftan cortos co-
mo 1-2 m{nutos aparece degradado tanto en el medio de incubacidn como
el que permanece asociado a las células (endonucleolisis ectoenzimdtica).
La degradacidn es endonucfeofitica principalmente aunque hay sintomas
evidentes de exonucfeofisis a tiempos mis largos. Ambas actividades pro

gresan conforme aumenta el tiempo de interaccidn 3H-DNA-células.

R) La preincubacién con DNA y PG no afecta a la degradacién endonu-
cleolitica; sin embargo, £a preincubacién con RNA fa estimula.

S) La &iberacién hacia el medio del DNA unido a la superficie de Te-
trahymena, se relaciona con la degradacién producida sobre aquel por una
DNA-asa ectoenzimitica. Esta actividad 4e estimula por La presencia de
RNA en la superficie celular; al mismo tiempo el .{ncremento de La degra
dacifn es el factor responsable de la mayor {nhibicién aparente que pre
senta el RNA frente al DNA. El té&rmino "aparente" significa que el 3H-
-DNA de pulso aparece asociado en menor cantidad (cuando la preincuba-
cidn se realizd con RNA) porque &u £iberacibn es mayor al ser mds inten
sa su degradacibn.

T) Se ha puesto de manifiesto un fenémeno de competencia por los pum
tos receptores entre DNA y RNA, de forma que el RNA es desplazado con
mds eficacia por el 3H-DNA de pulso de mayor tamafio molecular. Este he-
cho se relaciona con la mayor carga electrostitica por molécula.

Por otro lado, utilizando medios no nutrientes para:el estudio de la
interacci6n DNA-cé&lulas de Euglena, se ha llegado a las siguientes con-

clusiones:

U) la cuantia de La incorporacibn aumenta de modo lineal al incremen
tarse la concentracién de 3H-DNA en el medio de incubacidén. El interva-
lo de concentraciones ensayado va desde 5 ug/ml hasta 25 ug/ml.



V) La concentracifn exterion de ifn sodio influye en los niveles de
34_pNA capturados. EL mi{nimo presentado a concentraciones 18-30 mM de
NaCl se interpreta como una consecuencia de los efectos contrapuestos
producidos por 1a sal tanto en la accedibilidad (conformacién del recep
tor) como en la carga electrostitica de las c&lulas como consecuencia

de la intenionizacién de iones Na'.

X) EL medio no nutrniente de incubacifn afecta a la cinética de incor
poracidén de 3H-DNA.

En presencia de K* existe un fendmeno de pinocitosis acumulativa que
tiende a la satwuacidn.

En presencia de Na¥, existe un proceso de pinocitosis discontinua
"por cargas" determinado por los diferentes esitados de ocupacifn-Libera
cibn que s4igue La superficie de Euglena.

Y) EL 7ﬂb del 3H-DNA presenta un vafor 6ptimo para su incorporacién
en presencia de ién K*. El hecho se relaciona con la dualidad de efec-
tos antagdnicos derivados de la menor afinidad de las moléculas peque-
fias (menor carga electrostitica) frente a la menor accesdibilidad a los
receptores de las moléculas grandes (diferente conformacibn en este me-
dio), junto con una variacidn en la estequiometria de la asociacién
DNA-c&lula (ocupacibn de vanios racepiones por moléculas grandes).

En presencia de i6n Naf, se prefieren . :s mol&culas de mayor tamafio,
siendo por tanto, de importancia ﬁrincipal en este medio, el efecto de
La canga electrostdtica.

2) EL descenso de fa temperatura disminuye la capacidad endocitética
de Euglena.

A') E1 RNA de preincubacién, satura en tiempos muy cortos, la superfi
cie de Euglena. En contraposicidn a lo observado con el DNA de preincu-
bacién en NaCl 35 mM, no se advierten variaciones con el tiempo en el
estado de ocupacidn de la superficie por el RNA, y el nivel de incorpo-
racidn del 3H-DNA de pulso es muy bajo.

B') La ocupacién de La superficie pon ef PG de preincubacidn es mis
lenta que con RNA y DNA. Tampoco se observa el fenSumeno de liberacién
descrito para el DNA. E1 PG adherido a la envoltura de Euglena es {deil
mente desplazado por el 3H-DNA de pulso.



C') La afinidad por la superficie de Euglena de los polianiones ensa
_yados es, pon onden decreciente: RNA > DNA >> PG,

D) EL 3H-DNA asociado a Euglena en tiempos cortos, presenta una dis
tribucidn estadistica de tamafios moleculares mayor qQue el 3H-DNA.de par
tida, postuléndose una capiura selectiva de Las moféculas de mayorn tama
fo. Al mismo tiempo el aH-DNA'del medio aparece mis degradado.

E') La degradacidn del 34-DNA del medio no se debe a una endonuclea-
4a exocelular como se detectd en Tetrahymena.

F') El dcido Iodoacético 0,08 M provoca un arrastre adicional -sobre
el 2avado con NaCl- de las fracciones de @ayor ?ﬁ; asociadas a Euglena.

G') La degradacifn endonucleofitica es en Euglena de cardcter endoce
Lular y transcurre, por tanto, con mayor lentitud que la detectada en
Tetrahymena, de naturaleza ectoenzimitica.

H') la exonucleofisis también esti presente en Euglena, manifestdndo
se en tiempos medios (1-2 horas). Esta actividad &e incrementa con La
temperatura.

1') A tiempos de incubacibfn muy Largos, la degradacidén del 3H-DNA in
corporado no progresa mis alli de las fracciones IV y V; en dependencia
del tamafio del SH-DNA de partida, desapareciendo Las f§racciones NR+IT
(exonucleolisis).

J') Este comportamiento se interpreta como una consecuencia de la
participacién en el espectro global del DNA asociado a Euglena, de frag
mentos degradados con el DNA propio del huésped, marcado radiactivamen-
te por la utilizacidn en su resintesis de los nucledtidos liberados en

la exonucleolisis.

K') Todos los datos llevan a proponer para Euglena un esquema de cap
tura selectiva de las moléculas de mayor tamafio; £0s8 fendmenos de aso-
elacibn-Liberacidn presentados por el DNA no estdn relacionados en Eu-
glena con una actividad ectoenzimdtica endonucleolitica, sino con efec-
tos derivados de la carga electrosidtica de dichas moléculas modificado
ras de algunos procesos implicados en la regulacién idnica de este fla-
gelado.
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APENDICE

A continuacién se detallan las condiciones experimentales que en ca-
da caso dieron lugar a la obtencisn de los resultados recientemente dis
cutidos.

Las correcciones realizadas se han detallado en el Material y Métodos
de esta Tesis, al igual que el ﬁrocedimiento émpleado en el proceso es-
tadistico que han seguido los datos, con arreglo al ciiterio de Chauve-
net. '

En este Abéndice se recogen asimismo todos los valores experimenta-
les obtenidos, indic4ndose la desviacifn estandar oniginal y la desvia-
cibn estandar neducida después de haber desechado el valor mis lejano a
la media, siguiendo el mencionado criterio de Chauvenet.

Las nuevas medias aritméticas asi conseguidas. se han utilizado para
la elaboracidn de los datos (ng/cel) que se representan en las corres-
pondientes figuras o bien, si la discusidn no lo requiere, se han repre
sentado directamente en cpm. ‘

Algunos valores independientes no han podido ser tratados de este mo
do, por no derivarse de la media de tres medidas experiﬁontales.

El experimento de incubacién directa en un medio definido (en presen
cia de ATP y GTP), realizado con Tetrahymena pyriformis, es el @inico ex
perimento no procesado con arreglo al criterio de Cﬁauvehet.

Las Cromatograffas en DEAE-Celulosa, ofrecen unocs valores porcentua-
les de las diferentes fracciones eluidas; la desviacién estandar estima
da para todas 'las fracciones es del 10% de su valor. (Ejemplo: 68%+6,8%).
Los datos experimentales que figuran con un signo (-). son los desz2chados
por el tratamiento estadistico.



= 100 =

INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION.DE SH-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO
) (TETRAHYMENA PYRIFORMIS)

Medio de incubacién =medio de cr‘céyinrlion“to completo.
(Células): 1,5 x 10%/m2. ’ | |
(SH-DNA): variable. 7

Tiempo de incubacidn: 10 ninutos (constante).
Alicuotas: 0,75 m{.

Lavados sobre el filtro: 2 x 5 ml de medio de incubacidn a 0-4°C.

Volumen incubacidn: 25 ml.

RESULTADOS: en Cpm, segin tabla de tratamiento estadfstico de datos.

TETRAHYMENA PYRIFORMIS

EXPERIMENTO: Iafluéncia de la concentracitn de H-DNA en su captura directa del medio

: Deﬁr. Media Desv, rro 3
N . . .
Yl Yz : .Ya M.ad# tipica. % i? as | tipica. % E(pif,c d. H-DNA
‘3us | 618 | - 1119 693 | ‘393 | se,.66| we1 | 103 | wo,26{ 111 | 0,24 ugm1
423 713 | -220s | 780 | 395 so,e6] se8 | 208 | 36,30 118 | oue ®
g | 2283 1813 | 1638 | woz | 21,90| 1838 | wo2 | 21.90| a2s2 | 1,00 *
3815 | 2608 [ -u101 [ 34t | 247 | e.uu{ seut | 2u7 | 66| 243 | w00 »

13508 | 13580 | 11621 | 12028 | 1132 | s,76| 12028 | 1132 | e,76| 653 | s00 =
120 | 25778 | aes1e | assor | e72| 6,27 sso7 |- 972 | e,27} 661 | 12,00
20iis | 19723 | - 20098 | 20364 | @15 | 3,07] 203 | @15 | .3,02] ass| 26,00 -

26623 °| 25239 27678 | 2w79 | 139 |- w, 07| 26879 [ 2a9% | 4,87 e89| 24,00 "
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CINETICAS DE CAPTURA DIRECTA DE 3H-DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES (Tetrahy

mena Pyriformis)

Medios de incubacidn: LiCl, NaCl y KCl, 35 mM, pH 7.

(Células): a) LiCl = 1,15 x 10%/m1.
b) NaCl = 1,5 x 10%/m1
¢) KCI = 1,08 x 10%/m1

(°H-DNA) = 1,27 ug/ml. |

Actividad especifica = 1,98 x 10° dpm/ug (239 ug/ml).

Eficiencia: 8,5% (patrones)q,. ‘

Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml con el medio de incubacidn a 0-4°C.

RESULTADOS: Tabla siguiente

cpa dpa | dpm/cel | wgleal | tE; | ot
20110 w2470 | o598 | 0,30 0,002 {  1'1s"
20913 ue03s | o828 | 0,22 | 0,002 | o0’ o
24910 293088 | - 0,510 . 0,28 0,014 2 Litio
14387 169259 0,294 0,15 0,008 - u2' '
112090 12235 | 0,248 0,12 <= ] eor.
7013 - | #2508 . | 0,144 . 0,07. 0,006 .| 106'.
79512 | -93s43s 1,250 0,63 0,014 . 1'30"
27519 323753 |, 0,432 0,22 o008 | st |
20407 - | 2v0082 | 0,320 0,18 0,002 | 26 | sodio
12464 16635 | 0,196 0,10 . | - | we
6wa | ‘71070 | 0,098 | o005 .| o,00w.] ‘70
s300% 62353 | 0,082 | .o,08 - | t0s
1su00 - | 181176 | ‘0,336 0,47 0,002 T grasw
20160 237176 0,440 ©0,22 | o008 | e
e | 170262 | 0,316 0,16 0,000 | 2w o
7941 93423 0,172 0,00 | 0,00 “0' | Potasio
. 7128 . 83823 0,56 | 0,00 . - | e
5331 62718 10,118 0,06. | 0,001 90"
w900* | .'s7e47 | -o0,308 | 0,08 - 120°
*Inqubaciohu individuales (sin tratamiento estadistico).
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INCORPORACION DIRECTA DE UN COMPLEJQ H—DNA-HISTONAS
(Tetrahymena pyriformzs)

Medio de incubacién: NaCl 35 mM.
(Células) = 1,3 x 10%/ml.
(3H-DNA-Histonas) = 1 mg/ml.
Actividad especifica = Qés¢§nocida.
- Lavados: 2 x 5 ml de medib de incubgcién a 0-u4°C.

Alicuotas: 0,5 ml.

RESULTADOS: En cpm, segﬁn figura en el correspondiente cuadro de trata-

)

miento: estadfstico de datos.

_ TETRAHYMENA PYRIFORMIS

EXPERIMENTO: Incorporacién directa ds un complejo sa—ﬁNA-Hhtomb et medio no nutriente. cxu‘; 35 mM,

o | T | T | 7y [ews (D n ate (Dol kB
T1v30" | -8525 | 11488 | 11468 | 10620 | 1825 | 17,19 | 11667 | 262 162 |
7 4732 5488 | .8315 5176 | 396 | 7,65| S178.[ 2396 228
10° ueu1| 4361 | 4460 | uue7 | 1u1 3,16 uu8? e 8%
w3on | suer| ase0 | suge | 3sos | :so | 13| 3sos | ko 28
'19'30" 3405 | - u14s a1 3575 | s06 | auw,asf 3201 | 161 1]
27 2463| 2259 | 2393 | 2381 | 103 | w,39| 2351 | .10 9
a7r | 2190 20u8 | 1e0 [ 2076 | 102 | w,08] 2076 | | 202 s8
YU 1797 1900 | 178 | teas | 7| w,27| 1es|. 7 '™
60" 199 1687 1793 | 1659 | aus | 8,97 1659 | 1% s
722, | 1875|1316 1374 | 1385 38| 2,49 1955 33 19
8y au8s| 1394 | - 12203 [ 3360 | 243 | 120,58| dwas | “eu £
B TY 1080] 1025 | 9s0 | 1021 ] ‘eo | 5,88 2022 ] 60 )
145° 778| . 704 -951 811 | 126 | 1s,61] 71| ss - 30
210" pee| -uos [ so2 | - wes | S0 g0,81). weu]| - a3 6
260" Cwbt| awe | ase |  ss2| es| 17,08 | sz 9 '8
280 sos] 2es.| 206 | . 206 | 23| 3,88 - s9e| a1 .
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INFLUENCIA DEL PM DEL 3H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO.
(Tetrahymena pyrlformls)

(1) §ﬁ§'= 6 x 10° daltons.

Medio de incubacidn: Naéi 35‘mM.‘

(Células) = 1,5 x 10%/m1.

(3H-DNA) = 1,27 ng/ml

Aétividad especifica: 1,98 % iOG dmp/ug (239 ug/ﬁl).
Eficiencia: 8,5% (patrones).r o
Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubacibn a 0-u4°C.

@brrespondé ala experiéncia de "Cinética de captﬁra directa en medios

no nutrientesa.

(2) PM 106 daltons. Se utilizé el mismo 3H-DNA degradado espontfnea

mente hasta dicho PHP y 2 1a misma cancentraczén en ug/ml, el mismo nﬁw
mero de células por ml, mismos volﬁmenes alfcuotas y lavados.

La eficiencia fue en este caso del 10% medida tambi&n con la ayuda
de patrones.

Sin embargo, los resultados no han sido tratados ostadisticanente
por derivarse de filtraciones Ginicas para cada tiempo

RESULTADOS
cpm dpm | vdpm/cél ng/cel ?1§o.
sgu32 | 584320 | 0,78 0,39 . 1
23157 |* 291570 | 0,30 | 0,15 6
18135 | 181350 | 0,24 0,12 15
13556 | 135560 | 0,18 0,00 | 22
6324 | 63240 0,08 0,04 f;"gao




INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION EN LA INCORPORACION DIRECTA

Medio. de incubacidn:
(Células) 106/ml.

3

DE

(3H-DNA): 1,2 ug/ml.

Actividad espeeiflca' 1,98 x 10 dpm/ug (239 ug/ml).

Eficiencia: 12,5% (patrén).

Alicuotas: 1 ml. ’ \ ,
Lavados sobre el filtro: 2 x § ml de medio de incubacidén a 0-u4°C.

Volumen de 1ncubaci6n. 10 ml.

H-DNA-TETRAHYHENA PYRIFORMIS

Medio de crecimiento completo.

RESULTADOS : En cpm, segﬁn tabla de tratamlento estadistico de los datos.

cpa - : dpm dpm/cel ‘ulcol tine <
125304 | 100232 | - 1,00 0,50 8 |
112735 | 901880 | 0,9 0,45 . | . so 0°-4o¢
esesw | 767152 | . 0,77 0,39 60
93379 747052 | 0,75 10,38 10!
82778 | es2224 | - 0,66 0,3 | sa 160
55621 444968 R 0,22 70°
- 46523 372184 10,37 . 0,19 s
8178 | esu2e 0,06 0,03 | wo' | -29°c
2627 . |- .21006 | .0,02 | 0,01 .| 70

TETRAHYMENA PYRIFORMIS

EXPERIMENTO: -Influencia de la temperatura de fncubacién, en la incorporaciSn directa de 3H-DNA.

c e

tipe, | Y 10 YZ ¥y o | Media ;t?l:i:::;. * ?ﬂ? 12- g;i.:;. b Eé;)@ S.| obeervac.

8 mins | 226548 | 125012 | 123452 | 125304 | 1635 | 1,30 | 125304 | 2635 | 1,30 | ou3 0°-uoC -
30 " ] 112101 | 111008 | 115057 112735 | ‘2088 | 1,85 | 112735 |- 2088 |: 1,85 | 1208 0°-uoC
60 " . |-123079 | 1po623 | 91166 | 101889 | 11409 | 11,20 [ 9sess | eee7 [ 6,97 [ 3860 0°-4°C

10 * {91900 |, ‘gus00 | ~7us10 87122 | 10936 | 12,55 | 93379 | 2091 | -2,2 | 1207 18°¢

33 * | 7euse| 7828 | suosy | 2778 | s7e1 | 7,00 | -82778 | S791 | 7,00 | 333 18°¢c

70 * 59312 | . 56588 | 50962 | 55620 | w258 | 7,66 | 55620 | 4258 | 7,66 | 2use isec
g o» 49285 | 43762 | -3u981 | 42676 | 7213 | 16,90 46523 | 3908 8,39 | 2254 ~ 29°C
%0 -seeu |- 7999 | - e3se | 73u0 | w2 | 19,98 | ‘e178] ‘2s3.] s,10( 1ee 29%c

7 ° a6 | 2638 | 2ve1 | 2627 aw | sae| 2627| 187 | sa| 21%¢

——
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DIFERENTES TIEMPOS ﬁE PREiNCUBACION CON RNA DE LEVADURA
(Tetrahymena Pyriformis)

Medio incubacién: Medio de crecimiento completo.
(Células): 9,1 x 105/m1. |
(3H-DNA): 0,49 ug/ml (pulsolcon 2 ul).
(RNA) = 90,9 ug/ml (150 ul, solucién 1 mg/ml).
Actividad especifica: 2,47 x 10° dpm/ug (407 ug/ml).
Alicuotas: 0,5 ml.
Volumen incubacién: '1,65‘mi.‘ ,
Eficiencia: 5% (Relacisn de canales).

Lavados sobre el filtro: 2 x 5 ml de medio de incubacibn a ofu°c.

- RESULTADOS:
cpm . dpm dpm/cel ng/cel |- tpreinc.

1849 36980 0,0814 0,033 1!

1021 20420 0,0449 0,018 3

1016 20332 0,047 0,018 6

448 8974 0,0197 0,008 13"

2252 45040 0,0991 0,040 21'

3273 65472 0,1440 0,058 31

2506 50136 0,1108 0,045 45!

TETRAHYMENA PYRIFORMIS

E)-(PBRJ,MENTO: Dihunto_s tiempos de preincubscién con RNA de levadura.

reie.| By | Yy | ¥y [Mean 1 e (e | DR % | EEE
— - — " " e
1 -28820 | 10122 | 18859 | 21933 | 5975 | 27,24 | 1sw%0 | s21 | 2,82 | s00
3 10569 9634 | 10828 | 10210 sos | u,9u | 10210 sou |- w00 | 291
6 909s | 10437 | -13722 | 113sa | 2070 | 18,24 | 10166 33| 3,77 | 21
.19 9103 |, w791 | -6338 5103 | 1109 | 21,74 |. une? w29 | 9,858 | 2u7
tHY 25173 | 21009 | 21379 | 22520 | 230s.| 10,23 | 22520 | 2308 | 20,29 | 1330
i 30195 | ‘21035 | 20979 |. 92736 | wesw | 15,27 | 32738 | weee | 15,27 | 2006
ust | 25006 | 2379s. | 2ev08 | 2s0es | 1308 | 5,20 | 25088 | 2208 | 5,21 783
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DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON‘POLIGLUTAHICO
(Tetrahymena pyriformis)

Medio de incubacién: Medio de crecimiento completo.

(Células) = 9,87 x 195/m1.

(SH-DNA) = 0,34 pug/ml (pulso con 2 ul).

Actividad especifica: 2,74 x 10e dpm/ug (352 ug/ml).

(PG) = 12,3 ug/ml (25 ul, sol. 1 mg/ml); PM = 48000 daltons; (308 restos).

Alicuotas: 0,5 ml. ‘
Lavados sobre el filtro: 2 x 5 ml de medio de incubacifn a 0-4°C.

Volumen de incubacidn: 2,025ml.

Eficiencia: 6,7% (Patrdn).

RESULTADOS:
cpm . . dpm- .| dpm/cel ng/cel :tE einc.
33008 | 495120. 1,00 - | 0,180 I U
27176 | 407640 0,827 0,148 ar
26598 | 398870 | 0,809 0,145 5
.27148 | 407220 0,826 0,148 Y
26887 | %03305 0,818 0,147 . 15’
24370 | 3esses | 0,741 0,133 200
25514 | 382710 0,776 0,139 | 30
24110 | 361650 0,734 0,131 - s2°
21323 | a198us 0,649 0,16 | 70

TETRAHYMENA PYRIFORMIS |

EXPERIMENTO: Diferentes tiempos de preimcubacién con poliglutdmico.

Yretne | Y, | Y Yy | Media tli):i'c:.. * ga?eg_g 3;;:. % Eéf,g'
1+ | suses | 31uso | -26875 | 30963 [ 3ees | 12,49 | 33008 | 2203 | 6,68 | 127
a0 | aesso | z701s | 27968 | 27276 | 720 | 2,65 | 27276 | 720 [ 2,85 | was
“ | st | 2ese0 | 26u18 | 26716 | 26598 | 158 | 0,60 | 26598 | 158 | o,e0 |
v | 26776 |- 27612 | 27056 | 2748 | was | 1,57 | 27aus [ was | 1,57 aus
15t | 27930 | 25735 | 26996 |. 26887 | 1101 | w,10 | 26687 | 1101 | w,20| e3s
200 | 25078 | 24171 | 23863 | wa0 | 631 | 2,5 | 2370 | eas | 2,59 3es
o' | -28420 | 25270 | 25758 | 26we2 | 1695 | 6,40 [ 25524 [ aus | 3,38 108
s2'. | 2us00 | 23720 | 28166 | a2sue2 | 2373 | e,02| 2ut0 | ‘ssa| 2,20 aae
"700 |- 20088 | 22100 | 2aues | 21923 | 9w | w,s52| 21523 | ses | w52 sse
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SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES coucznwaacxouns DE DNA EN LA PREIN
CUBACION. (Tetrahymena Pyrlformis) I ‘

Medio de incubacidn: el de cultivo completo.
(Células) = variable. ‘

(°H-DNA) = variable. _

Volumen de incubacidn: variable. .
(DNA) = variable experimental. (Solucién de 1 mg/ml).
Actividad especifica: 1,98 x 10° dpm/ug (239 ug/m1).
Eficiencia de contaje: 8,5% (patrones). '
Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubacidn a 0-4°C.
Alicuotas: 0,5 ml. .

Tiempo de preincubacién: 20 minutos.

RESULTADOS: Para el cilculo de w, debe seguirse el procedimiento que se
describe en la tabla siguiente. Los valores han sido corregidos por el
efecto de dilucién al aumentar el volumen de incubacibn. (Normalizacién -
a2ml).

2, ) T | [t gt et e |,
5 puwssto corvegido
' . por V. incub

o 10 |2,02 | w.es lo,08] 2,97 l2ses|279s:] 0,0 | s.ev |o,0208 0,030 0500 {.96t .03 ] 0,6
2| 20 {2,0%] 9,85 (0,16 7,87 |49M41{58303} 1,082 10.77A 0,054 0.0'!3 . 1 757 ¢, 02 0,128

w0 |2,050] 19,51 |o,2% u.7ol ugoa|s7ess| 1,073 | 10,79 |o,05us | 0,308 | . s00 [.s22%.05] 0,108
w| 70 [2,000| 33,65 Jo,20] 11,58 [asaeieona] 1,308 | 3,27 fo,0ne5 | o008 | .ase Juaes . on| om
s| 75 |2,085 35,97 Jo, 4] 11,8 ve911u3u| 1,103 2,07 |o,010¢ | 0,308 ' s00 |.108 : 01| 0,312
6| 100 [2,210] 47,99 [o,28| ‘11,07 |uasafasszel 3,997 | 2, fo,0117 [ 0,000 | La3r [ame.o2| our
7] 100 [2,202| w757 Jo.us| 22,80 |aa76lasere] 3,000 | 5,00 [o,0m2 | 02an | L lazs .o | o,z
o| 125 |2,105| 58,55 o, 28] 11,94 | 798| suss| s,a2 | 1,67 Joso0ew | 0,200 | } oss .00t .00 | 0,52
o| 150 |2,160] 69,08 Jo,24| 11,41 | ees| s3] s,387 | 3,m 0,007 | 0,008 | . om .08t .007 | 0,628
10] 178 (2,185 “0.0Q 0,287 10,98 .m ‘e908| 1,190 . 1,17 |o, “5. 0,092 ) . 072 .'oos 0,734
11| 200 |2,210] 90,50 [0,24] 20,06 | aeuf ussa| 3,076 " | 0,7 fo 0,000 | 0,002 | . ou7 f.onet .00 | opm
12 200 [2,200/130,63 [o.18| 10,62 [ ase| save] 1,798 | 0,00 [o,0002 | 0,008 | " .iews - foes & a0 10

e —— PO
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SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DB RNA EN 1A PREIN
CUBACION. (Tetrahymena pyriformis)

(1) Concentraciones bajas

Medio de incubacién el de cultivo cdmplcto.
(C&1ulas): 10°/m1.

(RNA) = variable experimental.

(3H-DNA) = 0,352 ug/ml (2 ul). -

Actividad especifica. 2,74 % }% dpm/ug (352 ug/ml)
Eficiencia: 6,5% (Patrones). '
Volumen de incubacin: 2 ml (se consideru conltanto).
Tiempo de preincubaci&n. 13 minutos.

Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubacién a o-a°c.

(2) Concentraciones medias y altas

Medio de incubaciSn: el de cultivo completo.

(C8lulas) = 1,4 x 10°/m1.

(RNA) = variable experimental.

(3H-DNA) = 0,700/volumen de incubacién; (pulso con 2 ul).

Eficiencia: 6% (relacién de canales). '

Volumen de incubacién: variable por dilucién al afiadir el RMA (solucifn
de 1 mg/ml). '

Actividad especifica: 3 x 105 dpm/ug (350 ug/ml).

Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml de medio de incubacién a 0-4°C.

Tiempo de preincubacisn: 13 minutos. '

RESULTADOS: Para el clculo de w debe seguirse el procedimiento que se
detalla en la tabla adjunta. ’ '

Los valores. que figuran en la tabla (2) del trataniendo estadistico
- de los datos, son 4 x cpm.

En el cflculo de w estos valores han sido correzido¢ por el ofocto
de la dilucidn provocada al afiadir el RNA (soluci&n de’ concontrnc!&n

1 mg/ml).
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TETRAHYMENA PYRIFORMIS
EXPERIMENTO: Diferentes concentraciones. de RNA de levadura en la preincdubacién. (1): Concentraciones bajas.

De‘w.’ ' Media Desv. rror
‘ .
R/D R Y, ¥, Media |, cica. | ®  |E8F. i~ | tipica. % E.¢°°

0,71 | 28521 | 27862 | 27380 .| 27921 | s72 | 2,05 | 27921 | 527 | 2,05 | 30u
1,42 30522 | 30772 | 30647 | 30647 125 | om1 | 30647 [ . 125 | 0,41 72
1,77 28548 | 30478 | 30049 29691 | 1013 3, o1 | 20891 | 1013 3,81 584
2,84 20843 | 3is24 | 27987 207es | 1769 | s,ou | 20784 | 1769 | 5,9 | 1021
© 3,55 23242 | 31713 | 3171 32162 | 960 | 2,99 | 32142 960 | 2,99 554

7,1 18333 19017 17641 18330 | 4e6 2,65 | 18330 486 | 2,65 ﬁ.ﬂ

. TETRAHYMENA PYRIfORlIS
EXPERIMENTO: Diferentes concentracicnes de RNA de levadura en la preincubacidn.(2): Cancentraciones altas.

' Y, Yo | Yy | Meda txi);i::: % ?gf{g? 3;::;.‘ % ng&
7568 - 76821 8437 7942 446 5,63 7942 ‘ 446 5,63 257
8631 1Y) 7717 7965 583 7,32 ’ 7965 583 © 7,32 336
8086 [-177% - -S948 7627 1764 22,54 8767 | 963 10,99 8§85
7509 }. 7371 7618 7497 T 121 1,62 ) 7497 - | 122 1,62 89
6515 | -8099 | 6390 7001 | 952 | 13,61 eus2 88 | 1,37 so
6101 | 6711 © 5838 6216 | &8u7. 7,20 6216 w7 7,20 235
5250 v§051 A 5578 5628 - 408 | 7,25 5628 408 7,28 208
4173 $132 4402 4569 500 ) 10,96 4569 ! 500 10,96 208
375 | ‘w301 | aess | woso |-327 | s3] woso | 327 | e,23] 1ss

2308 | 1643 | 1690 [ aous | 320 | 16,45 2766 [ 108 | 6,12 2




SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POLIGLUTAMICO °
EN LA PREINCUBACION. (Tetrahymena pyriformis)

Medio de incubacidn: el de cultlvo completo.
(C&lulas) = 5 x 10°. Variable por 1 dilucidn provocada al afiadir el po
A - liglutdmico (solucién de 1 mg/ml).

(3§:DNA5 $ 0,704 ug/volumen de incubacién; (ﬁulso con 2 ul).
(P&liglut&mico) = variable‘exﬁerimeﬁtal.

Volumen de. 1ncubaciﬁn. variable por dilucién.
.Act1V1dad especifxca. 2,74 x 10 dpm/hg (352 ug/ml).

Eficiencia: 6,66% (patronesl

Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubacidn a 0-4°C.

RESULTADOS: Para el cllculo de w debe seguirse el §rocedimiento que se
detalla en la tabla adjunta. Los valobes han sido ccrregidoﬁ por el efec
to de la dilucién que se provoca al afiadir las concentraciones crecien-
tes de Polzglut&mico, a partir de una solucisn de concentracién 1 mg/ml.
(Normalizacién a 2 ml).
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- PREINCUBACION SIMULTANEA CON DMA .DE TIMO Y'RMA DE LEVADURA
(Tetrahymena pyriformis).

Medio de incubacidn: Medlo de cultivo completo.

(Células) = 2,5 x 10 /ml (varlable segdn v incubacién)
(°H-DNA) = 0,7 ug/volumen de 1ncuhac16n (pulso con 2 ul)
Actividad especiflca. 3 x 108 dpm/hg (350 ug/ml)

Eficiencia: 5% (relacisn de canales).

Volumen de incubacisn: variable ﬁor dilucién.

(DNA) = 5, 10, 15, 20 (ug/bolumenkge incubacisn).

(RNA) = 25, 30, 50 (ﬁg/édlumen de incubacidn). v
Tiempo de preincubaci&n: 10 minutos con ambos biopolimeroé & la vez.
Alicuotas: 0,5 ml. | |
Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubacisn a oau°c.

RESULTADOS: Para el cilculo de uw, debe seguirse el procedzniento de la
tabla adjunta.

RNA | DNA |[.DNA® | V e a— | o, |  wgh/cel. . | wgt/cel . o( %)

ug/N | wg/V | wg/V | - (=1) cpn dp.. dpa/cel incorporadas | puestos |-.(°/1) | corrcg. D/pt
25 s | 0,7 | 2,00 | 1us08 | 200260 | 1,178 | - 0,393 | 2,8 | 0,40 | 0,142 7,1
25 10 | 0,7 | 2,005 | 6139 | 122780 | 0,501 0,167 * 10,060} 0,061 | 14,2
25 1s | 0,7 | 2,04 6923 | 126460 | "0,518 | - 0,472 | = * | 0,061 | 0,062 ‘| 21,21
2s |- 20 [ 0,7 | 2,0u5] 3u08| 68160 | 0,279 | 0,093 *  10,095] 0,03 | 28,6
0 | s [o,7 |20 | 633u| 126880 | 0,518 0,173 w - | o061 | o062 | 78]
30 | 10 |07 | 2,08 u6us | 92060 [ 0,379 0,126 "™ | o.0¥8 | o,ous | 2w,2
3o | 15 |o0,7 (2,045 | 5084 { 101680 | 0,427 |- 0,139 - - 0,099 | 0,050 [ 23,8
0 | 20 |07 | 208 | 2356 | w7120 | 0,93 | 0,07 | »  {o,0p6 | 0,027 | 28,6
50 s |0, |2,085| 3209 | eusso | o,2e4 | o008 | 0,091 | 0,052 | 71
so | 10 | 0,7 | 2,06 2524 | S0800 | 0,200 | . 0,069 - # 10,085 | 0,026 | 18,2
50 1 | 0,7 | 2,065 | 1731 | -3ue20 | 0,283 | = o,0us- LI 0,047 | o,018 | 21,4
50 20- | 0,7 | 2,07 1013 | 36260 | 0,150 0,050 * lo,087| o018 [20,8] *
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COMPETENCIA EN LA RECEPCION BNTRE DNA Y RNA. PULSO CON 3H-DNA DE DISTIN

TO Pup. (Tetrahymena pyrlformis)

Medic de incubacidn: Medlo de cultivo campleto.-

(Células) = 8,3 x 10 /volumen de incubacién.

(RNA) = 10, 25, 50, 100 ug/volumen de incubacién,

( H-DNA) = 0,814 ug/volumen incubac;én (PHP = 106 daltons).
Act1v1dad eepecifica. 2,47 % 10° dpm/us (407 ug/ml. ).

( H-DNA) = 0,700 ug/volumen incubaciﬁn (PMp = 6 x 10° ‘daltons).
Actividad especifica = 3 x 10° dpm/hg (350 ug/hl).

Volumen incubacién = ?ariable segn diluciones.

Alicuotas: 0,5 ml. ' ‘

Eficiencia: 5% (Relacién de canalesy.

Tiempo de preincubacidn: 10 minutos.

RESULTADOS: Para el cflculo de w debe seguirse el procedim;ento que se
detalla en la tabla adjunta.

RNA | RNAM | v, — ) sg/cel | vg/cer | w. “ ﬂ
v wg | Ance | cem dpa dp'/“" incorporadas [ puestos | Y1 | correg. R/
10 | 0,814 | 1,51 | 2047 | woawo | .0,000 0,040 1,47 0,03 | 0,08 12,8
25 n 1,525 | 316 | 62820 | 0,154 0,062 | " 0,04 | 0,08 30,7
50 » | a,55 | use1| 90820 | 0,226 0,003 - -~ w . |o,06] 0,08 | 61,4
100 » 11,65 | eusd | 129760 | 0,344 10,139 " 0,09 | 0,09 123,0
10 | 0,700 | 1,51 | u111 | 82220 | 0,199 0,080 - 1,28 0,06 | 0,07 14,3
25 " 1,525 | su62 | 129240} 0,313 0,126 % o0 0,8 | 38,7
50 . 1,55 | 2192 | waswo | 0,109 0,044 " 0,00 | 0,00, | 71,8
100 " 1,65 | 5558 | 111160 | 0,294 0,119 " 0,09 | 0,20 143,0
(1) (1) ' : ' g

(1)ug puestos en volumen incubacién V.

EXPERIMENTO: Competencia en 1a recepciln de DNA de timo y RNA de levadura.

2

m ) ‘

05 o
A

. "~ | Desv. Med:a Desv.
R/DY | ¥ Y Y pVe
1 2 3. Media tipica, | % g A tipica.

12,3 2043 1814 | 2206 2047 236 | 11,53 | 2007 | 238 | 11,53 136 | ao§\p
30,7 | -2347 2698 3394 .2879 523 | 18,19 | 31u6 | 3s0 |:.s1,15| 202 -
61,4 | -3590 | wase u697 na2y 570 | 13,52 ssu1 219 ‘u,88 ] 126 LI
123 7088 | 5642 6736 [ 6488 | - 754 | 11,62 ew88. | 75w | 11,62 w3s | -
19,3 | w126 | wwew | a7es | wasr | aso [ e,75f was | sse | e,75| 207 [ em120®°p
35,7 6268 | 6253 6866 [ 6u62. | 3u9 5,41 eu62 3u9 s,s1| 201 -
71,4 2356 | 1us | 2275 2102 | 217 | 9,93 2192 | 217 9,93 125 N
13 | se11 | -u233 8505 s116 | 766 | 3u4,99) ss58 [ ™ 1,35 %2




INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE 3H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO
(Euglena gracilis)

Medio de incubacidn: NaCl 35 mM.
Tiempo de incubacidn: 10 minutos.

(Células) = 105 ml.

(3
Volumen de incubacidn: 2 ml.
Alicuotas = 0,5 ml. “
Lavados: 4 x 5 ml de medio incubacién a O<4°C.

H-DNA) = variable exberiﬁental.

RESULTADOS: En cﬁm, segln figuran en el correspondiente cuadro del tra-

tamiento estadistico de datos.

. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: fnfiuencia de la concentracidn de sll-DNA en su incorporacidn directa.

3 -

(u:;:'lm Y, Y, ¥y | Media tli):i‘c:.. % %3?5 3;;:;. % Eé.g‘{
5 10485 | 11200 | 10887 | 10887 | w0z | 3,70 | 10887 | 10887 | 3,70 | 232

10 15140 | 15767 | 1788 | 16251 | w17 | e,72 | 16251 | 16251 |- 8,72 | e28

© 18 - 'é2“20 32713 27567 27566 5146 18,77 30140 i 30140 12,07 2100
20 290u6 | -uu663 | 29687 | 24732 | 8600 | 2u,76 | 290766 | 29766 | 0,38 | s
25 w699 | 51137 | wesos | ussos | 1609 | 3,25 | wesos [ wesos | 3,25 | 29




EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NaCl EN LA INCORPORACION DIRECTA DEL ,3H-BN_A
(BEuglena gracilis)

Medios de incubacidn: Soluciones de NaCl de concentraciones variables.
(C&lulas) = 1,16 x 10 8 /m1. ‘

(SH-DNA) 0,985 ug/ml (5 ul, de ‘una soluci&n de 690 ug/ml).
Actividad especifica: 10 dpm/ug.

Volumen de incubacidn: 3,5 ml.

Alicuotas: 1 ml. X

Lavados: 2 x 5 ml de NaCl 35 mM a O<4°C.

Tiempo de incubacidn: 10 minutos.

Eficiencia: 2% Cbatrones].

RESULTADOS :

cpm dpm dpm/cel ng/cel NaCl
(mM)

92546 4627300 3,99 3,99 9

68784 3439200 2,96 '2,96 ‘18

70585 3529250 3,04 . 3,04 35

88036 4401800 3,79 3,79 50

94037 4701850 4,05 4,05 70

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO‘ Efecto de la concentracién de ClNa en la 1ncorporuci&n de H-DIIA

(NaCl) . Desv. | . ‘ edia ‘Desv. BT
T mM Y . Yz YB Media tipica. % % ‘tipica. % R?.:g;

9 -84285 | 94410 | 90662 89792 | 5120 | 5,70 | 92546 | 2636 | 2,85 | 1521

18 euew? | -g0833 | 72721 72600 | 7993 | 10,98 | e87es | 5567 |- 8,09 | 3218
3s 69278 | 71s24 | 71054 70585 | 1147 | 1,63 | 70s85-] 1147 | 1,63 662
50 84593 |. 89699 | 89817 88036 | 2982 | 3,39 | 88036 | 2982 | 3,99 | 1722

70 94876 84876 93052 94037 | 920 0,99 94037 920 0,98 931




CINETICAS DE INCORPORACION DE 3H-—DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES (LiCl, NaCl,
KCl y NH,C1, 35 mM). (Euglena gracilis).

(C&lulas): 1) Licl 1,068 x 10%/ml.
2) NaCl 1,063 x 106/m1.
3) XC1 1,16 x 106/ml.
4) NH,CL 0,99 x 10°/m1

(3H-DNA) = 8,8 ug/ml (iﬁ; 2 x 106 daltons),

Actividad especifica: 2,6 x 10° dﬁm/ug (483 ug/ml).
Eficiencia: 2% (relacisn de canales).
Volumen de incubacién: il ml.

Alicuotas: 0,5 ml.
Lavados: 3 x 5 ml con el medio de incubacién correspondiente a 0-4°C.

RESULTADOS: En cﬁm, segln la tabla del tratamiento estadfstico de los

datos.
En la influencia del PM  en captura, se han convertido los valcres

en NaCl y KC1 a wg/c&lula.

. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Cinéticas de incorporacibn,de 3H-DNA on medios no nutrientes (C1Li, ClNs, C1K, 35 mM).

) Deasv, Media Desv. TFO,
tinc. Y Y, b Media tipica. % gfddE | dpica. % E{;_:'—_f,c 4. medio
3 11257 14602 14604 13487 1931 14,32 13487 1931 14,32 1114
11° 8954 8787 11112 9617 1296 13,48 9617 1296 | - 13,48 e .
33 -87u45 23027 25637 19136 9093 47,52 24332 1845 7,58 1065 el
55° 9249 9765 11678 10230 1279 | 12,51 10230 1279 § 12,51 738
120 1515831 9499 | -32521 19054 | 11999 | 62,97 12321 3990 | 32,39 2303
155" 30906 | 32414 -168127 27149 7849 28,91 31660 1066 3,37 615
3 150104 | 158171 155964 154746 4169 2,69 154746 NIG? 2,69 ] 2406
1Y -} 254246 ] -154372 283623 230747 67754 | 29,36 2689341 20772 7,72 11992
33! 300417 | 260434 | 170778 243876 | 66386 ] 27,22 | 2u3876| 66386 27,22 38327 IH~¢1
55° 282878 -5“5795 275179 367617 ] 15u3u 41,98 278528 ' 4736 1,70] 2734
103° 386714 30337 333431 341173 42205 12,37 341173 4220% 12,37 24367
3’ 31782 30402 25165 29116 ] . 3490 11,99 29116 3490 11,99] 201%
11 34161 23782 28971 28971 5189 17,91 28971 5189 17,91} 2995
33 53468 32238 40707 42137 10687 25,36 42137 10687 | - 25,36 6170 K¢l
63 46184 50493 70049 55575 12718} 22,88 55575 12718)] 22,88] 7342
105* 60837 88465 68484 72595 14265 19,65 72595 14265 19,65§ 72595
130° 84703 68634 | 47552 66963 18631 27,82 66963 18634 27,82] 10756
3 39349 47798 -10247 32464 19699 60,68 43573 597% 13,711 3uu9
11 13437 14685 -23923. 17348 5727 33,02 14061 ‘88| 6,28 509
33 25134 25135 19623 23297 3182 13,66 23297 3182} 13,66] 1837 | ° X €1
5§ - 34704 47624 41471 41266 6462 15,66 4126 6462] 15,66] 3730
120° 36619 HO4N4S] ° 32050 36371 %202: 11,56 36371 42021 11,56f 2428

160° '121194] -166543 86785 1248401 40003| 32,04] 10398 2“339 23.!0] 18046



DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON DNA EN Na £1 35 mM
~ (Euglena gracilis) o

Medio de incubaci8n: NaCl 35 mM.

{Células) = 106/mI.

(3H-DNA) = 0,64- g/ml (pulso con 5 1).

Actividad especifica: 2,47 x 10° dpn/ g (407 . g/ml).
(DNA) = 47,6 g/ml (150 1, solucién 1 mg/ml).
Eficiencia: 8,8% (relacisn de canales). ‘
Alicuotas: 1 ml. ‘ ‘

Lavados: 2'x 5 ml de medio de incubacién a 0-4°C.

Volumen de incubaci8n: 3,150 ml.

RESULTADOS: En el tratamiento estadistico, figuran.cbm x 10.

cpm dpm dpm/cel ziﬁ/cel % reinc.
5620 63864 0,0639 . 0,023 S |
3970 | us113 0,045 0,016 3
7872 gouss | 0,0895 0,033 8
7715 87670 0,0877 0,032 " 15
9720 110455 0,110 0,040 40
7187 81670 | 0,0817 0,030 60
8663 98432 0,098k 0,036 110

. : EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Diferentes tiempos de preincubacién con DNA de timo, en medio po nutriente, ClNa 35 mk,

Desv. . % Media Do'nv. % E:. co&

tmiac . Yl Y2 Ys Media tipica. E?cf = tipica.

. 55831 | 56570 | -71220 | 63210 | @seu | 14,19 | s6200 s22 | o9 | 301
'3 | 3e08s | 39117 | w3900 39701 | 3938 | 9,92 | 39701 | 3938 | 9,92 | 2273

o 75416 | 76219 | 8us29 78721 | sous | 6,41 78721 | soys 6,41 | 2012
15 [-56590 |. 75234 79078 | 70299 | 12026 | 17,11 | 77as8 | -2735 | 3,52 1567
wo | 95732 | 98675 |-118577 | 10us2e | 12427 | 11,91 | 97208 | 2081 | 2,36 | 1201
60 | 73487 | 73932 | es19s 71871 | 3t91 | wu,un | 71071 | 3191 | wes| 102
110 | #5330 | ess70 | eeges | see2a [ 2035 | 2,35 | see2e :zo@s' 2,95 | 117




DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON DNA EN MEDIO DE CULTIVO COMPLE-
TO A pH 7. (Euglena gracilis).

Medio de incubacidn: el de cultivo completo, pH 7.
(Células) 106/m1. ’ :
(SH—DNA) = 0,64 ug/ml (pulso con 5 ul).

Actividad especifica: 2,47 x 10° dpm/ug (407 ug/ml).
(DNA) = 47,6 ug/ml (150 ul, solucidn 1 mg/ml).
Eficiencia: 8,8% (relacidn de canales).

Alicuotas: 1 ml. »

Lavados: 2 x 5 ml de medio de incubacién a 0-4°C.
Volumen de incubacidn: 3,150 ml.

RESULTADOS
cpm . dpm dpm/cel - ug/cel tpreinc.
2440 27727 0,028 0,011 1
1338 15205 0,015 0,006 .3
2193 24920 0,025 0,010 8
2959 33625 0,034 0,014 15
4164 47318 0,047 0,019 30
3796 43136 0,043 0,017 40
4139 47034 0,047 0,019 60
4818 54738 0,055 0,022 119
3418 38841 0,039 0,016 150

. BUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: biierentes tiempos de preincubacién con DNA de timo (medio de cultivo completo pH 7).

Y - —

tpreinc.. Y, Y, Yy Media 3:1::'. * ??e:’g g;i':;. % Eg;?&

2460 2821 ‘ -3264 . 2715 475 17,53 2440 : 27 1,13 15

1464 1212 -1863 1513 .328 21,70 1338 178 © 13,32 102

8 2330 2057 -3436 2607 A 730 28,00 2193 193 8,80 111

15 3009 |. 2920 | -3815 | 3264 | wes | 15,30 2959 “70 2,37] wo

30 u3se | 38w | w323 | wies | 303 | 7,30 wies | 303 7,30 17

"wo | 3835 | 3es9 | 3863 | 3798 93 | 2,u6| 3795 .| 93 | 2,u6] s3

60 8207 8091 4120 4139 ‘0 1,46 4139 60 1,46 kL3

118 we11 | . w672 | . s370 | we1?7 | wes | 10,20] we1? | ‘wes | 10,29] 2es

. 150 3211 3625 4504 3780 '.860 17,47 ui8 © 292 8,56 168
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CINETICA DE INCGRPORACION DIRECTA DE °H-DNA:EN MEDIO NO NUTRIENTE NaCl, -
35 mM. (Euglena gracilis).

(Células) = 8 x 10° m1. |
(PH-DNA) = 14 pg/ml (PH_ = 3,5 x 10° daltons).
Actividad especifica: 2.86 x 10° dpm/pg.

Volumen de incubacidn: 16 ml. “

Alicuotas: 1 ml.

Lavados: 3 x 5 ml con el medio de incubacién a 0-u4°C.

Eficiencia: 2,5% (patrones).

RESULTADOS Solo’ se han utilizado para describir la mfluencia del I’!‘!p
del H-DNA en su captura directa. -

. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Cinética de incorporacién de JH-DNA en medio no nutriente ClNa, 35 mH.

inc. Y, . Y, ¥y | Media g:x'e:. % §§°§*f£' g;;:;. % Efé'é’é’. i,
2 13606 | 10072 | 11025 | 11500 | 1736 | 14,92 | 11500 | 1716 [ 14,92 990 | 3,5 x 10®
10 . 3783 | 3806 5505 | waew | 987 | 22,63 ) w3es | 987 | 22,63 ses " ]
30 3998 | 73S wiwy | w292 | 390 | 9,00] w292 | 300 | 9,08 225 |
60 4729 |- 5905 5226 | s286 | 590 | 11,17| s288 | ss0 | 11,17) seo |
135 |-10406 | w192 3012 | sa7o | 3972 | 67,67| 3602 | e | 23,36| ue1 LI
— S s — 5"
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CINETICA DE INCORPORACION DIRECTA DE 3l'l-DNA EN MBPIO NO NUTRIENTE (Com-

probacidn).. (Euglena gracilis).

Medio de incubacién: NaCl, 35 mM.

(Células) = 6,1 x 105 ml.

(SH-DNA) = 3,45 ug/ml (PM_ = 10? daltons).
Actividad esppdlfica: 106pdpm/u¢_ (690 ug/ml).
Volumen de inéubacién: 20 ml.

Alfcuotas: 1 ml.

Eficiencia: 2% (relacibn de canales).

Lavados: 2 x 5 ml con el medio de incubacidn a 0-4°C.

RESULTADOS: Se han utilizado para ver la influencia del 'ﬁfp en la incor
poracién del 3H-DNA, (en ug/célula).

Para la descripcidn de la cinética, se han representado en cpm, se-
gln la tabla del tratamiento estadistico de datos.

. . EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: CinStica de incorporacisn.directa de SH-DNA en medio mo nutriente ClNa 35 mM. (Comprobacisn).

C e | N1 % Yy | Medha 3;1:::'. % Eg’e:"?&. 3;;:;. % ng,& L8
~1125" | 311308 | 305334 | 310436 | 309026 | 3226 | 1,08 | 309026 | 3226 | 1,08 | 1062 107

8 | 231631 | 239597 | 238093 | 236uwo | w232 | 1,79 | 236uu0 | w232 |. 1,79 | 23 "

20' 238063 251675 |-275126 254954 18747 | 7,35 204869 9625 3,93 5556 ) "
110° | 266938 | 273596 | 280865 | 273799 | 6ses | 2,54 | 273799 | eves | 2,84 | wozs " !
155 376779 |-3139u1 | ssaeus | su7s22 | 31641 | 9,10 | aeu31s | 17628 | w,ee [10077 " :



INFLUENCIA DEL ?ﬁb DEL 3H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO

(Euglena gracilis)

I: Medio de incubacidn NaCl, 35 mM.

3,
'§ﬁ§ (daltons) Relacidn “H-DNA (ug)

10" células

Normalizacidn para una

—

7 | 3
1) 10 5,6 relacisn g H.DNA
2) 3,5 x 10° 17,5 - : 10" células
6 w de 10.
3) 2 x 10 8,6

De experimentos independientes de incorporacidén directa, avdiferqn-
tes tiempos, se obtuvieron los siguientes resultados:
Las condiciones se resefian en los experimentos:
1) ?ﬁ; = 10": "Cingtica de incorporacién de SH-DNA en medio no nutrien
te NaCl 35 mM" (comprobacién).
2) ?ﬁ; = 3,5 x 10%; mcinética de incorporacibn de SH-DNA en medio no
nutriente NaCl 35-mM. )
3) PM = 2 x 10°: "Cinética de incorporacidn de 3H-D§A en medios no
nutrientes" (LiCl, NaCl y KC1 35 mM).
Los resultados se expresan en unidades misicas tras convertir las cpm
y corregir los wg/cel segln las diferentes relaciones ug 3H—DNA/lO6 cé-
lulas, normalizando a 10, seg@n se detalla en la secciﬁn Materiales y
métodos ('Carrecciones a los datos en las oxpcri-lcian:de incorporacién
directa, II.4.2.).



bl el il
.

Finc. | wg/eel | tE '(daifgas) ug SH-DNA/10° c8lulas
1115" 4,44 | 0,006 107
8 3,32 | 0,07 "
20 3,60 | 0,023 " 5,6
60 4,27 | 0,035 n
110 4,03 0,10 "
155 5,2 0,14 n
2 1,08 | 0,09 | 3,5 x 10° .
10 0,41 | 0,05 "
30 0,39 | 0,02 " 17,5
60 0,49 | 0,03 "
135 0,57 | 0,07 "
3 0,18 | 0,011 2 x 10°
11 0,06 | 0,02 "
33 0,09 | 0,007 " 5.6
55 0,17 | 0,011 "
120 0,15 | 0,01 "
160 0,44 | 0,06 "
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INFLUENCIA DEL Fﬁ; DEL 3H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO

(Euglena gracilis)

II: Medio de incubacisn: KC1l, 35 mM.

3

5 .
PM  (daltons) Relacisn —-DNA (ug)
P ' 10" células
107 ' ' 1,57
6
2 x 10 7,58
108 1,4

Las cinéticas en presencia de 3H-DNA de fﬁ; 107 daltons y 106 daltons,
corresponden a un mismo experimento. El Fﬁ; 2 x 106 daltons se ensayd
en la experiencia de anflisis de la influencia del medio -no nutriente-
de incubacidn en la incorporacidn directa del 3H--DNA.
Condiciones en el experimento 106 - 107 daltcrz:
Células) = 10%/m1.
.3H-DNA) = 10® daltons: 1,14 pg/ml.
107 daltons: 1,57 ug/m;.
Actividades especificas:
10°% daltons: 10° dpm/ug (690 ug/ml).
107 " ;2,8 x 10° dpm/ug (280 ug/ml;.
Eficiencias: 2% (relacién de canales).
Volumen de incubacién: 10 ml.
Alicuotas: 0,5 ml. La medida marcada con un asterisco(®) es el resulta- .
N do de una alicuota doble (de 1 ml en cada filtracisn).
Lavados: 2 x 5 ml con'hedio de incubacidn a 0-4°".
|

RESULTADOS :



A0 T

“ine. | wg/eel | By | (aaivBogy | % 34-DA/10% células
1 | 1,88 |o,07.| 10
15 2,41 | 0,06 "
28 | 2,78 | 0,07 " ‘
w0 2,91 | 0,07 " . 1,57
57 3, [oae |
ws | 3,66 | 0,07 "
170 a3 o2 | v
3 1,26 | 0,15 2 x 10°
1 1,26 | 0,22 "
33 | 1,84 | 0,46 Tom 7,58
63 2,42 | 0,55 "
205 | 3,16 | 0,62 .»
130 2,93 | 0,81 "
1 0,12 { 0,005 | 10° i
11 0,23 | ¢,005 "
25" 0,30 | 0,014 " 1,40
T 0,37 0,012 .
57 0,37 | 0,011 "
135 . 0,5 | 0,014 "

. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: {uiluencia de) PM en la incorporacién de au—mm en medio nc nutriente C1lK 35 mM.

v

Y Y Y Media

Desv. | Media - | Desv. Et{@:
1 2 3 tipica. | ™ % Biso

§?tf .-.; tipica. )

72299 | 74295 | 77288 74624 | 2515 3,37 [ 37312% | 2515 | 3,37 | 1us2
48360 | 46270 | 50428 48352 | 2079 4,30 | w8352 | 2079 | u,30 | 1200
56517 | Su519 | Su1ss 55730 | 2420 4,36 | 55730 | 2u20 | w,34 | 1397
58721 | 60527 | 55701 58316 | 2u3s 4,18 | 58316 | 2u3s | ,18 1407
63275 | 68479 | 57158 62970 | 5666 | 9,00 [ 62970 | sees | 9,00 | 3271
"-57617 | 71284 | 75067 67988 | 9179 | 13,50 | 73174 | 2677 | 3,66 | 1sus
6640 7250 6325 6738 | w70 6,98 | 6738 470 | 3,98 | . 2m
12935 | 12314 | -10528 11925 | 1249 | 10,48 | 12624 439 | 3,88 253
1763% | 15281 | 17730 | 1ese1 [ .1387 8,22 | 16881 | 1387 | 8,22 | w00
22853 | -17884 | 21069 20602 | -2517 | 12,22 21961 | 1261 | 5,7 728
-227%6 | © 20281 | 18808 20611 | 1989 9,65 ( 19548 | 1941 | 5,33 €01
30635 | -35120 | 20798 | 31517 | 3252 | 10,92 29716 | 1298 | u,87 9
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INFLUENCIA: DE LA TEMPERATURA EN LA INCORPORACION DIRECTA DE “H-DNA

(Euglena gracilis)

Medio de incubacién: NaCl, 35 mM.

(C&lulas) = 10%/m1. -

(aH-DﬁA) = 1,2 yg/ml. . _‘ |
Actividad espec;fica s 1,93kx 1@6 dpm/ug (239 ug/ml).
Eficienéia:'8,9$,(patrén). \ h
Alicuotas: 1 mif |

Lavados sobre el filtro: 2 x § hl’de medio de incubacién a 0-4°C.

/
B

RESULTADOS: En cpm sééﬁn tabla del ttratqmiéntéfestad@;tieo de datos.

. X -EUGLENA GRACILIS N
EXPERIMENTO: Influencia de la temperatura de incub;qi_dn en la incorporacin de Qn-nu.

i 1 o ' Desv. Media | Desv. |

tine. Yl Yz X 3 Media tipica. * §? i~ | tpica. *‘ E(gs?& m‘q
11’ 23682 | 23326 | -mi2eu 30430 | 11999 | 39,43 | 23503 253 1,08 | 146 7
25" 48606 | 46135 | 43873 | . w6204 | 2367 | 5,12 | w620 | 2367 | 5,12 | 1366 0-4°C
65’ 23671 | 26923 | 25439 25344 | 1628 | 6,42 | 253us |- 1828 6,42 | 939

100 | w2me1 | 3730w | 35612 | ses2s | 3sse | 9,47 | 3se2s | sese | e,u7 | 2111

us? 47779 | 57513 | 57093 54128 | $502.| 20,17 | sw128 | ss02. | 10,17 | 3176 18°¢C
70° | w2061 | w1578 [ -32547 -| 38728 | 5358 | 13,64 | 1819 341 | o.82] 196

8 52013 | 45193 | - 40956 | 2720 | 2205 | 5,16 | 82720 2208 1 5,18 | 1273

3o’ 57108 | 49335 | 55496 | 53979 | - 8302 | 7,80 | S3979 | w102 | 7,60) 2388 |. = 29°C
.60° %1150 | w6022 ] w1881 %3017 | 2627 | 6,11 43017 | 2627 | 6,11 | 1536 '

o - pe——— mmineydemim————



- DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON RNA DE- LEVADURA
* (Euglena gracilis)

Medio de incubacidn: NaCI, 35 mM.

(Células) = 9,6 x 10 /ml.

( H—DNA) = 0,3% g/ml (pulso con 2 1). ‘

Actividad especif;ca. 2,74 x 105 dpm/ g (352 g/ml).

(RNA) = 24,4 g/ml.

Alicuotas = 0,5 ml.

Lavados sobre el filtro: 2 x 5 ml de medio de incubacidn a 0-4°C.
Volumen de incubacidn: 2,05 ml.

Eficiencia: 3,7% (patrones).

RESULTADOS: En el correspondiente cuadro del tratamiento estadistico,
figuran cpm x 10 (contaje a 10 minutos).

cpm ‘dpm dpm/cel ng/cel Afpr;inc.
1421 38405 | 0,080 0,029 1
111 | 38108 0,079 0,029 3
1252 | 33838 0,070 0,026 5
1515 | wogue 0,084 0,031 8
1574 | wu2su0 0,088 0,032 15
1733 46838 0,097 0,035 20
1396 | 37730 0,078 0,028 30
12y | 38486 0,079 0,029 50
1629 | 44027 0,090 0,033 70

. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: pj,uicntes tiempos de preincubacifn con RNA de levadura.

' : . | Desv. " | Media n’pv. < | Er
tprcinc , Yl YZ VYS © | Media tipica. % E? as tipica. % E-{gg&

12282 | -s168 | 16141 .| 12107 | 3987 | 32,69 | w211 | 2728 [19,20 | 1575
15538 | 10902 | 1ses1 | w097 | 2771 | 19,66 w097 | 2771 [19,66 | 1589
| 12582 | 11297 | 13702 | 12520 | 1213 | 9,e9| 12520 | 1213 | 9,69 | 700
16303 |. 16556 | 12597 | asis1 | 2215 | 1e,62] 15152 | 2915 { 14,62 | 1278
17752 | 1wus7 | 1soas | as7u1 | -1763 | 11,20| 1s7u1 | 1963 [ 11,20 | 1017
| 17718 | “-e93s | 16937 | 1use3 | w2es | 28,eu| 17327 | ss2 | 3,19 | a1
14988 | -21713 | 12932 | aesus | use2. | 27,76| 13960 | 1453 | 10,41 | e38
16uus | 122039 | 14239 | w239 | 2201 | 1s,u6| w230 | "2201 | 5,46 | 12270
17126 | 15562 | 16296 | 16208 | 788 | w,e2] 1e2ew | 7es | w82 | wss
10 | .-u699 | 2ue7 | 3537 ase7 | 1116 | 31,20 002 | 756 | 25,20 | w3s

28EBV awun
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' DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON POLIGLUTAMICO

Medio de incubacién: NaCi, 35 mM.
(C&lulas) = 6,4 x 105/m1.

(3H-DNA) = 0,34 ug/ml (pulso com 2 Wl).

(Euglena gracilis)

Actividad especifica = 2,74 x 10° dpm/ug (352 wg/ml).
(PG) = 12,3 pg/ml (25 ul; sol. 1 mg/ml). »
PM = 48,000 daltons (308 restos). '
Alféuotas = 0,5 ml. ' v
Lavados sobre el filtro: 2 x 5 ml de medio de incubacjén a 0-u°C.
Volumen de incubacibén = 2,025 ml.
Eficiencia: 5% (patrones).

RESULTADOS
_cpm dpm dpm/cel | wg/cel t‘ém.
| 7368 | w7360 0,460 | 0,167 1
7980 | 159600 | o,u98 | 0,101 o L8
9198 |. 183960 0,57% | 0,209 s
sa3u | 168680 0,527 . 0,192 o
9207 | 1ustu0 o450 | 0,168 1s*
6803 136060 0,425 0,155 | - 20'
6633 | 132660 0,414 0,151 30°
674 | 13480 0,420 | 0,183 50"
5971 | 119820 0,873 | 0,13 70
6270 | 125400 0,391 0,142 140"
, , EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Diferentes tiempos de preincubacisn con poliglutimico.
preinc. % Y, Y3 Media :;i::‘:. L - ?2&%? 2;;:;. * gé:{ft'
, N v —_— — = .
1 7330 | 7132 7682 | 7368 257 .| 3,49 7368 | 257 | 3,u9| 1us
.30 | 7149 | -ue29 8812 6863 2106 | 30,69 7980 | 1175 | 14,73] 78
s -8987 | -6900 -ou09 | o432 1343 | 15,93 9198 208 | 3,2¢| 172
s 8057 |.-5868 8811 .| 7578 | 1528 | 20,17] eu3s 533 | e,32{ 300
a8 6980 | 6377 8268 | 7207 9se | 13,38 7207 oeu | 13,38| sss
20° 6912 | e6ow | -9139 | 7se1 1953 | 17,85 es0s | . 1sw| 2,27 (1)
30 | e721| e212 6967 6633 | 385 | 5,80 &633 385 s,00| 222
s0' 7345 | 6103 | -gs520 | 732s 1213 | 16,56] 6724 | "1621 | 9,23| 938
70¢ 6235 |- 5147 ‘6531 | se71 |- 728 | 12,21) se7s | 728 | 12,21] w20
101 6w7 | e208 | 6258 . 6270 70 | 1,3] 270 | 70 1,13 %0
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DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DNA DE TIMO EN LA PREINCUBACION
(Euglena gracilis)

Medio de incubacién: NaCl, 35 mM, pH 7.

(Células) = 4,2 x 105/m1.

{DNA) = variable experimental.

Tiempo de preincubacién: 3 minutos.

(3H-DNA)=2 ul/volumen de incubacién de una solucisén 352 ug/ml, (pulso
3 de 1 minuto). !
Actividad especifica: 2,74 x 106 dpm/ug.

Eficiencia: 3,7% (patrones). 4

Volumen de iﬁcubacisn: variable segn diluciones.
Alfcuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x‘5 ml de medio de incubacién.

RESULTADOS: Para el cflculo de w deberf seguirse el procedimiento que
se detalla en la tabla adjunta. ' ‘
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EXPERIMENTO:

- ayv

Diferentss concemtraciones de DNA de timo en la preincubacidn.
. ) Medi : 's

aoeb | Y Y, | Y; | Medn t?:i::. L :'.5.- .g.pi’c.. % E(Si{;?&
_0.25 ’ 3329 1110 - 806 1081 262 ) 24,28 ;081 262 24,28 151
0,50 | 787 w61 795 . 681 190 { 27,98 681 ‘190 |-27,98 | 109
0,62 684 549 580 604 70 | 11,70 604 70 | 11,70 ")
1,00 883 662 677 740 123 | 16,67 740 123 | 16,67 7
1,25 | 31 478 618 sui 72 | 13,31 .set § " 72 | 13,31 wm
2,49 | w0 ass . 237 377 ss | au,58) 377 | 85 | 14,58 3
2,48 274 210 253 245 32 | 13,2af - 25 | 32 | 13,28 1
w97 | 292 191 304 262 62 | 29,66| 262 | 62 | 13,68 35
7,0 | =219 124 121 184 ss | 2s,0u] 122 2 1,78 1
12,34 172 114 140 . 142 29. | 20,46 w21 . 29 | 20,48 16
17,20 153 191 | 15% 6 13 8,90 148 13 8,90 7
24,40 1 177 47 128 117 - 65 | s8,85] 152 a | 22,72 19
. 47,60 92 115 | -306 171 | 117 | 8,70 103 16 | - 15,7 9
69,76 | 107 79 | =339 175 12 [ 81,55] - 93 19 | 21,29 1
. 90,91 7 u -110 w | 33| w,s3| 87 18 | 3d,2s 10
RETCICEY ST (3 50 58 s | 10,00) -8 s | 10,08 2
130,43  -73 6 ue, 88 | 15| 28,38 88 15 | 28,3¢ °



DIFERENTES CONCENTRA_CIONES DE RNA EN LA PREINCUBACION
(Euglena gracilis)

Medio de inéubacién: NaCl, 35 mM, pH 7.

(Células) = 6,6 x 10°.

(3H-DNA) = 0,704 /volumen de incubacidn.

(RNA) = variéble experimental. =

Actividad especifica: 2,74 x 106 dpm/ug. (0,352 ug/ul} 2\ul).
Eficiencia: 2% (patrones). ‘ '
Tiempo de preincubacidn: 5 minutos.

Volumen dé incubacidn: variable segin diluciones.

Alicuotas: 0,5 ml. ‘

Lavados: 2 x 5 ml con el medio de incubaciénm.

RESULTADOS: Para el cflculo de w, debe seguirse el procedimiento que se
detalla en la tabla adjunta. En todos los casos se han descontado 40 cpm
atribuibles al fondo. ' '

W3 . — | —— " . & * o,

il ool Bl il Rl Bl o - I M
0,5{ 0,704 | 2,002 | 191 [ ssso | 6,6 x 30° | o0,0108 | 0,85 | 0,02 [ 0,7
1,0 v . 201 |10050 L R 0,0109 L 0,02 1,42
1,5 » | 2,005 | 219 {10950 | =« 0,0120 - " 0,02 | 2,1
20| » 2,002 | 196 | 9800 | v | o,0100 n |2,02 | 2,8
2,5 . " 243 f12150 | - » 0,0135 " 0,028 | 3,6
5,0 " 2,005 | 223 [11150 - " 0,0124 w o0 ]| 7,
7,0 " | 2,007 | 276°|13800 | 6,57 x 10° | o0,0154 " 0,03 | 9.9
10,0 " 2,00 | 3s0 [17500 | 6,56 x 20® | 0,019 . 0,08 | 1,2

- 15,0 " 2,015 | ses |1eu00 | 6,35 x 105 | .0,022 - 0,00 | 21,3
25,0 " 2,025 | wau [21200 | 6,52 x 105 | . 0,024 - . 0,00 | 35,5
35,0 " 2,038 | 265 13250 | 6,48 x 10° | o0,0172 ' 10,08 | ug,2
50,0 " 3,05 | 3us |a7uso | 6,44 x 20 | 0,0202 * Joou |7

100,0 " 2,0 | 285 |14250 | 6,28 x 10% | 0,018 n [o,00 [142

150,0 " 2,15 | 266 [13200 | 6,20 x20% | 0,027 | . * [ o009 f2e



'BUGLENA GRACILIS

EXPERIMENTO: Diferentes eoi:g:qntncionu de RNA da levedura en la preincubaciéan.

ver | 1 Y2 Yy | Media tli):i‘e‘:. % ??3’3’2 | 3;1':;. * E:frj?“
0,25 | 204 188 | 182 191 1 | s, | 191 11 | s,ou .
0,5 181 206 216 201 18 | 8,97 201 18 |- 897 10
0,62 228 | 217 2 . | 219 | 7 | 3,36 210 7 | 3,3 ]
1,0 189 185 | 218 196 16 | 8,3 | 196 16 | 9,3 ]
1,25 23 | 226 260 23 | 17 | 7,00 | 243 a7 | 7,00 ’
2,5 w4 | 219 208 223 18 | 8,25 ) 223 18 | sa2s] 10
3,u8 268 | -215 285 256 36 | 1,26 | 276 122 | 4,35 7
4,97 ase w3 | -u2s a7s w3 [ 11,63 | 3so | 10 | 3,09 s
7,44 wi | -279. | 376 3s2 e | 18,31 [ aes 17 | w85 9
12,34 420 397 457 uau 30 7,43 [ u2u 30 7,13 17
17,2 297.] 233 | -361 297 6 | 21,55 | 285 ws | 17,08| 25
2u,4 367 as 3ue 349 16 | w,65] aue 18 | w68 ’
47,6 294 280 263 285’ 7 | 2,58 285 7 | 2,5 .
69,8 281 | <412 251 e 85 | 27,21 | .388 21| 7,97 12




DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PG EN LA PRBIHCUBACION

(Euglena graciul) :

~ Medio de incubacidn: NaCI, 35 mM.
'(Celulas) = 7,5 x 10 /ml.

(3H-DNA) =

Tiempo de preincubaci&n. 15 minutos.

Actividad especifica. 2,74 x 10
Eficiencia: 5% ‘(patrén, 4,96%).

6

0,704 yg/volumen de incubacisn.
(PG) = variable experimental.

Volumen de 1ncubaci$n. variable segtin dilucionas.

Alicuotas: 0,5 ml.

Lavados: 2 x 5 ml con medio de 1ncubaci&n.‘

dpm/ug (352 ug/ml. 2 ul)

RESULTADOS : Para ‘el c&lculo do m dabc ueguirtc ol proeediniunto que se
detalla en la tabla adjunta

ug ‘PG T A — r cells.’ sgh/cel.| wg/cel . » .
Lot B ool Bl el Bl - 1ol I S Mkl
‘1,0 | 0,708 [2,002 | 7977 | asese | 7,5 x20° | o,as5 | ouss | 0,33 | 0,38 | s ]
1,25 % {2,005 | 7080 | 141200 . om0 | 0.3 | 0,% 1,00
2,0{ " |a2,002 | 10250 | 205000 w1 0,202 w  lous] o, 2,8
2,5 . 12,005 | 9152 | 10300 | = 0,180 w1 o8| o, 3,58
s,0f » | v | s | 17us00 " 0,471 o8| 0,8 7.1
7,0 |- % ]2,007 | 20602 | 210040 | . ® 0,208 | o4 | o83 | 9,08
10,0 » 2,00 . | soss | 181960 | 7,86 x 120° | 0,180 w 0,88 | 0,9 | 2
15,0 * 2,015 | 11368 | 227360 | 7,44 x 10° | 0,222 LB 0,47 | 0,48 21.3
20,0} .» |2,02 ‘9728 | 194560 | 7,48 x 20% | 0,308 n  lomt]| o, 20,4
25,0 | 2,025 | 365 | 167300 | 7,40 x 10° | 0,270 » lo6| 0,9 | 355
35,0 * 2,055 | 9653 | 193060 | 7,36 .x 105 10,193 o Tom| oM 49,7
50,0 | = 2,050 | 78se | 157730 | 7,30 x 20° | o,s62 " 0,0 | 0338 n
100,0 | = {2,200 | 8578 | 172560 | 7,48 x 105 o0 | Lo | oM |aw
20,0 | = {2,200 | s2se | 165120 [ 6,00 x20% | o008 | v fonz]| o |am




. EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Diferentes concentrsciones de poliglutsmico

en la preincubacién.

(‘(::‘21) b} ¥, SR Media .::i.c":.‘ % %'3? 3 31»;:;. % Eég"‘{
0,5 sause | 67059 | ase3u | 79776 | 11330 | 1,21 | 79776 | 13339 | 1u,21 | esus
0,67 | 760us| 61253 | 7uso7 | 70601 | 8132 | 11,52 | 70601 | e132 | 11,52 | wess
1,0 | 202185 | 92ug0 | 112843 | 102506 | 10180 | 9,93 | 102506 | 10180 | 9,93 | se77
1,25 | 91684{- 91362 | 91523 | 91523 | 161 0,18 | 91523 161 0,38] 93
2,5 92290 | 74179 | 9seso | e7uue | 11632 | 13,30 | e7use | 11632 13,30 6715
3,5 | 109790 | 9euss | 111808 | 106027 [ 8325 | 7mes 106027 | 8325 7,85| usoe
4,9 87067 | 87692 | 98160 | 90973 | 6231 | 6,05| 90973 | 6201 6,85 3597
7,4 | 111980 | 114936 | 114130 | 113682 | 1528| 1,34 113682 | 1528 1,34| ee2
9,9 | 106093 | 82069 | 192781 | 97281 ‘12508 | 12,85| 97281 | 12504 | 12,88] 7219
12,3 |-100679| 76576 | 7368s | '83eu6 | 14821 | 17,72 75130 | 2044 2,72| 1180
17,2 | 100305| 88366 | 100931 | 9653u| 7080| 7,33 9es3u | 7080 7,33| uoe?
2,4 saze9| 7ewes| 7wew7 | 7sse3| .w23s| 5,37 7eeee | w2as| 5,37 2mus
47,6 | -9esus| 78919 81775 |  e5781| 9si9| 11,10{ es7e1 | esi9 11,10] sues
90,9 69099 -suse7| 76018 | 73zanf 17u2a( 23,79 e2sse | oaus| 11,20] s3I




