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I.  I N T R O D U C C I O N

I.l. HISTORIA DE LA TRANSFORMACION GENETICA

La H is to r ia  de l a  T ransfo rm aciôn  G en ô tica  com ienza en lo s  p rim ero s  

afios de l a  Segunda G uerra  M undial, con e l  d e scu b rim ien to  d e l  m édico A l­

f r e d  G r i f f i t h ,  a  l a  sazôn  fu n c io n a r io  d e l  B r i t i s h  M in is try  o f  H e a l th , 

a c e rc a  de l a  tra n s fo rm a c iô n  de Pneumococcus no in f e c t iv o s  (" ru g o so s " )  

en Pneumococcus pa tô g en o s ( " l i s o s " ) ,  en e l  seno  de an im ales  de e x p e r i -  

m en tac iôn : cuando se  l e s  in o c u la b a  una m ezcla de b a c t e r i a s  l i s a s  m uer- 

t a s  ju n to  con b a c t e r i a s  ru g o sas  v iv a s ,  é s t a s  a d q u ir îa n  e l  c a r â c te r  i n ­

f e c t iv e  de l a s  p r im e ra s . D esg rac iad am en te , G r i f f i t h  m uriô  a n te s  de acer^ 

t a r  con l a  in t e r p r e ta c iô n  c o r r e c t s  de su  d e sc u b rim ie n to .

No o b s ta n te ,  e l  hecho  p u e s to  de m a n if ie s to  p o r G r i f f i t h ,  d e s p e r tô  l a  

le g e n d a r ia  p o lem ics  a c e rc a  de quë f a c t o r  s é r i a  e l  p o r ta d o r  de l a  i n f o r -  

maciôn g e n ê t ic a  y  p o r  ta n to  e l  re s p o n sa b le  de l a  tra n s fo rm a c iô n  - i p r o -  

te în a s  o â c id o s  n u c le ic o s ? -  y  s i r v i ô  de base  p a ra  que o t r o s  esqperimenta^ 

d o re s  e s c la r e c ie r a n  d e f in i t iv a m e n te  que e l  DNA e r a  e l  v e rd ad e ro  p o r ta ­

do r de l a  in fo rm ac iô n  g e n ê t ic a .

En 1941, dos in v e s t ig a d o re s  d e l  New York*s R o ck e fe lj.e r  I n s t i t u t e ,  

M.H. Dawson y J .L .  A llow ay, o b tu v ie ro n  de nuevo lo s  r e s u l ta d o s  de G r i f ­

f i t h ,  u t i l i z a n d o  un hom ogeneizado de b a c t e r i a s  l i s a s ,  como a g e n te  trans^  

fo rm an te  de b a c t e r i a s  ru g o sas  en p r e s e n c ia  de su e ro  de c o n e jo  a n t i - b a c ­

t e r i a s  ru g o s a s ; de e s t a  form a s ô lo  h a b r ia n  pod ido  c r e c e r  a q u e l lo s  P neu- 

mococcus ru g o so s  que h u b ie ra n  s id o  than^iofvmdoh  a  l a  form a in f e c c io s a ,  

c<xno en e f e c to  o c u r r iô .

T ras e s t 08 e:q>erim entos p r e l im in a r e s , lo s  h echos y a  e s ta b a n  l o  s u f i -



c ien tem en te  d e lin e a d o s  p a ra  que en  1944 Oswald T. A very, C o lin  M. Me 

Leod y M adyn M cCarty, d e c id ie ra n  p ro c é d e r  a l  a n â l i s i s  s is te m a t ic o  

d e l  fenomeno de tra n s fo rm a c iô n ; m ediante  un f ra c c io n a m ie n to  c e l u la r  

c o n v e n d ona l ,  dem ostraron  que e l  a c id o  d c s o x i r r ib o n u c le ic o  e r a  e l  u n i-  

co agen te  cap^z de l l e v a r  a  cabo l a  t r s '  v'rnacion en lo s  organism os 

p o r e l l o s  e s tu d l a d o s .

Er. 1^ 5 , . t i s s ,  i d e n t i f i e d  lo s  c u a t ro  n u c le o tid o s  i n t é ­

g r a n te s  d e l  DNA en e l  f  l u i  do tra n s fo rm a n te  y p ro p u so , p o r  p rim era  v e z , 

que. l a  ^yvtzgàaclân dz un VNA zxâgzno m  i a  Ânionm iciân g m i tC a i  d z t  ok 

ganlômo KZctptoK, 6QJiCci to. caa&a d z  to6  ojoxrbjioà g zn ^ tlco 6  ob.6eAvado6,

Lid i ix p o re s is  de h o tc P K iss , fu e  dem ostrada afios mas ta rd e  en lo s  l a ­

b o r a to r i e s  de Cold S p rin g  H arbor p o r A lf re d  H ershey y M artha Chcise, 

u t i l i z a n d o  DNA de fag o  m arcado con y b a c t e r i a s  r e c e p to ra s  s in  m ar- 

c a je :  E l DNA d e l  f a g o ,  ap a re  c i  a  X/itZgKjldo en e l  DNA de l a  b a c t e r i a  r e -  

cep t o r a .

1.2. PANORAMICA GENERAL Y SIGNIFICADO DE 
LA TRANSFORMACION GENETICA

Desde l a  e x p e r ie n c ia  de H ershey y C hase, e l  in t e r ê s  p o r  lo s  fenôme- 

nos de T ransfo rm aciôn  G en ê tica  s e  ha  ven ido  in te n s i f ic a n d o  d ia  t r a s  

d ia ,  ta n to  en  organ ism os u n ic e lu la r e s  (p ro  y e u c a r io n te s  ) ,  como en o r ­

ganism os s u p e r io r e s ; en c o n secu e n c ia  se  han d e s a r ro l la d o  e s tu d io s  so ­

b re  a lgunos p rob lèm es t e ô r i c o s  y  p r â c t ic o s  de l a  B io lo g ie  C e lu la r ,  r e -  

la c io n a d o s  con lo s  d i s t i n t o s  e s ta d io s  que conducen a l  lo g ro  de l a  

T ransfo rm aciôn  G e n ê tic a , que supone l a  c o n ca ten ac iô n  de v a r ie s  pKocz- 

A06 <jfidzpzndlzntz&  con d i f e r e n te s  mécanism es c i to lô g ic o s  y b ioqu im icos 

im p lic ad o s  en  cada une de e l l o s :

a )  R zzzpciân  ( c a p tu r a )  d e l DNA e x ô g e n o .tra n s fo rm a n te , en l a  e n v o ltu  

r a  de l a  c ê lu la  huesp ed .

b )  VznZtÂJdCjiôvi d e l  DNA tra n s fo rm a n te  p o r  lo s  mécanismes e n d o c i tô t i -  

cos p e c u l ia r e s  d e l  huesp ed .

c) ïkztabotU m o d z t  VNA ÀngzJUdo} en  su  c a s e ,  'txnXzgAjCuUjdn de fragmen^ 

t e s  con in fo rm ac iô n  g e n ê t ic a  e s p e c i f i c a ,  en e l  s is te m a  g e n ê tic o  

d e l  r e c e p to r .

d ) BxpKejiÂJSn GznCtLca de l a  in fo rm ac iô n  exôgena r e c i b id a .



e )  THjonJtitMMJiÔYi a  l a  d e scen d en c ia  de l a s  c a r a c t e r i s t i c a s  g e n ê t ic a s  a ^  

q u i r i d a s ,

Los c in co  p ro ceso s  m encionados p re s e n ta n  d i f e r e n te s  m odalidades en  

dependencia  de l a  naXuKotZZCL d z  t(U  KZCZptOKCU - p r o c a r i ô t i c a s  o

e u c a r iô t i c a s -  r e f l e j o  de l a s  p ro fu n d as  d i f e r e n c ia s  f i s i o l ô g i c a s  y  b io -  

q u lm icas que sep a ran  a  ambos t i p o s  de o rg an ism es.

Los e s tu d io s  r e a l iz a d o s  en cada une de lo s  c i ta d o s  a s p e c to s  han con- 

t r i b u id o  a l  conocim ien to  de fenômenos t a i e s  como l a  K£.COni)XA(ldân gùu.'~ 

CjCL (H o tch k iss  y Gabor 1 9 7 0 ), Ùi dLiZKZnctCLcCân zzùiZciK (O tto le n g h i Nigh 

t  in g a le  1969 ), && dz60AAoJUo d z  ù i  In ^ zzc iâ n  vlnaZ  a b oK tiva  (S a rk a r  

1967, S p iz iz e n , R e i l ly  y Evans 1966) y Ùl COKAZOXlLÔn d z  tctAHÂ hzKZditCL- 

/bcoi a yUvzZ czùiZaK  (M e r r i l ,  1971). Queda a s !  seR a lad a  l a  p ro y ecc i& i a 

o t r o s  âm bitos de l a  B io lo g la  C e lu la r  de lo s  e s tu d io s  so b re  T ransfo rm a­

c iô n  G e n ê tic a .

En l a  a c tu a l id a d  es  un hecho sobradam ente p robado  que un DNA exôgeno, 

homôlogo o h e te rô lo g o ,  puede p e n e t r a r  en c ê lu la s  de d iv e rs e  o r ig e n ,  " in  

v iv o "  o " in  v i t r o " .  Mâs p ro b le m â tic a  r é s u l t a  l a  in te g r a c iô n  d e l  DNA en 

e l  a p a ra to  g e n ê t ic o  de l a  c ê lu la  - s o b re  to d o  en lo s  organ ism os e u c a r iô ­

t i c o s -  y su  e v e n tu a l t r a n s c r ip c iô n  en p r o te ln a s  f i s  io lô g ic a m e n te  a c t i ­

vas .

1 .2 .1 .  TRANSFORMACION DE ORGANISMOS PROCARIOTICOS

E l DNA tra n s fo rm a n te  que p é n é tra  en  l a  c ê lu la  b a c te r ia n a  s ô lo  debe 

a t r a v e s a r  l a  p a re d  y membrana c e lu la r e s  p a r a  a lc a n z a r  qu m e ta ; l a  i n t e ­

g ra c iô n  se p roduce cuando e l  DNA ca p tu ra d o  a lc a n z a  e l  DNA d e l  huesped  

en c o n d ic io n e s  en l a s  que ambos puedan in t e r a c c io n a r .  Los s is te m a s  e n û  

m â tico s  b a c te r ia n o s  e n c e rra d o s  en e s t r u c t u r a s  e s p e c i a le s ,  degradan  s o lo  

p a rc ia lro e n te  e l  CNA homâtogo in c o rp o ra d o  (S tu y  1965; Chen y Ravin 1968) 
s ie n d o  mâs a fe c ta d o s  lo s  VhIA doncuitZ6 kztZ K âtogo i y p ro d u c iên d o se  pêr<H 

das a l  medio de lo s  com ponentes d e l DNA degradados (Lacks y G reenberg

1967). La frag m en tac io n  o l a  i r r a d ia c io n  ” .V. d e l DNA exôgeno p a re c e  f a  

c i l i t a r  e l  a taq u e  de la s  DNA-asas c e lu la r e s  (S etlow  e t  a l ,  1968; N otan i 

y  Goodgal 1965).

E s ta  r e l a t i v a  f a c i l i d a d  d e l  DNA en su  cam ino h a c ia  e l  genoma re c e p ­

t o r  h a  conducido  a l  lô g ic o  e s ta d û  a c tu a l  de conocim ien to s  en  to m o  a  l a  

T ransfo rm aciôn  G en ê tica  de l a s  c ê lu la s  b a c t e r i a n a s :  se  co n o cw  en d a ta -



I l e  lo s  PK0 CZ606  d z  ZntzgKjaciâyi y tKan6<ifUpciân dz Zn^oKmaclân gzyi^tCaL 

zxâgzna., a l  la d o  de una mayor ig n o ra n c ia  a c e rc a  de lo s  fenômenos de i n ­

c o rp o ra c iô n  y c a p tu ra  de d ic h a  in fo rm a c iô n . B aste  a f ia d ir  aq u i que en o r  

ganism os p r o c a r i ô t i c o s ,  l a  T ransfo rm aciôn  G e n ê tic a  se  e n ç le a  en l a  a c ­

tu a l id a d  de m anera c a s !  r u t i n a r i a  p a ra  e l  e s tu d io  de su  G e n ê tic a , u t i l ^  

zândose d i f e r e n te s  m arcadores ( r e s i s t e n c i a  a  d rogas y re q u e r im ie n to s  njw 

t r i c i o n a l e s  de am in o âc id o s , p r in c ip a lm e n te ) ,  p a ra  e l  fnapzo dzZ gznoma, 

de lo s . in d iv id u o s  o b je to  de e s tu d io .

1 .2 .2 .  TRANSFORMACION DE ORGANISMOS EUCARIOTICOS

Sin  embargo l a  s i tu a c iô n  en c ê lu la s  e u c a r iô t i c a s  e s  in v e r s a ;  l a  ma­

y o r  c o m p le jid ad  de l a  r u t  a  d e l  DNA h a c ia  e l  genoma r e c e p to r ,  h a  hecho 

que se  e s tu d ie n  con mâs d e te n im ie n to  lo s  p/L0CCA06 d z  tAjd&ZocCLCcâyi d z  mô  

Z£cuZja& a t  mzdco AjiZZHno CJZtuJtoK, Como c o n t r a p a r t id a ,  lo s  modelos de in^ 

te g ra c iô n  p ro p u e s to s  no d escan san  so b re  una b ase  e x p e r im e n ta l s u f i c i e n -  

tem en te  firm e  y ,  en muchos c a s o s ,  que dan aûn p o r  i n t e r p r e t a r .  P o r o t r o  

la d o ,  l a s  p o s ib i l id a d e s  de lo g r a r  l a  tra n s fo rm a c iô n  son menores en lo s  

o rgan ism os e u c a r iô t i c o s  y a  que e l  DNA in g e r id o  debe so b re p a sa r  lo s  su ce  

s iv o s  a ta q u e s  de lo s  6t6-tznki6 znzùfidttcoA cztutaKz& dzgKadaCcvo-A, a n te s  

de p o d e r p e n e t r a r  en e l  n û c le o  y e j e r c e r  una ac c iô n  tra n s fo rm a n te .

Los e jç e r im e n to s  de T ran sfo rm aciô n  G sn ê tic a  en c ê lu la s  e u c a r iô t i c a s  

se  han r e a l iz a d o  ta n to  "in v ivo "  como "in v i t r o " ,  u t i l iz â n d o s e  p o b la c io  

n és  de c ê lu la s  m an ten idas en c u l t iv o  u organism os com pletos in y e c ta d o s  

con p re p a ra c io n e s  de DNA de o r ig e n e s  d iv e r s e s .  En a lg u n o s  C cisos (O tto ­

le n g h i-N ig h t in g a le  1969) s e  han tran sfo rm ad o  c ê lu la s  in  v i t r o ,  con ZX~ 

pKZ&tân ^ zn o ttp tc a  una vez  in o c u la d a s  en  lo s  an im ales  de que p ro c e d fa n .

1 .2 .3 .  TRANSFORMACIONES "IN VITRO"

K raus (1961) s u g i r iô  que l a  cap a c id ad  de s î n t e s i s  de l a  cadena 3^ de 

l a  hem oglobina humana, p o d îa  s e r  t r a n s m it id a  - i n  v i t r o -  a c ê lu la s  de m£ 

d u la  ô sea  de p a c ie n te s  con anem ia f a lc i f o r m e ,  a l  in c u b a r lo s  con DNA e x - 

t r a î d o  de l a  m êdula ô sea  de in d iv id u o s  h om oz igô ticos  p a ra  e l  c a r â c t e r  

3A de l a  hem oglob ina . En 1962 W eisberger ob tuvo e l  mismo t i p o  de r e s u l ­

ta d o s  p e ro  ta n to  en su s  t r a b a jo s  como en e l  d e s c r i to  de K raus, l a  f a l t a  

de c o n t rô le s  so b re  l a  p u re z a  d e l  DNA u sad o , bace que su s  c o n c lu s iones 

deban a c o g e rse  con r e l a t i v a  p ru d e n c ia .



Q uizâs lo s  r e s u l ta d o s  mâs im p o r ta n te s ,  sean  lo s  o b te n id o s  p o r  Szy- 

b a ls k a  y S z y b a lsk i (1 9 6 2 ), que o b tu v ie ro n  l a  tra n s fo rm a c iô n  de una 11- 

n ea  m u tan te  de c ê lu la s  humanas c u l t i v a  das " in  v i t r o "  d é f i c i e n t e  en 

^Znmono^06 {a to  pÂJLÔ oà{̂ oKÂJüai&(i, t r a t â n d o la s  con DNA e x tra ild o  de l a  cepa 

o r i g i n a l  capaz de u t i l i z e r  e l  m o nofosfa to  de in o s in a  (IM P).

Uno de lo s  ejem plos mâs e s p e c ta c u la r s s de tra n s fo rm a c iô n  queda d e s -  

c r i t o  en lo s  t r a b a jo s  de O tto le n g h i-N ig h tin g a le  (1 9 6 9 ) , con im p lic a c io -  

n es  en  â re a s  no re la c io n a d a s  con l a  T ransfo rm aciôn  G e n ê tic a . E s ta  a u to -  

r a  e n c o n trô  que m e la n o b la s to s  de em briôn de r a to n  a lb in o ,  c u l t iv a d o s  en 

p r e s e n c ia  de DNA e x t r a îd o  de cepas de r a t ones g r i s e s  e in y e c ta d o s  subcu  

tân eam en te  en l a  re g iô n  c e r v i c a l  de r a t ones a lb in o s ,  p rovocaban  l a  a p a - 

r i c i ô n  de c ê lu la s  p igm entadas - s in t e t i z a d o r a s  de m e la n in a -  en l a  zona 

de l a  in y e c c iô n . (La s î n t e s i s  de m e lan in a  se  t r a n s m i te  en  lo s  r a to n e s  

como un s im p le  c a r â c te r  m endeliano  dom inante y ,  b io q u îm ic am en te , l a  ûn^  

ca enzim a im p lic a d a  en su  s î n t e s i s  en l a  tOio^Â/ui&a (EC 1 .1 0 .3 .1 ;  0 - d i -  

f e n o l ;  O2 , o x id o r r e d u c ta s a ) . La a c t iv id a d  d e l  p re p a ra d o  de DNA desapare^ 

c i a  t r a t â n d o lo  con DNA-asa p a n c r e â t ic a .  Pcira l a  c b te n c iô n  d e l  DNA t r a n ^  

fo rm an te  se  u t i l i z a r o n  c ê lu la s  de h lg a d o , b a z o , t e s t i c u l e s ,  o v a r io s  y 

tim o  de r a to n e s  g r i s e s ,  (ô rganos en lo s  que l a  s î n t e s i s  de m e lan in a  e s ­

t é  a u s e n te ) ;  p u e s to  que l a  c ap a c id ad  in d u c to ra  de p ro d u cc iô n  de t i r o s i -  

n a s a  fu e  siem p re  p o s i t i v a ,  e l  e}q>erimento c o n s t i tu y e  en  s i  mismo una 

p ru eb a  en  fa v o r  d e l  p o s tu la d o  de l a  tû ttpo tzn cca tL dC id  de l a  in fo rm ac iô n  

g e n ê t ic a  c o n te n id a  en ô rganos d i f e r e n c ia d o s , capaz  de c o d i f i c a r  enzim as 

no p r é s e n te s  en e so s  t e j i d o s .

En 1962 , F re d e r ic  y  C o r in -F re d e r ic ,  o b tu v ie ro n  modUtcCLcionZi cAomo- 

^âmiccià en  e l  c a r i o t ip o  de c ê lu la s  de p o l io  c u l t iv a d a s  '*in v i t r o "  en 

p r e s e n c ia  de DNA de tim o  de t e r n e r a . E s ta s  m o d if ic a c io n e s  c i to lô g i c a s  

c o in c id e n  con l a s  e n c o n tra d a s  p o r  L euch tenberg  (1958) y  S c a l e t t a  

(1 9 6 5 ) , y  e s  de d e s ta c a r  su  a p a r ic iô n  cuando se  u t i l i z a  un DNA t r a n s f o r  

m ante con un g rado  de h e te r o lo g la  muy a l t o  r e s p e c to  a l  d@ l a  c ê lu la  r e ­

cep t o r a .

Mâs t a r d e ,  en 1971, H i l l  y H illo v a  d e s c r ib ie ro n  l a  c a p tu ra  " in  vitro?* 

de DNA de r a tô n  p o r  c ê lu la s  de p o l io  en c u l t i v o ,  con in te g r a c iô n  de 

a q u e l a  lo s  cromosomas p e ro  s in  e x p re s a r  n ingûn  cam bio f e n o t lp ic o .

O tro s  hechos s i g n i f i c a t i v o s  e x p l ic a b le s  en tê rm in o s  de un in te rc a m - 

b io  de frag m e n tes  e n t r e  e l  DNA c e l u l a r  y e l  DNA in c o rp o ra d o , fu e ro n  l a  

KeÀtauKCLCcén. de c ê lu la s  daRadas p o r  r a d ia c iô n  U.V. p u e s ta  de m a n if ie ^



to  p o r  Mil e t i c  e t  a l .  (1963) a l  in c u b a r  a q u e l la s  con DNA de c ê lu la s  i n ­

t a c t e s ,  y  l a  tn k ib tc ié n  en e t  CAeptmiento de c u l t iv e s  de f i b r o b l a s t o s  

en  p r e s e n c ia  de DNA e x t r a îd o  de c ê l u l a s  tum ores a s c î t i c o s ,  aunque no

de sarcom a (Sm ith y C re s s ,  1961).

1 .2 .4 .  TRANSFORMACION "IN VIVO" DE CELULAS DE ANIMALES SUPERIORES

"In  v iv o " , e l  DNA tra n s fo rm a n te  tn y e c ta d o  en  e l  organ ism e de e x p e r i -  

m entaciôn  d eb erâ  s e r  t r a n s p o r t  ado p o r  e l  ^t&temcL cUACiitcLtOKCo co rre sp o n  

d ie n te  y a t r a v e s a r  to d o  e l  con ju n te  de mcmb/umoA di^eKenctado^  h a s ta  

l l e g a r  a su s p u n to s  de a c tu a c iô n ,  m u ltip l ic ê n d o s e  lo s  Ate6go6 de degKa- 

daciân  pou nac^eoioA p ré s e n te s  en lo s  d i f e r e n te s  m edios. Pese a 

e l l e ,  lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  p o r  Ledoux, H uart e t  a l .  (1 9 7 1 ) , p e rm i-  

te n  suponer una r e l a t i v a  f a c i l i d a d  de acceso  d e l  DNA a re g io n e s  d e l  o r ­

ganism e a le ja d a s  de su  p u n to  de e n t r a d a .

B end ich , W ilczok e t  a l .  (1 9 6 5 ) , han dem ostrade que DNA de v i r u s  de 

po liom a o DNA tra n s fo rm a n te  de Pneum ococcus, in y e c ta d o s  in t r a p e r i to n e a T  

mente en r a to n e s ,  p o d la  r e c u p e ra r s e  en  l a  san g re  con su  a c t iv id a d  b i o l ^  

g ic a  i n t a c t a ,  in d ican d o  a s !  l a  CACOAÆ a c tC vtd a d  VNA-dÂtca de t a  àangKZ.

La p o s ib i l id a d  de a l t e r a r  lo s  d i s p o s i t iv o s  g e n ê t ic o s  c e lu la r e s  de 

form a c o n tro la d a  p o r  medio de l a  tra n s fo rm a c iô n  en c ê lu la s  de an im ales  

s u p e r io r e s ,  ha d i r i g id o  l a  a te n c iê n  de num erosos in v e s t ig a d o re s  h a c ia  

lo s  a sp e c to s  p r â c t ic o s  d e l  p ro b lem s. S in  em bargo, lo s  e s tu d io s  de i n t e ­

g ra c iô n  genôm ica d e l  DNA ab so rb id o  no se  han d e s a r ro l la d o  -e x c e p c iô n  

cha de L. Le doux y c o l . -  en l a  c a n t id a d  y c a l id a d  de lo s  e fe c tu a d o s  con 

lo s  organism os p r o c a r i ô t i c o s .

La tra n s fo rm a c iô n  de c a r a c tè r e s  f e n o tfp ic o s  h a  s id o  lo g ra d a  p o r  d i ­

ve r s o s  l a b o r a to r i e s  con d i s t i n t a  fo r tu n a  p o r  lo  que se  r e f i e r e  a  su  6X- 

pKz&tân g e n i t l a i  contCnm da en t a  de& cendencta  de lo s  in d iv id u o s  t r a n s -  

f  orm ados; a s !  p u e s ,  l a  tra n s fo rm a c iô n  " in  v iv o "  de c ê lu la s  de an im ale s  

s u p e r io r e s ,  se  p r é s e n ta  a  veces con un c a r â c te r  som âtico  y  e p ig e n o t lp i -  

co . A su  v e z , l a  i a t t a  de K epK oducttb tttd lad  de lo s  e 3q>erim entos en mu­

chos c a s o s ,  c u e s tio n a  l a  v e rd a d e ra  in te g r a c iô n  genôm ica d e l  DNA in  v a s o r  

- l a s  e sq )e r ie n c ia s  de Ledoux son l a s  mâs co n v in c e n te s  en  e s t e  s e n t i d o - ,  

aunque s u  e x p re s iô n  g e n ê t ic a ,  s iq u ie r a  t r a n s i t o r i a ,  in d iq u e  una r e s i s ­

t e n c ia  a  l a  a c c iô n  d e g ra d a tiv a  de DNA-asas san g u ln eas  o i n t r a c e l u l a r e s .

P io n e ro s  en e l  e s tu d io s  de l a s  p o s ib i l id a d e s  de tra n s fo rm a c iô n  " in



v iv o "  son  lo s  t r a b a jo s  de Benoy, L e ro i t  e t  a l .  (1 9 5 7 ), que o b tu v ie ro n  

m o d if ic a c io n e s  f e n o t lp ic a s  p o r  tra n s fo rm a c iô n  e n t r e  ra z a s  d i s t i n t a s  de 

p a t o s ,  aunque lo s  mismos y o t r o s  a u to re s  han o b te n id o  r e s u l ta d o s  n e g a t^  

VOS a l  i n t e n t a r  re p ro d u c e r  a q u e l la s  e ^ q p e rie n c ia s , (B e n o it ,  Leroy e t  a l .  

1960; Svoboda y H arkova, 1959; N ovikov, Cheminova e t  a l . ,  1961). Con 

o t r o s  o rganism os S T jç e rio res , lo s  r e s u l t a d o s  de tra n s fo rm a c iô n  g e n ê t ic a  

han s id o  siem pre n e g a t iv e s  : con e jo  (B e a tty  y B i l l e t ,  1 9 6 1 ), r a t a  (P e rry  

y W alker, 1958; B eam  y K irb y , 19 5 9 ), g a l l i n a  (S h o f fn e r ,  B urger e t  a l .  

1 9 6 1 ), p in ta d a  (S h o f fn e r ,  B urger e t  a l .  1961 ), a j a l o t e  ( B i l l e t ,  Ham il­

to n  e t  a l .  1 9 64 ), m aîz (Coe y S a rk a r ,  1966).

La f a l t a  de conocim ien to  de e ta p a s , ta n  fundam en ta les como l a  \)tOi de  

entAjCida p re fe re n c e  en e l  o rgan ism e, l a  degAjidcLctdn p o r  la s  n u c le a s a s  ce 

l u l a r e s ,  e l  tamaho moZecutoA. idôneo  d e l  DNA u sad o , l a  im p o s ib il id a d  de 

d é f i n i r  un ^e&tado a o n p e te n te ,  e t c . ,  c o n tr ib u y e  a  l a s  c e n tra d ic c io n e s  ex  

perim en  t a l e s  h a l la d a s ,  de l a s  que puede c o n c lu ir s e  que l a  ob te n  c iô n  de 

cam bios g e n ê t ic o s  p o r  DNA exôgeno en o rganism os " in  v iv o "  haya s id o  mu- 

ch as  v eces e l  r e s u i ta d o  de e x p e r ie n c ia s  a fo r tu n a d a s  mâs que de l a  a p l i -  

c a c iô n  r ig u r o s a  de m êtodos con una c a s u i s t i c a  am p lia  y b ie n  com probada.

M encionaremos a q u l l a  o b te n c iô n  de m o d if ic a c io n e s  en  e l  c o lo r  de la s  

plum as in y e c ta n d o  DNA, e x t r a îd o  de in d iv id u o s  d i f e r e n t e s ,  en l a  vena v i  

t e l i n a  de em briones de p o l io  (M a rtin o v ic h , K anazar e t  a l .  1 961 ); s i m i l i  

r e s  cainbios f e n o t ip ic o s  han lo g rad o  L ero y , B en o it e t  a l .  (1 9 6 4 ), in y e c ­

ta n d o  en p o l io s  extA acto6  micieoAeô de e r i t r o c i t o s  de p in ta d a .

Q u izâs e l  g rupo de lo s  in s e c to s  se a  donde l a  tra n s fç rm a c iô n  " in  v i ­

vo" h a  s id o  demost r a d a  con mâs r i g o r .  En D ro so p h ila , s^ han d e s c r i to  

e f e c to s  m u tag ên ic o s , no e s p e c l f ic o s  de n ingûn  lo c u s  de^erm inado , a l  i n -  

y e c t a r  DNA v ia  h em o lin fa  (Fahmy y Fahny 1961, 1965) o $1 a d m in is t r a r lo  

v ia  d ig e s t iv a  (G ershenson 1939, 1965; Mathew, 1965 ). Fpx y Yon (1 9 6 6 ) , 

d em ostraron  cainbios e s p e c l f ic o s  en  D ro so p h ila  p e ro  lo s  c a r a c tè r e s  trans^ 

form ados mue s t r  an diépO'iZclân m  m o6alC‘\  s in  lo g ra r s e  cam bios que afeç^ 

te n  a  l a  t o t a l i d a d  d e l  i n s e c t o.

En E p h e s t ia ,  C asp ar! y Nawa (1965) o b tie n e n  tra n s fo rm a c iô n  en  l a  co­

l o r  a c iô n  d e l  a l a ,  in y e c ta n d o  DNA en l a r v a s .  P o s te r io rm p n te  (Nawa y Yanm 

da 1 9 6 8 ), s e  ob serv ô  que l a  in y e c c iô n  de DNA d e l  t i p o  ^ p ro p iad o  en l a r ­

vas o h u ev o s , produce cam bios en l a  c o lo ra c iô n  de lo s  p jo s  de l a  g en era  

c iô n  t r a t a d a  y  l a s  s ig u i e n t e s ,  apuntando  l a  p o s ib i l id a d  de un cambio 

n o t i p ic o  perm an en te . En c u a lq u ie r  c a s o , se  han en co n trad o  unas e f io i e n -



c ia s  tra n s fo rm a n te s  muy b a j a s ,  d e l  o rd en  de 10" 5- 10” 4 ,

Con d i f e r e n t e s  DNA b a c te r ia n o s  como m a te r ia l  exôgeno , in y e c ta d o  a  r a  

to n e s  v ia  in t r a v e n o s a  o a b so rb id o  p o r  s e m i l la s  en g e rm in ac iô n  de A ra b i-  

d o p s is  u Hordeum, Ledoux y H uart (1 9 6 6 ) , han dem ostrado  que e l  MîA p e r -  

manece in d eg rad ad o  en p u n to s  l e  j  an os a l  de e n t ra d a  en e l  o rg an ism e . En 

e l  caso  de v e g e ta le s ,  puede r e c u p e ra r s e  en ô rganos a d u l te s  (h o ja s  y f l £  

r e s ) ,  to d a v fa  no form ados en  e l  memento i n i c i a l  de l a  c a p tu r a .

La p o s ib i l id a d  de que e l  fenômeno de tra n s fo rm a c iô n  g e n ê t ic a  s e a  un 

p ro ceso  con im p o rta n c ia  a p re c ia b le  en co n d ic io n e s  n a t u r a le s  ( t r a b a jo s  

de Ledoux y H uart 1966, O tto le n g h i-N ig h t in g a le  1969, Nawa y  Yamada

1968), afiade un nuevo i n t e r ê s  a  l a  p o s ib le  in t ro d u c c iô n  de cam bios en 

e l  p rogram s g e n ê t ic o  de l a  c ê lu la  desde e l  medio e x t e r i o r  a l  o rg an ism o, 

camino d i s t i n t o  a l  c l ê s i c o  de m u tac io n es  endôgenas a l  a z a r  d e l  m a te r ia l  

crom osôm ico, y  cuyas impl i c a c i ones en l a  c o n s id e ra c iô n  de c u a lq u ie r  t e £  

r l a  e v o lu t iv e  son é v id e n te s .

1.3. ENDOCITOSIS. MECANISMOS CELULARES DE INGESTION

1 .3 .1 .  PARTE GENERAL

E l c ito p la sm a  e s t é  co m p a rtim e n ta liz a d o  en v i r t u d  de un de

rm/nb/uxnas moAioZâgtcamente d ich o  p a re  c i  do e s t r u c t u r a l  d io

o r ig e n  a  l a  t e o r l a  de su  tnteAconveAtZJottidcLd^  fo rm u lada  p o r  W o h lfa rth -  

-B o tterm ann  (1 9 5 9 ), a s l  como a l  e s tu d io  c in ê t i c o  de le s  t r a n s fo rm a c io ­

n es  h a b id a s  e n t r e  membranas to p o lô g icam en te  d i f e r e n c ia d a s  (U h lig  e t  a l .  

1956). Los mecanismos de v e à tc u ù ic iâ n  de ntembAoncu en r e la c iô n  con l a  

c a p tu r a ,  t r a n s p o r te  i n t r a c e l u l a r  y  e l im in a c iô n  d e l  m a te r i a l  d ig e r id o ,  

r e p re s e n ta n  un c la r o  e jem plo  de s u  c o n v e r t ib i l id a d .

M e tsc h n ik o ff  (1833) fu e  e l  p r im e ro  en o b se rv e r  l a  in g e s t iô n  p o r  c ê lu  

l a s  de mesodermo, de p a r t i c u l e s  a l im e n t ic i a s  de d im enqiones a p re c ià b le s  

a l  m ic ro sc o p ic  ô p t ic o  y acuRô p a ra  e s t e  p ro c e so  e l  tê rm in o  

P o s te r io r ro e n te ,  num erosos a u to re s  han o b servado  e l  mismo fenômeno en 

m u l t i tu d  de c ê lu la s  d i f e r e n t e s ;  en  ccm secuencia  han a p a re c id o  o t r o s  t ê r  

min o s ,  como c o to td o p e x ta  ( B r a t in a u ,  1929) (c a p tu ra  de m a te r i a l  c o lo id a l) ,  

CAomopexicL (V olkonsky , 1933) ( in g e s t iô n  de c o l o r a n te s ) ,  a tA 0 cC t0 6 ti ( 6e 

r a r d  y  C o rd ie r ,  1934) (a lm acenam ien to  de s u s ta n c ia s  iq g e r id a is ) ,  gAonutü^ 

càXo^àM (B e n a c e r ra f  e t  a l .  1955) y  ffiugotfvoyjOL (Seaman^ 1961) ( in g e s t iô n



de p a r t i c u l e s  a l im e n t ic i a s  p o r  p ro to z o s  m ediante  un a p a ra to  o r a l  d i f e -  

r e n c ia d o  o cAXûàtomOi), D ichos tê rm in o s  e 3q> resan , desde e l  p u n to  de v i s ­

t a  de l a  f i s i o l o g l a  c e l u l a r ,  e l  mismo fenômeno de in g e s t iô n  de m a te r ia l  

e x o c e lu la r ,  dando c u e n ta  a l  mismo t ie n p o  de l a  n a tu r a le z a  de l a  s u s ta n -  

c ia  in g e r id a  y d e l  tamafio de l a  va cu o td  form ada en e l  c i to p la s m a . Apar­

t é  de l a s  pequefias v a r ia c io n e s  m o rfo lô g ic a s  p o s ib l e s ,  to d o s  IcÆ p ro c e ­

so s  m encionados son  id ê n t ic o s  a l  n iv e l  de r e s o lu c iô n  b r in d a d o  p o r  e l  nâ 

c ro s c o p io  ô p t ic o .

En 1931, Lewis u t i l i z ô  e l  tê rm in o  ptnocÂXo6t&, p a ra  e i g r e s a r  mâs 

ex ac tam en te  e l  p ro c e so  de in g e s t iô n  de iZ u tdo  e x t r a c e lu l a r  a p re c ia b le  

a l  m ic ro sc o p ic  de c o n t ra s te  de f a s e ,  l le v a d o  a  cabo p o r  m acrôfagos y cê 

l u l a s  de sarcom a. Mâs t a r d e , e l  mayor p o d er de r e s o lu c iô n  d e l  m icrosco ­

p ic  e l e c t r ô n i c o  r e v e l a r i a  que e l  c o n te n id o  de l a s  v acu o las  de p in o c i to -  

s i s ,  homogêneo a l  m ic ro sc o p ic  ô p t i c o ;  e r a  p a rc ia lm e n te  g r a n u la r ,  o r i g i -  

nândose de nuevo l a  a p a r ic iô n  d e in éo lo g ism es  te n d a n te s  a l a  m ejo r d e s-  

c r ip c iô n  d e l  p ro c e so  obse rv ad o . A s l ,  ap >■ - '- ie ro n  lo s  tê rm in o s  Ao^eocCto_ 

4-cô ( P o l i c a rd  y B e s s is ,  1958 ), m^cAoptno(Uto^t6 (O dor, 1956) y  uttAjOL^ar 

gocù to6/Ù6 (G o s s e l in ,  1 9 56 ). De tp d o  e l l o  se desp rende que l a  (tc^CAencca 

ewtAz ^agociXo^t6 y  p tn o c ù to â ts  &6 pA tn cipaù nen te  un pAobtemx de Ae&ota 

c iân  micAo^cSptcJiy e s  d e c i r ,  de i d e n t i f i c a c i ô n .  D entro  de ambos conoep- 

t o s ,  l a s  d i f e r e n c ia s  c u a l i t a t i v a s  s e  e ^ r e s a n  con ayuda de lo s  tê rm in o s  

a r r i b a  m encionados ( c o lo id o p e x ia ,  c rom opex ia , f a g o t r o f i a ,  a t r o c i t o s i s ,  

r o f e o c i t o s i s , e t c . ) ,  p e ro  p u e s to  que l a s  e x p re s io n e s  - f a g o c i to s i s  y  p i -  

n o c i t o s i s -  se  usan  h a b itu a lm e n te  con d i f e r e n te s  s ig n i f i c a d o s , e s  p r é c i ­

s e  e s t a b l e c e r ,  de acu e rd o  con H o l te r ,  l a  td e n tid c u l conceptuaZ  e n t r e  am­

bos p ro c e so s  que t i e n e n ,  ta n to  a  n i v e l  m o rfo lô g ico  como m e ta b ô lic o  y  f ^  

s io lô g i c o ,  un mécanisme comûn que c c x is is te  en  l a  in c o rp o ra c iô n  de s u s ­

ta n c ia s  a l  i n t e r i o r  de l a  c ê lu la  p o r  "deàptcLzamcento de l a  menéAona de^  

de t a  6upeA{l<Ue ceùita/L a t\ ln te /U o A  de t a  e ilu ta '*  ( H o l te r ,  1956 ).

En 1963, de Duve in t r o d u jo  ace rta d a m e n te  lo s  tê rm in p s  endocÂXoéti 

( v e s ic u la c iô n  de l a  membrana desde l a  s u p e r f i c i e  a l  i n t e r i o r  de l a  c ê lu  

l a )  y  ex o cC to ^ h  ( v e s ic u la c iô n  desde e l  i n t e r i o r  a  l a  s u p e r f i c i e  c e lu ­

l a r ) .  P o r a n a lo g îa ,  Stockem (1 9 6 7 ) , p ropone e l  tê rm in o  XjfU/uicÂXo6t& p a ­

r a  d e sc r i b i r  lo s  p ro c e so s  de v e s ic u la c iô n  o c u r r id o s  en  e l  i n t e r i o r  de 

l a  c ê l u l a .  Los t r è s  fenômenos quedan en g lo b ad o s en  e l  tê rm in o

Los r e s u l t a d o s  de l o s  p ro c e so s  de e n d o c i to s i s ,  son  v a c u o la s  c i t o p l l b  

m icas con t i e n e n  t e s  de m a te r ia l  e x t r a c e  l u l a r  e n v u e l to  en  una p o rc iô n  de



membrana p la s m â tîc a  in te m a X iz a d a .  De nuevo su rg e  l a  p o lêm ica  re s p e c to  

a l a s  e x p re s io n e s  adecuadas p a ra  d e s ig n a r  lo s  s is te m a s  a s i  c re a d o s : 

S tra u s s  (1 9 5 9 ), lo s  denominô ^a^060m0 6 ; N ov iko ff (1 9 6 0 ) , c o n s id é ré  mâs 

a p ro p ia d o  e l  tê rm in o  ptna&omOÀ y ,  de acuerdo  con Stockem (1 9 6 7 ), asum i- 

rem os e l  tê rm in o  zyido6omcL& p a ra  d e s ig n a r  l a s  fo rm aciones v a c u o la re s  a p ^  

r e c id a s  t r a s  l a  e n d o c i to s i s , en c u a lq u ie ra  de l a s  m odalidades m ic ro scô - 

p icam en te  d i s t i n g u ib le s  de e s t e  p ro c e so .

E l e s tu d io  de l o s  p ro c e s o s  de e n d o c i to s is  e s  im p o rta n te  porque e x p l i  

ca dos fenômenos en a b s o lu te  i n t e r p r e t a b l e s  con a r r e g lo  a  l a  c l â s i c a  

t e o r î a  d e l  t r a n s p o r te  c e l u l a r  en c u a lq u ie ra  de su s  form as ( t r a n s p o r te  

a c t iv o ,  d ifu s io n e s  l i b r e  o f a c i l i t a d a ,  e t c . ) :

a )  La e n d o c i to s is  p o s i b i l i t a  e l  a c c té o  a t  tn teA io A  de t a  e ^ tu ta  a  

da cta&e de paAtCeixtoÂ, mlcA0 6 câplcam ente dc^eAenocadas d e t  medio ( i n -  

c lu id o s  lo s  io n e s ) ,  6 in  nece& tdad de cutAave&OA t a  membAona» E l m a te r ia l  

c ap tu rad o  se  t r a n s p o r ta  en e l  c ito p la sm a  p o r  i n t r a c i t o s i s .

b )  D eterm inados A eceptoA ei de t a  6upeA^t(Ue ce tu toA  AeaccConan de ma 

neAa eàpecC ^tca  con c i e r t a  c la s e  de s u s ta n c ia s  d e l  medio e x tra c e  l u l a r  

q u e , de e s t a  fo rm a, quedan Aetenida& ^ e te c tiv a m e n te  p o r  l a  c ê lu la  y  se 

in c o rp o ra n  mas ta r d e  p o r  e n d o c i to s i s .

P a ra  l a  c ê l u l a ,  una v e n ta ja  a d ic io n a l  o f r e c id a  p o r  e l  s is te m a  de en ­

d o c i to s i s  —i n t r a c i t o s i s ,  e s  l a  s e p a ra c iô n  d e l  c ito p la sm a  y e l  m a te r ia l  

in g e r id o  p o r  una e s t r u c t u r a  membranosa, que p ro te g e  a a q u e l de lo s  efec^ 

to s  n o c iv o s  que p u d ie ra n  d e r iv a r s e  de t a l  i n g e s t iô n .

P o r o t r o  la d o ,  e l  t r a n s p o r te  d e l  c o n te n id o  v a c u o la r  h a s ta  zonas cito^ 

p lâ sm ic a s  e s p e c i a l i z a d a s , ap a re ce  mâs f â c i l  de compre n d e r  que e l  t r a n s ­

p o r te  de s u s ta n c ia s  l i b r e s  en e l  c i to p la s m a .

1 .3 .2 .  METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE PROCESOS DE CITOSIS

Los mBtodo6 d e s a r r o l la d o s  p a ra  e l  e s tu d io  de lo s  p ro c e so s  c i t ô t i c o s ,  

se  han o r ie n ta d o  a  l a  e lu c id a c iô n  de lo s  mecwtC&mo^ de foAmaciân vacuo- 

toA  y  e t  d e s t in o  tn tA a c e tu ta A  de to s  endosomas. s in  em bargo, en l a  mayo 

r î a  de lo s  ca so s  e s tu d ia d o s ,  l a  m e to d o lo g la  em pleada in tro d u c e  a r t e f a c ­

t e s  t a n to  m o rfo lô g ico s  como f i s i o l ô g i c o s . Por e l l o ,  Ô06 AjeSuZtadoS de-  

ben dCscutÙLse con oAAejgto a  una A e v ts tâ n  cA ttlc ja  pA euta de t a  metodoto^ 

g ta  y  un a n â l i s i s  de l a s  t ê c n ic a s  u t i l i z a d a s .  Veamos a  c o n t in u a c iô n .



una panorâm ica h i s t ô r i c a  de lo s  p r in c ip a le s  m êtodos de e s tu d io  de l a  en  ̂

d o c i t o s i s :

E l d e scu b rim ien to  d e l mtcAOScopi.0 de con tA dSte de ^CLSe, a b r iô  e l  ca­

mino p a ra  l a  o b se rv ac iô n  c e l u la r  en con d ic ion es pAôxiMlS a t a  {^i^totâg^  

c a s .  No o b s ta n te ,  e s t a  tê c n ic a  t é n ia  l a  l im i ta c iô n  de que l a  r u ta  in tr^a 

c i t ô t i c a  de lo s  endosomas s o lo  p o d îa  s e g u ir s e  en un c o r to  p e r io d o  de 

tiem p o , p re v io  a su  d isg re g a c iô n  en e s t r u c t u r a s  mâs f in a s  o menos d i f e ­

r e n c ia d a s  d e l r e s t o  de o rganu lo s  c i to p lâ s m ic o s ,  P or e l l o ,  se in te n tô  

m arcar e l  medio e x tra c e  l u l a r  con COtoAonteS v i t a t e s , S in  em bargo, l a  n# 

y o r ia  de e l l o s  e x h ib ia n  e f e c to s  tô x ic o s ,  causando A eaccioneS patotâgi."  

cas e in c lu s o  p e r tu rb a c io n e s  m o rfo lô g icas  en l a s  c ê lu la s  o b je to  de e s tiJ  

d io .  A e s te  r e s p e c to ,  nos rem itim os a lo s  e s tu d io s  de p in o c i to s i s  real_i 

zados en d i f e r e n te s  amebas p o r R ustad  (1959) (y  Champan Andresen (1962). 

Se ha  in te n ta d o  e l  uso de cotoA ontes de ^ùioACScencia  (H o lte r  y  M arshall) 

y pAoteXnaS ^tuoAocAomadaS, que ac tu ab an  como in d u c to re s  p ro p io s  de l a  

e n d o c i to s is  (W olpert y O 'N e i l l ;  Jeon  y B e l l ) .

P o s te r io rm e n te  se  l le v a ro n  a cabo e s tu d io s  u t i l i z a n d o  SaStanciaS  

tn e a te s  fâ c i lm e n te  i d e n t i f i c a b l e s , p e ro  que como c o n t r a p a r t i d a ,  e ran  d i 

g e r id a s  con d i f i c u l t a d  o en a b s o lu te  y ,  p o r c o n s ig u ie n te , l a  i n t r a c i t o ­

s i s  quedaba fu e ra  de to d a  r e a l id a d .  C itarem os ccxno e jem p lo s  de t a i e s  

s u s ta n c ia s  i n e r t e s ,  e l  p o l i e s t i r e n o -  l a t e x  ( e s f e r a s  de tamafio c o n t ro la -  

do) y g râ n u lo s  de m e lan in a .

Gropp (1963) d e s c r ib e  eÂnemicAogAd^tcamente l a  in g e s t iô n  p o r  m acrôfa 

gos de a lim e n te s  n a tu r a le s  t a i e s  como b a c t e r i a s  y " g h o s ts "  de e r i t r o c i ­

t o s ,  en un in t e n te  de ap rox im aciôn  a l a s  c o n d ic io n es  rea lm en te  f i s i o l ô ­

g ic a s ;  p e ro  de nuevo s u rg ie ro n  problemac. en c u an to  a l  r a s t r e o  d e l  m ate­

r i a l  in g e r id o .

Cuando se g e n e r a l iz e  e l  empleo de tê c n ic a s  i s o t ô p i c a s ,  l a  autoAAadio_ 
gAd^ta p ro p o rc io n ô  un mêtodo p r e è i s o  y e f i c a z  p a ra  l a  o b se rv ac iô n  en 

c o n d ic io n e s  f i s i o l ô g i c a s  de l a  e n d o c i to s is  y l a  i n t r a c i t o s i s  (Chapman- 

-A ndresen  y H o l te r ,  1955). E s to s  r e s u l ta d o s  a lu d id o s  se  o b tu v ie ro n  p r i i i  

c ip a im e n te  en am ebas, m icroorgan ism os en lo s  que lo s  p ro c e so s  de endocd 

t o s i s  pueden v i s u a l i z a r s e  p o r m ic ro sc o p la  ô p t i c a .  E l e s tu d io  en c ê lu la s  

de t e j i d o s  hubo de e s p e r a r  h a s ta  e l  p e rfe c c io n a m ie n to  de l a  micAoScopta 
etectAânica  (O dor en c ê lu la s  de p e r i to n e o  de r a t a ;  K a r r e r ,  en  c ê lu la s  

de pulmôn y  Kayes y  Pappas en c ê lu la s  de c ô m e a ) .  S in  em bargo, una de 

l a s  mayo re s  d i f i c u l t a d e s  e n c o n tra d a s  fu e  l a  d i s t i n c iô n  e n t r e  lo s  p ro o e -



SOS e n d o c i tô t ic o  y  e x o c i tô t i c o ,  que se  r e s o lv iô  en p a r t e ,  g r a c ia s  a l  em 

p le o  de moAOidoKtS d e t medco extAacetutoA  de a l t a  d en s id ad  a l  m icrosco­

p ic  e l e c t r ô n i c o ,  t a i e s  como lo s  y a  c i ta d o s  g râ n u lo s  de m e la n in a , ( F é l ix  

y  D a lto n ) ,  f e r r i t i n a  (F a rq u h ar y P a la d e ) ,  o ro  c o lo id a l  (S tau b esan d  1960), 

y  hem oglobina (R udzinska e t  a l . ) .

La seteccC ân  d e t  moACjOdcA debe i r  p re c é d id a  de un d e ta l la d o  e s tu d io  

p r e v io ,  r e s p e c to  a  l a s  c o n secu e n c ia s  de s u  in te r a c c iô n  con e l  m a te r ia l  

b io lô g ic o  o b je to  de e s tu d io  y debe e l e g i r s e  de acuerdo  con e l  p ro ceso  

que q u ie ra  an a l i  sparse:

1) D eterm inaciôn  de l a  a c t iv td a d  en d o c itâ tC c a t  En g e n e ra l  se e l ig e n  

s u s ta n c ia s  i n e r t e s ,  como e l  p o l i e s t i r o l - l a t e x ,  o ro  c o l o id a l ,  a e r o s i l ,  

e t c .

2 ) D eterm inaciôn  de l a s  sastancias captuAobtes jpoA endocùtosts de 

su  e f e c to  en l a  c ê lu la  r e c e p to r a . Pueden u s a rs e  p u e s ,  su s tc u ic ia s  in d u c - 

to r a s  de l a  e n d o c i to s is  aunque e l l o  conduzca, en g e n e r a l ,  a  l a  a p a r i ­

c iô n  de fenômenos p a to lô g ic o s  o l é t a l e s  p a ra  l a  c ê lu la .  E je n p lo s  de t a ­

i e s  s u s ta n c ia s  son  l a  f e r r i t i n a  y l a  c l a r a  de huevo (Stockem  1966). Di­

chos m arcadores son lô g ic a m e n te , lo s  mâs u t i l i z a d o s  en lo s  e s tu d io s  me# 

fo lô g ic o s  de l a  e n d o c i to s i s ,  ju n to  con c o lo ra n te s  v i t a l e s  y  o t r o s  m arca 

d o re s  e le g id o s  en co n so n an c ia  con e l  m a te r ia l  b io lô g ic p .  La c l a r a  de 

huevo y de term inados c o lo r a n te s ,  ( a lc ia n  b lu e )  e je r c e n  una v ig o ro sa  

a cc iô n  in d u c to ra  de l a  e n d o c i to s is  p ro d u c ien d o  sim u ltâq eam en te  una fuer^ 

t e  in h ib ic iô n  de l a  m o t i l id a d  c e l u l a r .

La m ayorîa de l a s  in v e s t ig a c io n e s  se  han r e a l iz a d o  en amebas y ex ce -  

l e n te s  m a te r ia le s  p a ra  e l  e s tu d io  de l a s  a c t iv id a d e s  e n d o c i tô t i c a s , tn -  

du ctda  y  perm anente y p o r  medio de l a  m ic ro sco p la  ô p t i c a . No o b s ta n te ,  

lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  en amebas no pueden e x t r a p o la s s e  a  o t ro s  t i p o s  

de c ê l u l a s ,  p u e s to  que l a  s u s ta n c ia  m arcadora a p ro p ia d a  t i e n e  que s e r  

e sp e c lf ic a m e n te  e le g id a  p a ra  cada m a te r ia l  de e x p e rim e n ta c iô n , y  en 

a te n c iô n  a l  problem a in v e s t ig a d o .  De to d o s  modos, lo s  hechos re v e la d o s  

p o r  e l  e s tu d io  de l a  e n d o c i to s is  en amebas c o n s t i tu y e n ,  cuando m enos, 

un buen s ts te m a  modeto  en  e l  que se pueden h a l l a r  a n a lp g la s  con o tr o s  

o rg an ism o s, a  l a  vez  que ê ç o r ta n  d a to s  p a ra  ju z g a r  l a  m e to d o lo g la  y  lo s  

r e s u l ta d o s  con seg u id o s en  o t r o s  m a te r ia le s  b io lô g ic o s .



1 .3 .3 .  ENDOCITOSIS INDUCIDA Y PERMANENTE

Lo6 pAX)ce>606 de endocùto^yU 6 e  Znducen p o r  una m i i l t ip l ic id a d  de f a c -  

to r e s  con d u cen tes  a  s i tu a c io n e s  f i s i o l o g i c a s  e x tre m a s . E n tre  e l l o s  d e s -  

ta c a n  lo s  vaZoxe& deZ pH, l a  tenpeAxituAa y  l a  concent/LacXân de 4 a  4w6- 

tancZ a  v a r ia b le s  to d a s  e l l a s  en fu n c iô n  de l a  n a tu r a le z a  d e l

medio de lndu.ecÂ.ân» (Chapman-Andresen 1 9 6 2 ).

S o lu c io n es  de s a le s  in o r g a n lc a s ,  de am inodcidos y p r o te f n a s ,  exh iben  

d i f e r e n te s  p ro p ie d a d e s  in d u c to ra s  de l a  e n d o c i to s is  en  fim c id n  d e l pH. 

P a ra  la s  s o lu c io n e s  s a l l n a s  m encionadas, l a  mâxlma in d u c c iô n  se  p ré s e n ­

t a  en l a  zona de pH n e u t r o ;  p a ra  lo s  a n in o â c îd o s , en l a  zona a l c a l i n a  y 

p a ra  l a s  p r o te în a s  en l a  zona â c id a .  La a c c iô n  de lo s  num érosos c o lo ra n  

t e s  h is to lô g ic o s  que a c tû a n  como in d u c to re s  e s ,  en g e n e r a l ,  independlen^ 

t e  d e l  pH,

La c o n c e n tra c iô n  de e s t a s  s o lu c io n e s , e s  obviainente un f a c t o r  d e c i s ^  

vo en l a  e f i c a c i a  in d u c to ra  de l a s  m ism as. E s te  p u n to  ha  s id o  ampliamejn 

t e  e s tu d ia d o  p o r  Cooper (1 9 6 8 ), à u to r  que ha e n c o n tra d o  v a lo re s  ôptim os 

desde 10"^M h a s ta  10"^M, en depebdencia  de l a  n a tu r a le z a  de lo s  io n e s  

d i s u e l to s  p o r  l a  s a l .

Cooper ha r e v is a d o  ex tensam en te  lo s  e f e c to s  de s o lu c io n e s  de c lo ru -  

r o s  de d i f e r e n te s  c a t io n e s  en l a  e n d o c i to s is  ( p in o c i to s i s )  de Amoeba 

p r o t e u s . E l e s tu d io  de l a  in f lu e n c ia  de e s t a s  m o lëcu lap  s e n c i l l a s  p ro -  

p o rc io n a ,  de nu ev o , un s is te m a  modelo c l a r o  s o b re  e l  que ra z o n a r  l a  i n -  

t e r p r e ta c iô n  d e l  fenômeno e n d o c i tô t i c o .

Segün C ooper, l a  p in o c i to s i s  se  induce p o r  muchas s a le s  p e ro  a  ccxi- 

c e n tr a c io n e s  d i f e r e n te s  y  con in te n s id a d e s  v a r i a b l e s .  Sobre e l  e f e c to  

in d u c to r  de lo s  c a t io n e s  a l c a l i n o s ,  se  superpone  un e f e c to  n e g a t iv e  d e l  

io n  c a lc io  y una d ep endencia  con e l  pH en to d o  c a so .

M arsh a ll y  Nachmias (1965) s u g i r ie ro n  que l a  6upe/LflcCe celula/L po- 
(ùUa eonpoAZa/ue coma una fie^lna caurbladom de cjotionei, e x p lic â n d o se  

a s l  l a  p r e f e r e n c ia  e x h ib id a  p o r  c i e r t a s  m o lécu la s  ca rg a d as  p o s itiv a m e n - 

t e .  De e s te  modo, l a s  d i f e r e n te s  c o n c e n tra c io n e s  re q u e r id a s  p o r  l a s  d i£  

t i n t a s  so lu c io n e s  c a t iô n ic a s  p a ra  in d u c i r  l a  p i n o c i t o s i s ,  se  d eb e rfan  a 

l a s  dUeJiencZai en la  a iln ldad  q u e , f r e n t e  a  d ic h o s  c a t  io n e s ,  p r é s e n ta  

l a  s u p e r f ic i e  c e l u l a r .

Los r e s u l t a d o s  de C ooper, in d ic a n  que l a  a ^ ln ld a d  de l a  menbfuana poA. 

lo^ c/vtionej^ en&ayado6 (m o n o v a len tes) au m en ta rîan  en e l  o rd e n :



Li^ < Na^ < Cg < K* < TMÂ  (T e trâm e tila m o n io ) < TEA* ( T e t r a e t i le m o n io ) . 

La a f in id a d  de una r é s in a  s u l f o n ic a  p o r  lo s  m e ta le s  a l c a l i n o s  e s ,  s in  

em bargo, l a  o b serv ad a  p o r Reicheihberg (1966); Li* < Na* < K* < C* <

< TMA < TEA ; p e ro  so rp re n d e n te m e n te , Reichem berg d e s c r ib e  una a f i n i ­

dad de d ic h a s  r é s i n a s ,  c o ïn c id e n te  con l a  e n c o n tra d a  p o r  Cooper en ame- 

b a s ,  cuando a q u e l la s  p re s e n ta n  un modoAjado gHodo dz urUonzâ cAuzadai,
La v a r ia c iô n  que e s ta s  un iones  c ru za d as  producen  en l a  a f in id a d  d e l  cam 

b ia d o r ,  son d eb id as  a  que muchos g rupos a c t iv o s  quedan co n fin ad o s  en  po  ̂

r o s  y  t̂ugaAZà diitcÂJtmente acczA lb te i , e x p lic â n d o se  l a  p r e f e r e n c ia  p o r  

e l  TMA* f r e n te  a l  TEA*, mâs volum inoso (M il la r  e t  a l ,  1964 ).

La e n v o l tu ra  e x t e r i o r  de l a s  am ebas, (y de muchas o t r a s  c ê lu la s  a n i ­

m ales y  v e g e t a le s ) ,  com puestas p o r  eàteAZà îLC{tVucco6 de mucopoltsacd/U 
do6 , p o d r ia n  a c tu a r  como una r é s in a  cam biadora m o d ific a d a  que e x p liq u e  

l a  ap a ren tem en te  c a p r ic h o sa  c o n c e n tra c io n  in d u c to ra  de la s  so lu c io n e s  

c a t iô n ic a s .  Una p ru eb a  de l a  e f e c t iv id a d  de e s t a  capa mucoZde ( s u  s ig n ^  

f ic a c iô n  en l a  e n d o c i to s is  se  esq>one en l a  s e c c iô n  1 . 3 .4 . )  l a  o f re c e  e l  

hecho de l a  f i j a c i ô n  a  l a  p a r te  e x te rn a  d e l  plasm alem a de c o lo ra n te s  b £  

s ic o s  u t i l i z a d o s  en l a  o b se rv ac iô n  de am ebas.

Es ig u a lm en te  p o s ib le  que d ic h a s  s o lu c io n e s  in d u c to ra s  e je rz a n  su  

a c c iô n  a l  a l t e r a r  e l  e q u i l i b r i o  de G ibbs-Donnan (y p o r  ta n  to  e l  poten- 
ciaJt de menrbAana,), prom oviéndose de e s t e  modo en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  

una r e o rg a n iz a c iô n  de lo s  griipos a tôm icos carg ad o s que p ro v o c a r îa  l a  

fo rm aciôn  de lo s  p le g a m ie n to s  i n i c i a l e s  y  l a s  m o d if ic a c ic n e s  f î s i c o  q u ^  

m icas conducen tes a l  p ro c e so  de in v a g in a c iô n  y  p o s t e r i o r  v e s ic u la c iô n  

d e l  m a te r ia l  a b so rb id o  p o r  l a  capa m ucoide. (C ooper, 1 9 6 8 ).

La tenpeAatuACL t i e n e  un margen de v a r ia c iô n  mâs e s t r i c t o ,  en  g e n e ra l  

ôptim o e n t r e  20°C y  23°C, s i  b ie n ,  en fu n c iô n  de l a  n a tu r a le z a  de l a  s ^  

lu c iô n  in d u c to r a ,  s e  han e n co n trad o  v a lo re s  ôp tim os ex trem es  a  5°C y 

30°C, s ie n d o  n e g a t iv e s  lo s  e f e c to s  r é s u l t a n t e s  d e l  e s ta b le c im ie n to  expje 

r im e n ta l  de te m p e ra tu re s  que so b rep asen  d ic h o s  l i m i t e s  (Chapman-Andre­

s e n ,  1 9 6 2 ).

B ran d t y Pappas (1960) y p o s te r io rm e n te  o t r o s  muchoÿ a u to r e s ,  han e£  

t a b le  c id o  c a te g ô r ic a m e n te , la  no dependencia con la  ten^eAoluAa de la  
ioÂe de i l ja c iâ n  a la  ^ u peailc ie  celuloA d e l m t̂ZeAÂal endocitado, a t r i -  

buyendo e s t a  un iôn  a  in te r a c c io n e s  s im p le s  de n a tu r a le z a  e l e c t r o s t â t i c a .  

La in f lu e n c ia  de e s t a  v a r ia b le  se  i n t e r p r é t a  como un e f e c to  p ro d u c id o  

en  l a  f i s i o l o g l a  de lo s  eàtadio^ po4teAlone6 d e l  p ro c e s o .



Zimmerman y R ustad  (1965) e n c o n tra ro n  que pAUZoneS d e l  o rden  de 200 

Kg/cm^, o casio n ab an  l a  d e s a p a r ic iô n  de lo s  c a n a le s  e n d o c i tô t ic o s  ya f o r  

mados en am ebas. En e l  mismo m a te r ia l  de e:q> erim en taci6n , Chapman-Andie 

sen (1965) e n c o n tre  un e f e c to  analogo  provocado p o r  c i e r t o s  ZnluJbZdoAe& 

metabâZZco6 (v éase  s e c c iô n  1 , 3 . 5 , ) ,  como e l  monôxido de c a rb o n o , e l  c i ^  

n u ro  p o tâ s ic o  y e l  2 ,4  d in i t r o f e n o l .

R é s u lta  c u e s t io n a b le  s i  en o t r a s  c é lu la s  es f a c t i b l e  o no  l a  in d u c ­

c iô n  de l a  p i n o c i t o s i s .  H o lte r  y  H o ltz e r  (1959) ap u n tan  s u  p o s ib i l id a d  

cCtuZcu de te jZ d o 6  ayUmxleS, h ab ién d o se  lo g ra d o  e sc a so s  d a to s  a l  res^ 

p e c to  h a s ta  fe c h a s  mâs r e c i e n te s  (S ecc iô n  1 . 3 . 6 , ) .

Por o t r o  la d o ,  l a  n a tu r a le z a  d e l  a g e n te  in d u c to r  no t i e n e  que s e r  n ^  

c e sariam en t e  q u im ica ; a  e s te  r e s p e c te  cabe d e s ta c a r  e l  hecho p u e s to  de 

m a n if ie s to  p o r R in a ld i  (1959) a c e rc a  de l a  in d u cc i& i de p ro c e so s  de p i ­

n o c i to s i s  en amebas m ed ian te  fUHdüacLân uttAovZotetOL,
En l a  T ab la  I  se  re se flan  lo s  a g e n te s  in d u c to re s  de l a  p in o c i to s i s  

mâs c a r a c t e r l s t i c o s .

En lo s  c a se s  de l a s  p r o te în a s  re se fla d as  e s  o b v ie  q u e , en lo s  m ârge- 

nes de pH a  lo s  que se  exh ib e  e l  e f e c to  ôp tim o , l a  c a rg a  n e ta  de d ic h a s  

p r o te în a s  e s  p o s i t i v a .

En lo s  am inoâcidos puede o b se rv a rs e  un hecho a n â lo g o , s i  b ie n  e x i s t e  

una d i f e r e n c ia  s i g n i f i c a t i v a  en l a  c o n c e n tra c iô n  r e q u e r id a  p a ra  su  a c -  
tu a c iô n .

S in  em bargo, Cohn (1969) ha en c o n tra d o  que l a s  m acrom olâcu las mâs a<c 

t i v a s  p a r a  l a  in d u c c iô n  de e n d o c i to s is  en  m acrôfagos de r a tô n ,  son de  

coAdcXeA anZânZco, dependiendo  su s  p ro p ie d a d e s  de c a r a c t e r f s t i c a s  e s -  

t r u c t u r a l e s  (form a y  tam afio ). Asiroismo, e n c o n trô  l a  p o te n te  a c c iô n  i n ­

d u c to ra  de adeno^Zna y  AMP.
LoA e&tudZo6 cuantZ tatZvo6  r e q l iz a d o s  so b re  l a  in d u c c iô n  de p ro ceso s  

e n d o c i tô t i c o s ,  han r e v e la d o  un os n iv e le  ■ c a p tu ra  de m a te r ia l  ex o ce lii 

l a r  so rp ren d en te m en te  e le v a d o : en l a  p rim era  f a s e  de l a  in d u c c iô n  (unos 

20 m in u te s  en am ebas), e l  volumen de medio e x o c e lu la r  in g e r id o  c o r r e s ­

ponde a  un 5-10% d e l  volumen c e l u l a r  i n i c i a l  y e l  p eso  seco  de l a  c â lu -  

l a  se  in c re m e n ts  e n t r e  e l  0,5% y e l  1%. Segûn H o lte r  (1965) s e  produce 

un aum ento s im u ltâ n e o  de l a  s u p e r f ic i e  de membrane c e l u l a r  en un 50% de 

su  v a lo r  i n i c i a l .  P a ra  H o l te r ,  e s t e  r e s u l t a d o  e s  in d i c a t i v e  (aunque no 

c o n c lu y e n te )  de que l a  e n d o c i to s is  c o n s is te  p r in c ip a lm e n te  en  l a  in g e s -  

t i ô n  de s u s ta n c ia s  p rev ia m en te  a b s o rb id a s  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r .



TABLA I

A gentes in d u c to re s  de l a  e n d o c i to s is

SUSTANCIA INDUCTORA
pH

W A V CONCENTRACION
Min. O pt.

S a le s  in o rg â n ic a s :

C lo ru ro s ,  S u l f a te s  y

n i t r a t o s ,  de L i* , K*, Mg*^ 7 ,0 0 ,1 -0 ,1 5  m (y  con­

c e n tra c io n e s  m i l i -  

m o la re s , segûn o r ­

gan ism es ) .

A m ino-âc idos:

G lutâm ico 5 ,0 8 ,0 1 0 ,0

L is in a 6 ,0 8 ,0 10 ,0

A rg in in a 6 ,0 8 ,0 9 ,0

A sp arag in a 9 ,0 1 0 ,0 9 ,0 0 ,0 6  M -  0 ,065  H

T r i g l i c i n a 8 ,5 9 ,5 -

G lutam ina 9 ,0 9 ,5 -

M etion ina 9 ,5 1 0 ,0 -

P r o te în a s :

Albûmina de s u e ro ,  
(b o v in a ) 4 ,0 5 ,5 lO "* M

B e ta -L a c to g io b u lin a - 4 ,0 5 ,0 10"* M

Conalbûmina - 4 ,0 5 ,5 lO '*  M

H em ocianina - 4 ,0 - 10*® M

I n s u l in a 4 ,0 » 10"* M

R ib o n u c leasa - 4 ,0 8 ,5 lO "* N

Gam m a-globulina 
(b o v in a ) 4 ,0 10** N

C lu p e in a - 4 ,0 - 10"* M

C la ra  de huevo - 4 ,5 - 0,5%
F e r r i t i n a - 4 ,6 - -



S in  em bargo, cuando se  in d u ce  l a  e n d o c i to s is  con ^ ^ ^ I-a lb u m in a  de 

p lasm a bov ino  y a  l a  vez  e l  medio e x t r a c e lu l a r  o f re c e  una s u s ta n c ia  no 

in d u c to ra  m arcada, t a l  como l a  g lu c o sa  se  o b se rv a  l a  CCLptuA/i 6Z-

m uttdnea de ambci&, p e ro  con dc^eAencZcLô aiarLtCtatcva6  que se îia lan  c l a r a  

mente l a  h ip ô t e s i s  de H o lte r :  l a  p r o te in a  se  c a p tu ra  unas d ie z  v eces 

mâs que l a  g lu c o sa  d e l  medio e x o c e lu la r .  La c o n s e c u e n c ia , v e rd ad e ra  

m ente t r a s c e n d e n ta l ,  que puede o b te n e rse  a  p a r t i r  de l a  id e a  de H o lte r ,  

e s  que l a  e n d o c i to s is  puede e s ta b l e c e r s e  concep tu a lm en te  como l a  

tc â n  de un mvteAiaZ exâgeno unldo ^ e te c tiv a m e n te  en la. membAona ploAmd- 

t i c a  lAo& l a  puez t a  en ju ego  de  lo^ puntoz iuncZonalez adecuadoz, poAa 

l a  AecepcZân de l a  z u z ta n c ta  endocùtada»
Aunque l a  in g e s t iô n  s e l e c t i v a  de s u s ta n c ia s  e x t r a c e lu l a r e s  ju e g a  un 

im p o rta n te  p a p e l  en l a  n u t r i c iô n  c e l u l a r ,  hemos de s e f ta la r  que l a  endo­

c i t o s i s  in d u c id a  debe t e n e r  una s ig n i f i c a c i ô n  f i s i o l ô g i c a  de e sc a so  v a­

l o r ,  a l  menos en am ebas. E s to s  m ic ro o rg an ism o s, abandonados en l a s  s o lu  

c io n e s  in d u c to ra s  -p o r  o t r o  la d o  de d i f î c i l  a p a r ic iô n  en l a  n a tu r a le z a -  

acaban  p e re c ie n d o . S i l a  s o lu c i^ n  in d u c to ra  e s  reem plazada p o r un medio 

de c u l t i v e  a p ro p ia d o , d u ra n te  un p é r io d e  mînimo de 3-4  h o r a s ,  puede t e ­

n e r  lu g a r  un àegundo cZ clo  de endodto^&Zz ZnducZda, a  co n d ic iô n  de l a
t

re s u sp e n s iô n  en e l  medio in d u c to r .  En c u a lq u ie r  c a s o , e s te  %egundo c i -  

c lo  e s  de c a r a c t e r i s t i c a s  c i n é t i c a s  y c u a n t i t a t i v a s  d e s fa v o ra b le s  r e s ­

p e c te  a l  p r im e ro .

La p r im i t iv a  id e a  de Chanpan-A ndresen fo rm ulada en 1962, de que e l  

p ro c e so  e n d o c i tô t ic o  se  in i c ia b a  en amebas so lo  p o r  medio de in d u c to re s  

e s p e c î f ic o s  y ,  p o r lo  t a n t o ,  que d ich o  p ro ceso  s e g u îa  \m CuA&o dc& contt 

nuo, e s tu v o  desde e l  p r in c i p l e  en  o p o s ic iô n  con l a s  o b se rv a c io n e s  de 

W ohIfarth -B o tterm ann  (1960) en su s  e s tu d io s  a l  m ic ro scp p io  e le c t r ô n ic o  

en H y a lo d iscu s  s im p le x ; en  e l l o s  se  dem ostraba l a  e x i s t e n c ia  de una COit 

tCnua Z ngeztcân  de membrana p la sm â tic a  d u ra n te  e l  p ro c e so  de locom ociôn 

de d ic h a  ameba {endocltozZZ peAm anentej,

D icha h i p ô t e s i s ,  a p l ic a d a  en  e s tu d io s  r e a l iz a d o s  so b re  Amoeba p ro te u s  

p o r  W olpert y O 'N e il l  (1 9 6 1 ), fu e  dem ostrada de m anera c o n c lu y e n te  p o r  

W ohlfa rth -B o lterm ann  y Stockem (1966) u t i l i z a n d o  e l  m ic ro sco p io  de con­

t r a s t e  de f a s e .  E s ta  tô c n ic a  ha p e rm itid o  e l  e s tu d io  p r e c i s o  de l a  cinië 

t i c a  d e l  p ro c e so  e n d o c i tô t ic o  p e rm an en te , re v e la n d o  que l a  fo rm aciôn  y 

fragm entaciÔ D  u l t e r i o r  d e l  c a n a l  de e n d o c i to s is  no p r e s e n ts  d i f e r e n c ia s  

c u a l i t a t i v a s  e n t r e  lo s  p ro c e so s  in d u c id o  y  p e rm a n en te . Por e l  c o n t r a r i o ,



la z  diitAencAjCLZ m antZ ta tC vaZ  son r e le v a n te s  y que dan c o n s ta ta d a s  en l a  

t a b l a  I I .

TABLA I I

D ife re n c ia s  f i s i o l ô g i c a s  e n t r e  l a  e n d o c i to s is  in d u c id a  y perm anente

P ro p ied ad e s  de lo s  C anales de e n d o c i to s is

E n d o c i to s is D uraciôn N® L ongitud Anchura S itu a c iô n % membrana 
c a p tu ra d a .

Perm anente -1  m in. 1-3 10-20 1-2 U ro id a l 5%/30 min.

In d u c id a 3-5 m in. 50-100 30-80 1-2 Toda l a  
membrana. 50%/30 min.

E l ta n to  p o r c ie n to  de l a  membrana in g e r id a ,  e s t â  r e f e r i d o  a  l a  su ­

p e r f i c i e  c e l u l a r  t o t a l ,  c o n s id e ra d a  e s f é r i c a  (H o l te r ,  1965 ).

Las p r in c ip a le s  d i f e r e n c ia s  son pues r e l a t i v e s  a l  nCâmAo, duAacZân y  

longZ tud de to z  cancuteZ' de endocZ tozZ z, a s l  como a  l a  zZXuacZân g e n e ra -  

l i z a d a  de é s t o s ,  en e l  p ro c e so  in d u c id o , f r e n te  a  s u  l o c a l i z e c iô o  con­

c r e t e  (en  l a  zona u r o id a l )  en e l  p ro c e so  p e rm a n en te .

Los endosomas p ro d u c id o s  en ambos p ro c e so s  son de tamafïos y  c a r a c te ­

r i s t i c a s  s im i la r e s .

Sorp renden  lo s  r e s u l t a d o s  de H o lte r  (1965) r e f e r e n t e s  ta n to  a  l a s  

c a n tid a d e s  de membrana i n g e r i d a ,  como a  l a  c i n é t i c a  con que se  p roduce 

e s t e  fenômeno en c o n d ic io n e s  de in d u c c iô n  o de e n d o c i to s is  p erm anen te . 

En un p ro c e so  in d u c id o , d u ra n te  un c i c lo  e n d o c i tô t ic o  de 20-30 m inu tes 

l a  membrana in c o rp o ra d a  p o r  amebas a lc a n z a  h a s ta  un 50% de l a  s u p e r f i ­

c ie  c e l u l a r .  S i aceptam os un p é r io d e  de 4 h o r a s ,  durguite e l  c u a l  no pue 

de e n d o c i ta r s e  nuevo m a te r i a l ,  obtenem os un v a lo r  d e l  50% de in g e s t iô n  

d u ra n te  l a s  4 h o ra s  y  m edia que d u ra  e l  p ro c e so  t o t a l .  En l a  e n d o c i to ­

s i s  perm anente l a  c a p tu ra  de l a  p ro p ia  membrana a lc a n z a  ta n  s o lo  un 5% 

de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  en  un i n t e r v a l e  de tiem po s im i la r  de 20-30 m^ 

n u to s . E l l e  co rre sp o n d e  tam biôn a  un r e s u l t a d o  d e l  50% en l a s  4 h o ra s  y  

m edia c c m p a ra tiv a s  con e l  p ro c e so  in d u c id o .

E s te  v a lo r  d e l  50% a p a re c e  como un vatoK  tX m Zte, d e te rm ln ad o  p o r  dos



f a c to r e s  de im p o rta n c îa  p a lp a b le  y  s u s c e p t ib le s  de s e r  g e n e r a l iz a d o s , a  

n iv e l  c u a l i t a t i v o ,  p a ra  o t r o s  t i p o s  de o rgan ism os cuyas c o n d ic io n e s  f i ­

s io lô g ic a s  p e rm ita n  un t r a n s p o r te  e n d o c i tô t ic o  de m a te r i a l  e x o c e lu la r . 

D ichos ^actoAeZ tZmùÙxntez d e l  p ro c e so  son :
I

a )  VZzpoŸiibZJLLdad de menthAonoi eeiaJüxA.

b )  TZempo AequeAido poAa l a  zZnte&Zz "de novo" de l a  membAana c e lu -  

loA  t o t a l  n e c e s a r ia  p a ra  l a  fo rm aciôn  de lo s  endosom as.

La endocùtozZz ZnducZdd ez  puez un cazo zZnguloA de t a  en doclto zZ z  

peAmanente, que se  p roduce en c i r c u n s ta n c ia s  f i s i o l ô g i c a s  d e f in id a s  y 

con una v e lo c id a d  m ayor. E l s ig n i f i c a d o  r e a l  de e s t e  fenômeno queda res^ 

t r in g id o  a caso s  muy e s p e c ia le s  o c u r r id o s  r a r a  vez  en l a  N a tu ra le z a .  En 

c o n tra p o s ic iô n  e x i s t e  un mecanismo de in g e s t iô n  p e rm a n en te , o p e ra t iv e  

en to d a s  l a s  f a s e s  d e l  c i c l o  c e l u l a r  y  s e n s ib le  a  e s t lm u lo s  f i s i o l ô g i -  

cos n o rm a le s .

1 .3 .4 .  LA SUPERFICIE CELULAR EN LA ENDOCITOSIS

M ediante m étodos c i to q u îm ic o s , R evel e I t o  (1967) han re v e la d o  l a  

p re s e n c ia  de una envottuA a de mucopotiZdcdAùdoZ en l a  cazZ to t a t i d a d  de 

la z  c l tu la z  capacez de ûloIUz o a  pAoczzoz e n d o c l tâ tic jo z , E s ta  p e i f c u la  

mucoide ex h ib e  un a l t o  g rado  de d i f e r e n c ia c iô n  m o rfo lô g ic a , y  posee  una 

a f in id a d  e sp e c ia lm e n te  e le v a d a  p o r  l a s  s u s ta n c ia s  co n o c id as  c<xno in d u c ­

to r a s  de l a  e n d o c i to s i s .  LoZ ZnductoAeZ s e  a d h ie re n  en l a  e n v o l tu r a  mu­

co id e  de l a  c ô lu la ,  concentAdndoze  h a s ta  a lc a n za r  n iv e le z  lû c a le z  cuan-

t i t a t iv a m e n te  s i g n i f i c a t i v e s ,  cap aces  de prom over e l  desencadenam ien to  

râ p id o  de lo s  mécanismes f i s io lÔ g ic o s  y b io q u im ico s  que conform an e l  

p ro c e so  e n d o c i tô t i c o .  E sta  Z ngeztcân  concentAada  y  z e le c tC v a ,  tam biën  

t i e n e  lu g a r  con p a r t i c u l a s  a l im e n t ic i a s  g ran d es  ( f a g o c i to s i s  en PoAâme- 

cium ); en c ô lu la s  e n d o t e l i a l e s ,  S taubesand  (1 9 6 5 ) , p o s tu la  l a  in d u c c iô n  

l o c a l  de in v a g in a c io n e  s de membrana como c o n secu e n c ia  de p a r t i c u l a s  ab ­

s o rb id a s  en l a  s u p e r f ic i e  c e l u l a r .

Los e s tu d io s  a l  m ic ro sco p io  e l e c t r ô n ic o  (M a rsh a ll y  N achm ias, S to c ­

kem, 1 9 66 ), r e a l iz a d o s  en  am ebas, r e v e la ro n  e l  im p o rta n te  p a p e l  l le v a d o  

a  cabo p o r  l a  capa de mucopolÂZacdAidoz que ro d eab a  l a  membrana p lasm â­

t i c a .  La p e l î c u l a  m ucoide, a lc a n z a  en amebas un g ro s o r  de 200-300 X, xc

dean do a  l a  membrana c e l u l a r ,  a s l  como una zona g ru e sa  f i la m e n to s a  de

1000 a  2000 X, cooperando en c e rc a  de un 4% a l  p eso  s f c o  t o t a l  de l a



ameba; p o r  a n â l i s i s  b io q u îm ic o , se  o b se rv a  su  a l t o  co n te n id o  en mucopo- 

l i s a c â r id o s  r i c o s  en s u l f a t o  (4-5%) y cuyo a z û c a r  componente e s  p r i n c i ­

palm en te  m anosa.

La unZân de una s u s ta n c ia  in d u c to ra  a  l a  p e l l c u l a  m ucoide e s ,  segûn 

num erosos a u to r e s ,  eC eZtùnuZo pAàruvUo d t t  ^enâmeno e n d o c ù tâ tlc o , îni-^ 

c ian d o  l a  fo rm aciôn  d e l  c a n a l de e n d o c i to s i s .  E s te  p ro c e so  se  ind u ce  en 

amebas s ô lo  cuando se  a lc a n z a  una cantCdad CACtCca de  ZndactoA, a so c ia d o  

a l a  membrana. D icha un iôn  o c a s io n a  un p ronunciado  g r a d ie n te  l o c a l  de 

c o n c e n tra c iô n  que puede o c a s io n a r  e l  b lo q u é e  p a r c i a l ,  e in c lu s e  perjucH  

c a r  l a  e s t r u c t u r a ,  de u n id ad es  fu n c io n a le s  de l a  e n v o l tu ra  c e l u l a r  o de 

o t r o s  o rg â n u lo s , desencadenândose en to n ces  e l  m encionado p ro c e so  endocd 

t ô t i c o .

Cuando una s u s ta n c ia  in te m a c c io n a  con l a  p e l l c u l a  m ucoide, é s t a  se  

b lo q u e s  re v e rs ib le m e n te  o se  dafia de m anera i r r e v e r s i b l e  en d e tr im e n to  

de l a  c ap a c id ad  locom oto ra  de l a  c ë l u l a ,  que Aeacclona a l  e s tlm u lo  e x t^  

r i o r  con una in te n s a  a c t iv id a d  e n d o c i tô t i c a  conducen te a  l a  AepaAacCân 
poA zZntesZz de novo de ta  petCcala micoZde y de t a  menénana ptazmSJUca; 
s i  e l  medio in d u c to r  no e s  reem plazado  p o r  un medio f i s i o l ô g i c o ,  l a  ca ­

p a c id a d  r e g e n e ra t iv e  de l a  c ô lu la  se  a g o ta  y  é s t a  acab a  p o r  m o r i r .

1 .3 .5 .  DESTINO INTRACELULAR DE LOS ENDOSOMAS: DIGESTION CELULAR

T anto  lo s  endosomas d e riv a d o s  de l a  e n d o c i to s is  perm anen te como de 

l a  in d u c id a ,  exh iben  un cxmipoAtamiento cùiùUcx)' y dCnâmico zZmCtoA; 
e l l o  co n firm a l a  id e a  de que l a  in d u c c iô n  e s  un fenômeno a c a e c id o  en l a  

s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  s in  o t r a s  im p lic a c io n e s  d i f e r e n te s  de l a s  m û l t ip le s  

p o s ib i l id a d e s  de in te r a c c iô n  e n t r e  lo s  in d u c to re s  y  l a  e n v o l tu ra  c e lu ­

l a r ,  co n s id e râ n d o se  como una m o d if ic a c iô n  fu n c io n a l  d e l  p ro c e so  perma­

n e n te  .

La p e l l c u l a  mucoide con e l  m a te r ia l  exôgeno r e te n id o ,  una vez in c o r ­

p o rad a  a l  i n t e r i o r  ju n to  con l a  membrana, com ienza a  e x p e rim e n ta r  cam- 

b io s  e s t r u c t u r a l e s  y  m o rfo lô g ic o s  que l le g a n  a  h a c e r  im p o s ib le  su  id e n -  

t i f i c a c i ô n  cuando se  han form ado lo s  zndozomaz pAùnoAù)Z,  u n ifo rm es en 

form a y tam afio; e s to s  se  fragm en tan  en lo s  llam a dos endozomoz zeciinda- 
AioZ que p o r Znt/iacitoZZZ c o a le sc e n  con o tr o s  en d i f e r e n te s  e s ta d o s  de 

d ig e s t iô n  dando o r ig e n  a lo s  tZAOàomaz »
En e s t e  e s ta d o ,  cabe e s t a b l e c e r  una dl^ZAencia cZ n d ttcA , c u a l i t a t i y a



mente im p o r ta n te ,  e n t r e  lo s  p ro c e so s  in d u c id o  y perm anente : l a  d ig e s t iô n  

en lo s  liso so m a s  p ro c è d e n te s  de endosomas perm anentes e s  mâs r â p id a  que 

l a  a c a e c id a  en a q u ë l lo s  d e r iv a d o s  de una e n d o c i to s is  in d u c id a . E l lo  con 

cuerda  con e l  ezcazo zZgnZfZcado iZzZotâgZco a t r ib u id o  a  e s t a  m o d a li- 

dad de l a  in g e s t iô n  c e l u l a r ;  e l  m a te r ia l  cap tu rad o  no t i e n e  porqué s e r  

û t i l  a l  fu n c io n a lism o  de l a  c â lu la  r e c e p to ra  y ,  p o r  t a n t o ,  nada a seg u ra  

l a  p ro v is io n  de enzim as e s p e c î f ic a s  p a ra  e l  m etabolism o de l a  s u s ta n c ia  

in c o rp o ra d a  en l a s  c i r c u n s ta n c ia s  c o n c re ta s  de l a  c â l u l a .

Lo6 tUozomaz soa  e l  d e s t in o  i n t r a c i t ô t i c o  de enzùnaZ cUgeztcvoz q u e , 

p ro c é d a n te s  d e l  e rg a s to p la s m a , se  han rodeado  de una p o rc iô n  i n t a c t a  de 

membrana s u m in is tra d a  p o r  e l  a p a ra to  de G olg i llCzozomaz pAùnoAZoZ de 
de Vuve) ,

Los endosonas s e c u n d a r io s  pueden tra n s fo rm a rs e  en liso so m a s  no s ô lo  

m edian te  l a  f u s iô n  con d ic h a s  v e s îc u la s  e n z im â t ic a s ,  s in o  tam bién  p o r  

c o a le s c e n c ia  con liso so m a s  p r é e x i s t a n te s  (Thoenes e t  a l . ,  1968 ).

Una vez d ig e r id o ,  e l  c o n te n id o  de lo s  liso so m a s  e s  re e x c re ta d o  a l  m^ 

d io  c e l u l a r  ( e x o c i t o s i s ) ; a  veces  e s t a  e x c re a c iô n  no t i e n e  lu g a r  y se  

alm acenan lo s  llam ados "cueApoZ AezZduaJtez" o "pOZtUzoZomaz", con mate^ 

r i a l  no d ig e r id o .

L agunoff (1964) e n c u e n tra  en Chaos C haos, un "p o o l"  de h id r o la s a s  

â c id a s  (p ro te a s a s  y  f o s f a t a s a s )  a s ta b l e  y no a fe c ta d o  p o r  l a  a c t iv id a d  

c e l u l a r  de in g e s t iô n  o e x c re c iô n . Sin  em bargo, en c o n d ic io n e s  de in d u c ­

c iô n  se g u id a s  de ayuno , l a  c o a le s c e n c ia  v a c u o la r  r e p r é s e n ta  un m ecan is­

mo de AediZtAXbuclân de to z  kldAotazaZ dcCda^^ idesapareciendo  lo s  c u e r -  

pos r e s id u a l e s  y  lo s  endosomas s e c u n d a r io s .  Mâs t a r d e ,  en 1966, Chapman-  

-A ndresen y L ag u n o ff , d e s c r ib ie ro n  l a  p r e s e n c ia  p r i o r i t a r i a  de l a  f o s f a  

t a s a  â c id a  en liso so m a s  de am ebas.

H u ile r  (1969) ha en co n trad o  s e i s  a c t iv id a d e s  e n z im â tic a s  a s o c ia d a s  

con lo s  liso so m a s  de p ro to z o s :  RNA-asa, f o s f a ta s a  y  p r o te a s a  ( â c id a s ) ,  

0 -g lu c o s id a s a , a-N a c e t i l  g lu c u ro n id a s a , y  a - g lu c u ro n id a s a .

En m acrôfagos de r a tô n ,  Cohn (1969) e n c u e n tra  l a  fo rm aciôn  de l i s o s £  

mas se c u n d a r io s  en  l a  zona p e r ig o l g i ,  donde t r a n s c u r r q  una d ig e s t iô n  

p r o te ô l i c a  h a s ta  am inoâcidos q u e , en p a r t e  y de joAma zelectivCL, son esc 

c r e t a d o s .

E l c o n te n id o  v a c u o la r ,  no p a re c e  te n e r  g ran  in f lu e n c ia  en l a  r e d i s -  

t r ib u c iô n  de h id r o l a s a s  c o n s ig u ie n te  a  l a  e n d o c i to s i s .  M u lle r (1965) en 

c o n trô  en PaAamecCm mMlnucJtecutum  y en TetAohymena pyACfoAnUz, l a  apa



r l c i ô n  de a c t iv id a d  de f o s f a ta s a  â c id a  en v acu o la s  que c o n te n la n  sustain 

c ia s  i n e r t e s ,  t a i e s  como t a l c o ,  o p o l i e s t i r e n o - l a t e x .  Chapman A ndresen 

y L agunoff (1966) e n c o n tra ro n  una conducta  s im i la r  en Chaos C haos. To- 

dos e s to s  a u to re s  l l e g a n  a  l a  c o n c lu s iô n  de que l a  fo rm aciôn  de lo s  en ­

dosomas s e c u n d a r io s ,  e s  e l  f a c t o r  re sp o n sa b le  de l a  Aedi6tAÜ>aciân de 

QZtaz enzàncLô, s ie n d o  e l  c o n te n id o  de a q u e l lo s  ( tran sfo rm a d o s  en  l i s o s ^  

mas) de n inguna im p o rta n c ia  a l  r e s p e c to .

En Tetrahym ena p y r i f o r m is ,  L an tos e t  a l ,  (1964) han o bservado  que l a  

c a n t id a d  de h id r o la s a s  c e lu la r e s  depends d e l  eztodcf de nutAZcZân c e ta -  

toA :  l a s  a c t iv id a d e s  de f o s f a t a s a  y  p ro te a s a  â c id a s ,  d ec recen  d u ra n te  

e l  ayuno y se re c u p e ra n  cuando l^as c â lu la  s v uelven  a su  medio n u t r i e n t s  

h a b i tu a i .

E s te  hecho puede e s t a r  r e la c io n a d o  con l a  cezZân de pAotelnoZ eZpecX^ 

iZ caz  a  lo s  medios de c u l t iv o  en tiem p o s c o r to s  de c re c im ie n to ,  e s  de-
I

c i r ,  cuando no s e  h a b r la  in i c ia d o  aûn l a  f a s e  S}q>onencial de m o rta lid a d  

( r e g r e s iô n )  d e l  c u l t i v o .  E l fenômeno ha s id o  abundantem ente d e s c r i t o  en 

T etrahym ena p y r i f o r m is . A s î , Smith (1961) re se fla  l a  a p a r ic iô n  ex o ce lu ­

l a r  de f o s f a ta s a  â c id a  y  r ib o n u c le a s a .  E s ta  r ib o n u c le a s a  ced id a  a l  me­

d io  p re s e n ta b a  p ro p ie d a d e s  d i f e r e n te s  a  l a  i n t r a c e l u l a r  ( s e n s ib i l id a d  

a l  c à l o r ) ; H a e s le r  e t  a l .  (1957) y  Smith (1 9 6 1 ) , d e s c r ib ie ro n  l a  p re se n  

c i a  de dezoxÂAAibonacleaza; D ik ie  y  L ie n e r  (1962 a  y  b )  id e n t i f i c a r o n  

p r o te a s a s  e x o c e lu la re s  con p ro p ie d a d e s  d i f e r e n te s  a  l a s  i n t e r i o r e s  de 

T etrahym ena p y r i f o r m is ,  en cu an to  a l  pH ôptim o y a  l a  e s p e c i f ic id a d  de 

e n la c e  a ta c a d o . Por û l t im o , tam biân Sm ith e n c o n trô  l a  p r e s e n c ia  de am^ 

l a s a s .

E l s ig n i f i c a d o  b io lô g ic o  de e s t a  ZecAecZân eZpecXfZca, debe r e l a c i o -  

n a rs e  con e l  p ro ceso  de re o rd e n a c iô n  e n z im â tic a  que l a s  c â lu la s  s ig u en  

d u ra n te  l a  a s im ila c iô n ,  re sp o n d ien d o  mâs a  un fenômeno de r e a j u s t e  f i ­

s io lô g ic o  que a  l a  bûsqueda de un e f e c to  d i r e c to  so b re  lo s  s u s t r a to s  

a p ro p ia d o s ,  dada l a  g ran  d i lu c iô n  a  que e s t a s  enzim as a s l  se g re g a d a s  

son so m etid as  en lo s  h a b i t a t s  n a tu r a le s  de lo s  p ro to z o o s  no g re g a r io s  

(Tetrahym ena p y r ifo rm is )  y  en g e n e r a l ,  de muchos m icrporgan ism os que 

p re s e n ta n  e s t a  p ro p ie d a d  s e c r e t o r a .

La d ig e s t iô n  c e l u l a r  d e l  m a te r ia l  l is o s ô m ic o , se  co m plé ta  en  lo s  pTO 

to z o o s  con ayuda de to d o  e l  conju n to  de h id r o la s a s  c o q o c id a s , p r é s e n te s  

to d a s  e l l a s  en e s t a  c la s e  de m icro o rg an ism o s.

En eztddoz de ayuno, los protozoos pueden llegar a dlgerir su propio



c ito p la s m a , m ed ian te  un p ro ceso  de v e s ic u la c iô n  i n t r a c i t ô t i c o  p o r  e l  

que a lg u n o s o rg â n u lo s  c e lu la r e s  o p o rc io n e s  in d i f e r e n c ia d a s  de c i t o p l e ^  

ma, se rodean  de una membrana no p e r f o r a d a ,  p a ra  d a r  lu g a r  a  lo s  auutot^ 

zozomaz o cXXotiZorruiZ, En e s ta s  c o n d ic io n e s ,  a lgunos c i l i a d o s ,  e x c re ta n  

am in o âc id o s , p u r in a s , p ir im id in a s  y o r to f o s f a to ,  ccxno p r in c ip a le s  p ro -  

d u c to s  de su  a u to d ig e s t iô n ,  (Leboy e t  a l . ,  1964; Soldo e t  a l . ,  19 6 1 ).

Cabe s e f ïa la r  que en c o q d ic io n e s  de ayuno e in d u c c iô n  de l a  e n d o c i to ­

s i s  con s u s ta n c ia s  no n u t r i t i v a s ,  Tetrahym ena p y r ifo rm is  y  e s p e c ie s  de 

Param ecium , ZelzccZonan, c o n c e n trâ n d o la s  en  su  s u p e r f i c i e ,  a q u e l la s  

o t r a s  p a r t i c u l a s  d e l  medio con p ro p ie d a d e s  n u t r i t i v a s  ( E l l i o t  y  Clem­

mons, 1966).

P or o t r o  la d o ,  en Tetrahym ena p y r ifo rm is  s e  h a  d e te c ta d o  un e f e c to  

e s tim u la d o r  d e l  c re c im ie n to  en  co n d ic io n e s  a x ê n ic a s  p o r  a d ic iô n  de mate^ 

r i a l  m ic ro p a r t ic u la d o ,  no n u t r i e n t e ,  c o r re la c io n â n d o sé  l a  v e lo c id a d  e s -  

p e c i f i c a  de c re c im ie n to  con e l  nümero m edio de fozm aciôn de v a c u o la s  

g e s t iv a s  (Rasmunsen y  K lu d t, 1 9 70 ).

1 .3 .6 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA SOBRE LA ENDOCITOSIS

En s e n t id o  am plio  puede e s ta b le c e r s e  que l a  te m p e ra tu ra  a f e c ta  a  t o -  

dos a q u e l lo s  p ro c e so s  m e ta b ô lic o s  gobem ados p o r  una a c t iv id a d  e n z im â t^  

ca  p r i n c i p a l .

Sobre e s t a  b a s e ,  e s  p o s ib le  l a  u t i l i z a c i ô n  d e l  modelo de Jhonson  e t  

a l .  (1 9 5 4 ), p ro p u e s to  so b re  l a  h ip ô t e s i s  de l a  e x i s t e n c ia  de un e q u i l i -  

b r i o  term odinâm ico  de d e s n a tu r a l iz a c iô n  r e v e r s ib l e  de l a  form a e n z im â ti 

ca  b io lô g ic a m e n te  a c t iv a  (E)^):

• K = E r/E »  :

La c o n c e n tra c iô n  t o t a l  de l a  enzim a (E ^) ven d râ  dada p o r  l a  su e a  de 

l a s  form as n a t iv a s  y  d e s n a tu r a l iz a d a  (E ^ ) ;

de donde,

°  Ï T k



segûn Jhonson l a  vetocidad d e t pAocezo (Vp) gobem ado  p o r  e s t a  enzim a 

s e r â  p ro p o rc io n a l  a  su  c o n c e n tra c iô n , seg û n :

I t»
V = C  ---------

P 1 + K

sien d o  C  una c o n s ta n te  de p ro p o rc io n a l!d a d  y K' l a  c o n s ta n te  de v e lo c ^  

dad de l a  r e a c c iô n  c a ta l i z a d a  p o r  l a  enzim a p r i n c i p a l .

S i e sc r ib im o s  K' y  K en su s  r e s p e c t iv e s  form as de ^uncConeZ de ta  
tempeAotuAa, reo rd en an d o  c o n s ta n te s  ju n to  con C ,  puede o b te n e rse  l a  

e c u a c iô n :

CTg - AH/RT
_AS*/R _-AH®/RT 1 T e  e

E s ta  esqpresiôn d e s c r ib e  ace p tab lem en te  l a s  v a r ia c io n e s  de p ro c e so s  

depend!e n te s  de l a  t e n p e r a tu r a , ta n  com plejos como e l  c re c im ie n to  de nd 

c ro o rg an ism o s; s in  em bargo, o t r o s  a u to re s  han c o r re g id o  e l  modelo de 

Jhonson p u n tu a liz a n d o  dos hechos fo n d am e n ta le s :

1) En e l  caso  de l a  d e s n a tu r a l iz a c iô n  r e v e r s ib l e  de l a s  p r o te în a s   ̂

p o r  c a l o r ,  e l  cambio de e n e rg ia  l i b r e  no e s  una fu n c iô n  l i n a l  de l a  tem 

p e r a tu r a ,  de l a  form a AF® = AH® -  TAS®, s in o  un p o lin o m io  en T de g rado  

mayor que uno (B ra n d ts ,  1967).

2) En r e a l id a d ,  lo s  p ro c e so s  f is io lÔ g ic o s  c o n s id e ra d o s  en su  c o n jun­

t o ,  no pueden s e p a ra r s e  d e l  t o t a l  de a c c io n e s  m e ta b ô lic a s  c o n c u rre n te s  ; 

en o t r a s  p a la b r a s ,  hay mdz de una "enzim a c la v e "  ciqras c o n c e n tra c io n e s  

(en  sus form as a c t i v a s ) ,  r e p e rc u te n  en e l  d e s a r r o l lo  a lc a n z a d o  p o r  lo s  

p ro ceso s  f is io lÔ g ic o s  c i t a d o s . (Van Uden y Madeira -L o p e a , 1967).

E s ta  KetacCân tenpeAatuAa-açtlvZdad enzZmdtica debe c o n s id e ra r s e  in  

c lu so  en to z iazez tempAonaz d e t  pKoeezo endocCtâtico , p u e s to  que puede 
e s ta b l e c e r s e ,  p o r  a n a lo g la ,  l a  r e la c iô n  te m p e ra tu ra -  qonform aciôn d e l  

r e c e p to r .  Los a u to re s  que p o s tu la n  una a t r a c c iô n  e l e c t r o s t â t i c a  de l a  

membrana (p ro ceso  in d e p e n d ie n te  de l a  te m p e ra tu ra )  ( Chapm an-Andresen, 

1962; B rand t y  P ap p as , 1960 y 1962; M a rsh a ll y  N achm ias, 1967) se fia lan  

a  su  vez  una cieA ta ezpecHLcLdad de captuJiai l a s  m o lécu la s  son s e le c -  

c io n ad as  p o r  c i e r t o s  AeeeptoAZZ en fu n c iô n  de l a  c a rg a  de a q u e l la s  y  l a  

de é s t o s .  S i b ie n  e s  o bv io  que l a  te m p e ra tu ra  no  puede a f e c t a r  a  l a



-  -

c u a n tfa  de l a  c a rg a ,  lo s  e f e c to s  de e s t a  v a r ia b le  so b re  l a  conform aciôn  

de lo s  com plejos m acrom olecu lares r e c e p to re s  son é v id e n te s ;  l a  a c c è s ib ^  

l id a d  a e s ta s  e s t r u c t u r a s  que l a s  m o lécu las  a s o c ia n te s  p r e s e n te n ,  se ve 

r â  m o d ificad a  p o r  e l  m icroam bien te term odinâm ico  en e l  que l a  c â lu la  se 

d e se n v u e lv e .

W allach e t  a l .  (1966 , 1968) y S in g e r (1 9 7 2 ), han co n s id e ra d o  l a s  b i£  

membranas como d izpozZ cZ om z mâvZtez de pAoteXnaz azocZcLdaz bon tCpZdoz 
c a r a c t e r l s t i c o s  m ed ian te  e n la c e s  no c o v a le n te s ;  lo s  dom inios a p o la re s  

de l l p id o s  y p r o te în a s  p o s ib le m e n te  form en un n û c le o  c e n t r a l ,  m ie n tra s  

que lo s  c o r re s p o n d ie n te s  g ru p o s ca rg ad o s  s e  o r ie n ta n  h a c ia  l a s  dos su ­

p e r f i c i e s  de l a  membrana dando lu g a r  a  l a  fo rm aciôn  de c a n a le s  que l a  

a t r a v ie s a n .

Las biom embranas responden  a  v a r ia c io n e s  de l a  te m p e ra tu ra  con cam- 

b io s  en d i f e r e n te s  p ro p ie d a d e s  f is ic o q u lm ic a s  que im p lic an  n ece sa riam e £  

t e  aJtteAaeZonez en Zu oAganCzacLân m o lecu la r , T estim on io  de e s t a s  m odi- 

f ic a c io n e s  f u n c io n a le s ,  son lo s  e s tu d io s  de Chang y M atsou (1 9 7 2 ) , s o ­

b re  l a  in f lu e n c ia  de l a  te m p e ra tu ra  so b re  l a  peAmeabZJUdoud, a s l  como de 

G i t l e r  (1971) so b re  l a  excZtabZtZdCLd como fu n c iô n  dep en d en d ien te  de d i ­

cha v a r ia b le  te rm o d in âm ica .

E s ta s  t r a n s i c io n e s  e s t r u c t u r a l e s  se  ponen de m a n if ie s to  p o r  e l  hecho 

de que l a s  seR a les  té rm ic a s  o b te n id a s  p o r  c a lo r im e tr la  d i f e r e n c i a l  de 

biom embranas de M ycoplasma, son a l t e r a das re v e rs ib le m e n te  p o r  e f e c to  de 

l a  te m p e ra tu ra . Los cam bios o b servados se  in t e r p r e ta n  como t r a n s i c io n e s  

r é v e r s ib l e s  " H q u id o  c r i s t a l i n o  e s ta d o  c r i s t a l i n o "  de l a  b ic a p a  de 

f o s f o l îp id o s  d e l  i n t e r i o r  de l a  membrana de e s te  o rg an ism e,

Aûn no e s tâ n  c l a r a s  l a s  cau sas  p o r  l a s  que l a  te m p e ra tu ra  p ro v o ca  e £  

to s  cam bios r é v e r s ib l e s  en l a s  biom em branas. Por e l  memento, e s t â  p roba  

do e l  hecho de que lo s  l l p id o s  de la s  membranas n a tu r a le s  poseen  donC- 

nZoZ iluZdoZ  (L ev ine  y W ilk in s , 1 9 71 ), W ilk in s e t  a l ,  (1 9 7 1 ), T o u r te lo £  

t e  e t  a l .  (1 9 7 0 ) . A e s t e  r e s p e c to  son p a r t ic u la rm e n te  in t e r e s a n te s  lo s  

t r a b a jo s  de TraU ble (1 9 7 2 ); u t i l i z a n d o  l a  té c n ic a  de AezonancZa de ZpZn 

etecX/LÔnlco en s is te m a s  a r t i f i c i a l e s  de ex p erim en tac iô n  (com ple jos v e s£  

c u la re s  de monocapas de d i p a l r a i t o i l - l e c i t i n a ) , T raü b le  ha e n co n trad o  

una C la ra  c o r r e la c iô n  e n t r e  l a  dJi^uzZôn iaXeAoZ de conponentes de l a  

membrana, como fenômeno d e p e n d ie p te  de l a  m ovltCdad de ta z  codenaz kC- 

dAX)caAbonadaz de t o i  tCpZdoz que t a  con ztiX u yen , A b a ja s  te m p e ra tu ra s  

e s t a s  monocapas pueden a lb e r g a r  en su  i n t e r i o r  g o t i t a s  de e s te r o id e s



(m arcados p a ra  su  i d e n t i f i c a c iô n  e x p e r im e n ta l) ;  cuando l a  te m p e ra tu ra  

se  e le v a  p o r  encim a d e l  p u n to  de t r a n s i c iô n  de l a  f a s e  l i p f d i c a ,  l a s  ca  

denas h id ro ca rb o n ad as  ganan m o v ilid a d  y  p e rm ite n  l a  d i fu s iô n  a l  a z a r ,  

en e l  p ia n o  l a t e r a l  de l a  membrana, de l a s  m o lécu la s  de e s te r o id e  en 

e l l a  a lb e rg a d a s .  La r e e s t r u c t u ra c iô n  de l a  biomembra&a e s  r e v e r s ib l e  

( a l  r e c t p e r a r  l a  te m p e ra tu ra  i n i c i a l ) ,  s i  no se  ha so b rep asad o  c i e r t o  

tim brai s u p e r io r  de te m p e ra tu ra .

S peth  y W underlich han en co n trad o  un fenômeno i n t e r p r e t a b le  a  l a  lu z  

de e s to s  h ech o s , a c a e c id o  en biomembranas d e l  m icroorgan ism o p o iq u i lo -  

té rm ic o  Tetrahym ena p y r ifo rm is  6L. M ediante m ic ro sco p îa  e l e c t r ô n i c a ,  e£  

to s  a u to re s  d e s c r ib e n  l a  e x i s t e n c ia  de pianiZcZonZZ KevZJUZbteZ en  l a  

e s t r u c t u r a  de l a  membrana a lv e o la r  de d ic h o  p ro to z o o , p rovocadas p o r  

cam bios de te m p e ra tu ra  r â p id o s .  A una te n p e ra tu r a  de c re c im ie n to  ôptim a 

de 28®C, se a d v ie r te n ,  en l a  c a ra  e x te m a  de l a  membrana a l v e o la r ,  unas 

p a r t l c u l a s  p ro tu b é ra n te s  d i s t r i b u id a s  a l  a z a r ,  a s l  como lo s  c o rre sp o n ­

d ie n te s  o r i f i c i o s  en l a  p a r t e  in t e r n a  de l a  misma. Después de e n f r i a r  a 

5®C e s ta s  p a r t l c u l a s  (y  o r i f i c i o s ) ,  se  observ an  ag reg a d as  en g ran d es  n ^  

c le o s  que d esap arecen  cuando se  v u e lv e  a  c a l e n ta r  a  l a  te m p e ra tu ra  ô p t£  

ma de c re c im ie n to .

La n a tu r a le z a  qu im ica  de e s t a s  p a r t l c u l a s  no e s t é  c l a r a  to d a v la ; hay , 

no o b s ta n te ,  p ru eb as  i n d i r e c t a s  de una e s t r u c t u r a  p r o f e ic a  (y /o  g l i c o -  

p r o t e i c a ) ,  que e s t é  form ando c o n f ie jo s  con d i f e r e n te s  l l p id o s  (S p e th  e t  

a l . ,  1 972 ); M archesi e t  a l .  (1 9 7 2 ), B ranton  y  Dearoer (1 9 7 2 ). P in to  da 

S i lv a ,  (1972) ha a so c ia d o  e s t a s  p a r t l c u l a s  en e r i t r o c i t o s  humanos con 

e s t r u c t u r a s  de l a  membrana que fu n c io n an  como "conductoi pA oteC coi" , 

de im p o rta n c ia  t r a s c e n d e n ta l  en d i f e r e n te s  ienâmenoz de tAorupoAJte,

E l fenômeno de a g re g a c iô n  de p a r t l c u l a s  en  membranas como r e s p u e s ta  

a  cam bios de te m p e ra tu ra ,  fu e  observado  p rev iam en te  p o r  W allach (1969) 

en  " g h o s ts "  de e r i t r o c i t o s  t r a t a d o s  con f o s f o l ip a s a  C, o p o r  t r a ta m ie n -  

t o  con t r i p s i n a  a  fondo d e l  mismo m a te r ia l  b io lô g ic o  (S p e th  e t  a l . ,  

1972 ). Ambos hechos abundan en l a s  co n c lu s  io n e s  deducjldas p a ra  l a  n a tu ­

r a le z a  qu im ica  de e s t a s  p a r t l c u l a s  : son p a rc ia lm e n te  p r o te în a s  y  p a r e -  

cen e s t a r  a so c ia d a s  con l l p i d o s .

En cu an to  a l  mecanismo p o r  e l  que l a  te m p e ra tu ra  e j e r c e  s u  a c c iô n ,  

aûn en e l  o rden  e s p e c u la t iv e ,  Speth  y W underlich  (1 9 7 2 ) , p roponen l a  

s ig u ie n te  o rd en ac iô n  de a c o n te c im ie n to s : Los l l p i d o s ,  en e l  e s ta d o  de 

l i q u id e  c r i s t a l i n o  a  l a  te m p e ra tu ra  ôp tim a de c re c im ie n to ,  c r i s t a l i z a n



a l  s e r  e n f r ia d o s  a  p a r t i r  de un punto tn tctcü t, formando c e n tro s  de c r i £  

t a l i z a c i ô n  que p ro g res iv am en te  se  t r a n s m ite n  en l a s  dos d im ensiones d e l  

p ia n o  de l a  membrana. Ju n to  a l  d e sp laz am ien to  d e l  l im i t e  e n t r e  ambas f £  

s e s ,  l a s  p a r t l c u l a s  s e r l a n  a r r a s t r a d a s  h a c ia  zonas mâs l iq u id a s  (de ma­

y o r  c a r a c te r  l i p l d i c o ) ,  h a s ta  q u ed ar em paquetadas ocupando lo s  dom inios 

a p o la re s  to ta lm e n te  (o b se rv a c iô n  de a g re g a d o s ) .  A te m p e ra tu ra s  e le v a d a s ,  

cuando lo s  l l p id o s  re c u p e ra n  su s  p ro p ie d a d e s  l i q u id a s  c r i s t a l i n a s ,  l a s  

ag lo m erac io n es  d esap arecen  v o lv ie n d o  l a s  p a r t l c u l a s  a  su  d is t r ib u c iô n  

a l  a z a r .

O tro  p ro ceso  f i s i o l ô g i c o  im p o rta n te  modulado en Tetrahym ena p o r l a  

te m p e ra tu ra  y con im p lic a c io n e s  é v id e n te s  en lo s  fenômenos de e n d o c i to ­

s i s ,  e s  l a  AeguZacZân ZânZai, Obviamente l a  c a rg a  de l a  s u p e r f i c i e  r e ­

c e p to ra  s e r â  e l  AZluZtado ZndtA ecto  de l a  c o n c e n tra c iô n  de io n e s  en e l  

i n t e r i o r  y e x t e r i o r  de l a  c â l u l a .

M ediante tâ c n ic a s  de in te rc a m b io  i s o tô p ic o ,  Dunham y C h ild  (1961) 

d e s c r ib e n  como l a  cepa W de Tetrahym ena p y r ifo rm is  ( u t i l i z a d a  en n u e s -  

t r o s  e s tu d io s )  mant i e n e  una a l t a  c o n c e n tra c iô n  p ro to p lâ sm ic a  de iô n  

p o ta s io  y b a ja  de io n  so d io  cuando c re c e  en un m edio p ep to n ad o . Los da­

t o s  de e s to s  a u to re s  r e v e la n  una c o n c e n tra c iô n  de p o ta s io  en  e l  i n t e ­

r i o r  a l  menos s e i s  v eces  mayor que l a  e n c o n tra d a  en e l  medio e x te m o ,  

s ie n d o  ta n  so lo  de un t e r c i o  l a  misma r " ■ c iô n  p a ra  e l  io n  s o d io .  En 

un medio anâlogo  d i l u id o ,  l a  r e la c iô n  K"*" in te r io r /K +  e x t e r i o r  a lc a n z a  

v a lo re s  s u p e r io r e s  a  100.

Cuando g radualm en te  se  in c re m e n ta l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r io r  de p o ta ­

s io  h a s ta  un v a lo r  de 11 mM, se  o b se rv a  que su s  n iv e le s  en e l  i n t e r i o r  

aum entan de form a e x p o n e n c ia l .  E n tre  11 mM y  140 mM, e s te  in c rem en to  se  

m a n if ie s ta  con c a r â c te r  l i n e a l  a lcan zân d o se  râp id am en te  e l  e s ta d o  de 

e q u i l i b r i o  K+ i n t e r i o r  ^  K"*" e x t e r i o r .

S orp rende que e l  aum ento de p o ta s io  en e l  i n t e r i o r  no vaya a so c ia d o  

con l a  c o rre s p o n d ie n te  p â rd id a  de s o d io ,  s u g ir iâ n d o s e  que ambos io o e s  

s ig a n  modelez de tAonzpoAte tndependCenteZ en  su  d ifu g iô n  a  t r a v â s  de 

l a  membrana de T etrahym ena.

Asimismo, l a  r e s p u e s ta  de e s t e  p ro to zo o  a  cam bios en l a  c o n c e n tra ­

c iô n  de io n e s  so d io  en e l  medio e s  tam biân  d i f e r e n te  de l a  e jd iib id a  r e £  

p e c to  a l  p o ta s io :  Desde v a lo re s  e x te m o s  5 mM h a s ta  20 mM e l  n iv e l  de 

Na*̂  en e l  i n t e r i o r  s e  m an tiene  c o n s ta n te ,  in d ic a n d o  l a  e x i s t e n c ia  de un 

mecanlzmo de ext/iuZZân paAa e t  ZodUo,' P o r encim a de 20 mM en e l  m edio .



l a  c o n c e n tra c iô n  i n t e r i o r  de so d io  aum enta l in e a lm e n te , s ie n d o  mayor 

que en e l  caso  d e l  iô n  p o ta s io  e l  la p s o  de tiem po re q u e r id o  p a ra  a lc a n -  

z a r s e  e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i o  iô n ic o .

P o s te r io rm e n te  Andrus y G iese (1 9 6 3 ), t r a s  com probar lo s  d a to s  de 

Dunham y C h ild ,  p u s ie ro n  de m a n if ie s to  una uaAüi(Uân en toZ ^ ù iio z  - i n -  

d e p e n d ie n te s -  de s o d io  y p o ta s io ,  cuando se  so m etla  a  TetAokymena pyAc- 

ioAm U, cepa  W, a  c/m éZoï de tenpeA atuA a, En un medio l i b r e  de so d io  e £  

to s  a u to re s  p u d ie ro n  o b s e rv e r  que a l  e n f r i a r  e l  m edio l iq u id o  en donde 

c re c îa n  la s  c ê l u l a s ,  e l  p o ta s io  i n t e r i o r  se  c e d ia  en  un 30% aprox im ada- 

m en te; cuando l a  te m p e ra tu ra  a lc a n z a b a  l a  c o ta  norm al de a d a p ta c iô n  de 

l a  cep a , e l  p o ta s io  l ib e r a d o  v o lv ia  a  r e c u p e ra r  su  n iv e l  h a b i tu a i  h a s ta  

r e s t a b l e c e r s e  e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i o  iô n ic o  i n i c i a l .

S i e l  descen sô  de te m p e ra tu ra  se  v e r i f i c a b a  en m edios n u t r i e n te s  o 

no n u t r i e n te s  que c o n tu v ie ra n  iô n  s o d io ,  l a  p ê rd id a  de p o ta s io  p e r s i s -  

t l a  aunque se  o r ig i n aba una g a n a n c ia  de s o d io .  A paren tem en te , e l  t r a n s ­

p o r te  de ambos io n e s  o b e d e c la  a  p ro c e so s  in d e p e n d ie n te s . Los n iv e le s  

no rm ales de so d io  y p o ta s io  i n t e r i o r e s  y e x t e r i o r e s ,  quedaban r e s t a b l e -  

c id o s  a l  l l e v a r  l a  te m p e ra tu ra  a  25°C.

Se s u g i r iô  que e l  mecanismo de e x p u ls iô n  de p o ta s i o ,  e s ta b a  acop lado  

con una s im u ltâ n e a  l i b e r a c iô n  de a g u a , r e la c io n â n d o s e  e l  fenômeno en su  

conju n to  con e l  fu n c io n a m ie n to  de l a  v acu o la  p u l s â t i l  de T etrahym ena.

De im p o rta n c ia  t r a s c e n d e n ta l  p a ra  n u e s tro s  e s tu d i o s ,  son lo s  t r a b a ­

jo s  de P r u e t t  (1965) r e l a t i v o s  a l  pAocezo de entAada y acw/nutaciân en 
TeXAohymena pyAiloAmiz, d e t anZân o A to iozia to , E s te  p ro c e so  no puede ex  

p l i c a r s e  en tê rm in o s  de una c a p tu ra  v ia  v a c u o la  a l im e n t ic i a  e x c lu s iv a -  

m ente.

En una su sp e n s iô n  de c ê lu la s  2% (V/V) y  a  c o n c e n tra c io n e s  10~4 ^ de 

o r to f o s f a to ,  c e rc a  d e l  30% d e l  is ô to p o  t r a z a d o r  d e sa p a re c e  d e l  medio en 

una h o ra .  En e s t a s  c o n d ic io n e s ,  l a s  c ê lu la s  d e b e r la n  h a b e r  in g e r id o ,  co  

mo m inim e, 15 v eces  su  volumen d espuês  de h a b e r  r e te n id o  s e le c t iv a m e n te ,  

l a  t o t a l i d a d  d e l  is ô to p o  en  su  s u p e r f i c i e .  De e s t a  fo rm a , l a s  c a n t id a ­

des de o r to f o s f a to  acum uladas son  dem asiado g ran d es  p ^ a  que pue dan ju s  

t i f i c a r s e  con a r r e g lo  a  un fenômeno de e n d o c i to s is  n o rm a l. Hemos de 

a c e p ta r  p u ê s ,  l a  e x i s t e n c ia  de un zZtCo AeceptoA  con una a iZ n idad  muy 

aXXa poAa e t  o A to ^ o z ia to , c iy a  a c tu a c iô n  s e l e c t i v a  p ex m ite  l a  acum ula- 

c iô n  en l a  s u p e r f i c i e  de Tetrahym ena de g ra n d e s  c o n c e n tra c io n e s  d e l  iô n  

o r to f o s f a to  en lo s  momentos i n i c i a l e s  de l a  formaciôn de vesîculas p in £  
c i t ô t i c a s . *



P r u e t t  concluye l a  e x i s t e n c ia  d e l AeceptoA de oAto^OZiatO, en b ase  a  

dos c r i t e r i o s  e x p é r im e n ta le s :  '

1 ) D ependencia de l a  v e to c id a d  de ecLptuAa can l a  c o n c e n tra c iô n  e x te ­

r i o r  de o r to f o s f a to .

2 )  D ependencia de l a  v e to c id a d  de captuAU con l a  TenpeAotuAa a  l a  

que se  r e a l i z e  e l  p r o c e s o , ’

Los e s tu d io s  so b re  e l  p r im e r  p ro c e s o , r e v e la ro n  una c in ô t ic a  de Mi- 

c h a e lis -M e n te n , con una de 8 x 10” 5 M a  pH 7 ,5  y 2 ,8  x 10“ ® M p a ra  

e l  an iôn  m onobasico ; e s to s  v a lo re s  de in d ic a b a n  la  a J tti a^tnZdad d e l  

o r to f o s f a to  p o r  e l  s i t i o  s u p e r f i c i a l .  La eneAQXxL iZbAZ d e l  p ro ceso  de 

c a p tu ra  fu e  de 9 K c a l /m o l, lo  que d e sc a r t a  l a  p o s ib i l id a d  de un s in g le  

fenômeno de d i fu s iô n  ( d i f u s iô n ,  ob v iam en te , f a c i l i t a d a  o m ic h a e lia n a )  

que j u s t i f i q u e  e l  enorme c a u d a l de o r to f o s f a to  c a p tu ra d o  t r a s  s u p e ra r  

d ic h a  b a r r e r a  e n e r g é t ic a .

Por o t r o  la d o ,  l a  c a p tu ra  de o r to f o s f a to  a  10®C de te m p e ra tu ra , ap a -  

r e c i a  en v a lo re s  extrem adam ente b a jo s ,  apun tando  l a  p o s ib i l id a d  de un 

cambZo ^ZlZco en l a  zupeA^ZcZe aelu loA  (o  en e l  c i to p la s m a ) ,  que in a c t^  

v a ra  e l  p ro c e so  de c o n c e n tra c iô n  p re v io  a  l a  fo rm ac iôn  de lo s  c a n a le s  

e n d o c i tô t i c o s .

Los e s tu d io s  so b re  l a  in f lu e n c ia  d e l  pH l a  e n tra d a  de o r to f o s f a to  

(Conner e t  a l .  1 9 6 1 ), in d ic a n  l a  mayor a f in id a d  p o r  l a  form a m onobésica 

d e l  o r to f o s f a to  r e f e r i d a  p o r  P r u e t t ,  p e ro  a  un pH en e l  que d ich o  mono 

an iô n  no p r é s e n ta  su  mâxima so b reab u n d an c ia  r e s p e c to  a  l a s  o t r a s  form as 

iô n ic a s  d e l  o r to f o s f a to .  E l lo  s u g ie r e  una d o b le  v e r t i e n t e  en  l a  a c tu a ­

c iô n  d e l iô n  h id rô g e n o , t a n to  s o b re  e l  o r to f o s f a to  bomo, p o s ib le m e n te , 

so b re  e l  r e c e p to r .

En m edios no n u t r i e n t e s ,  cuando l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r i o r  de o r to f o s  

f a to  e s  b a j a ,  Tetrahym ena in c o rp o ra  l a  t o t a l i d a d  d e l  an iô n  p ré s e n te  (esc 

ceso  de c ê l u l a s ) .  S in  em bargo, a l  reem p laza r  e l  m edio p o r  o t r o  l i b r e  de 

o r to f o s f a to ,  no se  o b se rv a  su  l ib e r a c iô n  ( t r a n s p o r te  u ^ id i r e c c io n a l  r e ­

f e r id o  p o r  S l a t e r  y  Trem or, 19 6 2 ).

Blum (1965) o b servô  que cuando se  so m etla  Euglena QAdcÂJUZ. a  un p ro ­

ceso  e3q>erim ental a n â lo g o , se  p ro d u c la  l a  e x c re c iô n  de o r to f o s f a to  cuan 

do l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r i o r  de ê s t e ,  en e l  m edio de re s u s p e n s iô n , e r a  

s u f ic ie n te m e n te  b a j a .

En m edios n u t r i e n t e s , E uglena g r ê c i l i s  e s  cap a z  de acum ular o r to f o s -



f a to  râp id a m en te . Con s im u lta n e ld a d , ap a re c e  ZndacZdci lA activZdcul de 
io iia ta za  dcida  (o r ig in a lm e n te  d e s c r i t a  p o r  P r i c e ) ;  Sommer y  Blum 

(1 9 6 5 ), dem ostraron  que l a  enzima in d u c id a  se  encŒ itraba  ZocüUzOLdCi en 
cZeAtaz AegZonei e&pecZiZcaZ de ta  petccu ta  de E u g len a , p o r  lo  q u e , mâs 

t a r d e ,  Blura (1966) s u g i r iô  l a  conex iôn  d e l  fenômeno de t r a n s p o r te  con 

l a  in d u cc iô n  de l a  enzim a.

La Km d e l s is te m a  t r a n s p o r ta d o r  de o r to f o s f a to  en E uglena e s  1 ,6  x 

X 10“5 M, v a lo r  prôxim o a l  en co n trad o  en T etrahym ena, E l p ro c e s o ,  se  

a f e c ta  p o r  v a r ia c io n e s  en l a  te m p e ra tu ra ,  y  p o r  l a  p r e s e n c ia  de Na+, K*" 

y  Li"*" a s l  como p o r  e l  2 ,4 ,  d i n i t r o f e n o l .

1 .3 .7 .  ENDOCITOSIS Y METABOLISMO ENERGETICO

Schumaker (1958) confirm ô l a  fo rm aciôn  de un com plejo  inductor-m em - 

b ra n a , p o r  a u to r r a d io g r a f la  a l  m ic ro sco p io  e l e c t r ô n ic o  de amebas expue£ 

t a s  a un medio e x t r a c e lu l a r  que c o n te n la  1 3 1 l- r ib o n u c le a s a  y ^ ® ^ I-c ito -  

cromo c .  Los e s tu d io s  c in é t ic o s  d e l  p ro ceso  mostrad)an que l a  re a c c iô n  

i n i c i a l  e r a  un fenômeno f l s i c o ,  de n a tu r a le z a  e l e c t r o s t â t i c a  e in d ep en ­

d ie n te  de l a  te m p e ra tu ra ,  a s l  como de l a  p re s e n c ia  o a u s e n c ia  de c i e r ­

to s  ZnhZbZdoAez nretabâtieoà , De T e rra  y  R ustad  (1 9 5 8 ), Chapman-Andresen 

(1962) y  B rand t y Pappas (1 9 6 2 ), demost r a r o n  que lo s  e s ta d io s  d e l  p ro c £  

so  e n d o c i tô t ic o  p o s te r io r e s  a  l a  fo rm aciôn  d e l  com plejo  c i t a d o ,  queda­

ban b loqueados m ed ian te  un e n f r ia m ie n to  râ p id o  o p o r  l a  a c c iô n  de d i ­

chos in h ib id o r e s ,  p o r lo  que p o s tu la ro n  l a  dependencia de ta  Znge&tiân 
c i tâ t ic a  con e t  e itado m etabâtico y iZzZotôgZcJo d e t oAgani&mo aeceptoA,

Los t r a b a jo s  p re v io s  de Puchkov (1955) h a b la n  re v e la d o  que l a  fag o c£  

t o s i s  en  le u c o c i to s  se  r e d u c la  s ig n i f ic a t iv a m e n te  a n te  l a  p r e s e n c ia  de 

in h ib id o re s  e s p e c î f ic o s  de l a  v ia  g l i c o l l t i c a ,  t a i e s  como e l  io d o  a c e t£  

t o  y e l  f l u o r u r e ,  en ta n to  que e l  c ia n u ro ,  in h ib id o r  de l a  r e s p i r a c iô n , 

no  p re s e n ta b a  e f e c to  a lguno  en l a  in g e s t iô n  de m a te r ia l  p a r t i c u la d o  ex ­

t r a c e l u l a r ,  Por e l  c o n t r a r io  de T e rra  y R ustad  (1959) y  Schumaker (1958) 

e s ta b le c ie r o n  l a  dependencia  de l a  p in o c i r o s is  en r e la c iô n  a  l a  r e s p i r £  

c iô n  a e ro b ia .

Chapman-Andresen (1957) comprobô en Chaos-Chaos lo s  d a to s  de e s to s  

a u to re s  y  e n c o n trô  e f e c to s  n e g a t iv e s  en d iv e rs e s  a g e n te s  in h ib id o re s  

tan to  de ta  g t ic o t i lZ l  como de t a  AeipOiaclân; (â c id o  io d o a c â t ic o  y 
f lu o r u r e  sô d ic o  p a ra  l a  g l i c o l i s i s  y  â c id a  s ô d ic a ,  2 ,4 - d i n i t r o f e n o l .



c ia n u ro  p o tâ s ic o ,  y  a n t im ic in a  A p a ra  l a  r e s p i r a c i ô n ) • Chapman-Andresen 

a t r ib u y e  l a  a c c iô n  d e l  c ia n u ro  p o tâ s ic o  a  un e f e c to  de b loqueo  p ro d u c i­

do p o r  d ic h a  s u s ta n c ia  en l a s  f a s e s  d e l  p ro ceso  p o s te r io r e s  a  l a  f i j a ­

c iô n  en l a  membrana p la s m â t ic a ,  p u e s to  que s e  red u ce  e l  nûmero de can a­

le s  p in o c i tô t i c o s  y  no l a  c a n t id a d  de m arca je  a d h e r id o  a  l a  e n v o l tu ra  

f e l u l a r .

La s i tu a c iô n  es s im i la r  en Acantham oeba, de form a que l a  f a g o c i to s i s  

s e  red u ce  a n te  l a  p r e s e n c ia  de in h ib id o r e s  de l a  f o s f o r i l a c iô n  o x i d a t i -  

v a , y perm anece in a fe c ta d a  p o r  in h ib id o r e s  de l a  g l i c o l i s i s .  (Weisman y  

K om , 1967; Kom y Weisman, 1967 ). Por o t r a  p a r t e ,  R obins y  T ay lo r 

(1 9 6 8 ) , t r a b a ja n d o  con c ê lu la s  de lin fo m a c u l t iv a d a s  " in  v i t r o "  c o n c lu -  

yen que lo s  in h ib id o re s  de l a  f o s f o r i l a c iô n  o x id a t iv a  y ,  p o r  t a n t o ,  de 

lo s  p ro c e so s  de t r a n s p o r te  a c t iv o ,  no a f e c ta n  a p re c ia b le m e n te  l a  c a p tu ­

r a  de DNA exôgeno. P o sib lem en te  e l  uso de c ê lu la s  tu m o ra le s ,  con p ro ftm  

das  m o d if ic a c io n e s  en lo s  mecanismos de r e s p i r a c iô n  m i to c o n d r ia l , d i f i -  

c u l t a  l a  com paraciôn con lo s  esquemas h a b i tu a le s  y  s e a  l a  cau sa  de l a s  

d is c o rd a n c ia s  e x p é r im e n ta le s  a lu d id a s .

Cohn (1960) p ropone de nuevo que l a  r e s p i r a c iô n  c o n s t i t uye l a  p r in c d  

p a l  fu e n te  de ene/cgZa metabâtCca p a ra  l a  p in o c i to s i s  l le v a d a  a  cabo p o r  

m acrôfagos de r a tô n .  De acuerdo  con e s te  a u to r ,  s e r â  e l  e s ta d o  f i s i o l ô ­

g ic o  y l a  d i s p o n ib i l id a d  de s u s ta n c ia s  m e ta b o liz a b le s , l o s  f a c to r e s  f im l  

dam en ta les  que co n d ic io n an  ta. movZtZzaciân de ATT, que a n teced e  a  l a s  ■ 

f a s e s  t a r d i a s  de lo s  fenômenos c i t ô t i c o s .

La b i o s î n t e s i s  de f o s f o l îp i d o s ,  segûn Kamowsky (1 9 6 2 ) , suce de de ino 

do acen tu ad o  a  l a  in g e s t iô n  de p a r t l c u l a s  e x t r a c e lu l a r e s  e s ta b le c ie n d o -  

se  un " tu m - o v e r "  râ p id o  de lo s  f o s f o l îp id o s  que in te g r a n  l a  p o rc iô n  de 

membrana in g e r id a .  La s u b s ig u ie n te  b i o s î n t e s i s  de r e p a r a c iô n ,  toma e n e r  

g la  de lo s  p ro c e so s  m e ta b ô lic o s  que norm alm ente l a  p ro d u cen : C ic lo  de 

K rebs y  0 o x id a c iô n  en a e r o b io s i s  y  g l i c o l i s i s  en a n a e r p b io s is .

Ya ha quedado r e f l e j a d a  en e s t a  in tro d u c c iô n  l a  im p o r ta n c ia  de l a  z £  

g u la c iô n  d e l  e q u i l i b r i o  iô n ic o  en r e la c iô n  con l a  c a rg a  s u p e r f i c i a l  de 

T etrahym ena, y  p o r  ta n to  con lo s  fenômenos p r im a r io s  d e l  p ro ceso  en d o c l 

t ô t i c o .  En e s t e  a p a r t a d o , i n t e r e s a  r e s a l t a r  lo s  t r a b a jo s  de Andrus y 

G iese  (1 9 6 3 ); e s to s  a u to re s  p u s ie ro n  de m a n if ie s to  que a g e n te s  in h ib id o  

r e s  de l a  f o s f o r i l a c iô n  o x id a t iv a  (y  s ig n i f i c a t iv a m e n te ,  m o d ific a d o re s  

de l a s  p ro p ie d a d e s  de membrana) t a i e s  como l a  a n o x ia ,  e l  â c id o  iodoacê,- 

t i c o ,  l a  â c id a  s ô d ic a  y  e l  2 ,4  d i n i t r o f e n o l ,  p rovocaban  una p ê rd id a  d e l



30-50% de p o ta s io  in t e r n o ,  s in  o b s e rv a rs e  v a r ia c iô n  e f e c t iv a  en lo s  n i ­

v e le s  de s o d io ; a s i  p u e s ,  m ie n tra s  e l  mecanismo c o n c e n tra d o r  de p o ta s io  

r e s u l t a b a  p e r jû d ic a d o ,  e l  p ro c e so  de s a l i d a  de so d io  perm anecia  i n a l t e -  

ra d o . Con e s to s  d a to s ,  p u d ie ro n  c o n c lu ir  l a  in d e p en d en c ia  de ambos fen<ô 

menos de t r a n s p o r te  iô n ic o  y s u g i r ie r o n  l a  nevtuÂOJiezCL a c tiv a  de l a  cap­

tu r a  de p o ta s io  p o r e s t a s  c ê l u l a s .

En co n secu en c ia  no puede r e l a c i o n a r s e , en s e n t id o  e s t r i c t o ,  l a  e n e r ­

g ia  l ib e r a d a  p o r  una d e te rm in ad a  r u t a  m e ta b ô lic a  con l a  consum ida p o r  

l a  e n d o c i to s i s ,  s in o  que va a  s e r  e l  qztado iizZoZâgZco g loba l  qu ien  d£ 

te rm in e  l a  m o v iliz a c iô n  de lo s  re c u r s o s  n e c e s a r io s  p a ra  l l e v a r  a  cabo 

to d o s  lo s  p ro c e so s  b io q u im ic o s  que co n cu rren  en lo s  fenômenos de c i t o -  

s i s ,  d i f e r e n te s  en cada  m a te r ia l  b io lô g ic o .  No o b s ta n te ,  l a  mayor abun- 

d a n c ia  de d a to s , concuerdan  en a t r i b u i r  a  l a  ACZpOiaciân mitocondAial 
l a  a p o r ta c iô n  de e n e r g ia ,  t a l  vez p o r  s e r  e l  mecanismo mâs â g i l  que t i £  

ne l a  c ê lu la  p a ra  p r o d u c i r l a .  E v id en tem en te , en lo s  e s ta d o s  a n a e ro b io s  

de c re c im ie n to  l a  e n e rg ia  m e ta b ô lic a  s e r â  a p o r ta d a  p o r  l a s  demâs r u ta s  

y a  m encionadas,

1 .3 .8 .  ECTOENZIMAS COMO RECEPTORES ESPECIFICOS DE MEMBRANA
I

Se denominan a s î  a q u e l la s  enzim as c a r a c t e r i s t i c a s  de l a  s u p e r f ic i e  

e x te rn a  de l a  c ê lu la  que m u estran  su  a c t iv id a d  so b re  s u s t r a to s  ex o ce lu ­

l a r e s ;  e l l o  im p lic a  que l a  in te g r a c iô n  de l a s  ec to en zim as en l a  membra­

na p la sm â tic a  p e rm ita  que l a  a c t iv id a d  b io lô g ic a  de a q u e l la s  ge m a n if ie £  

t e  hacJja e l  medUo ex tean o .

H ab itua lm en te  se  han em pleado enzim as c a r a c t e r i s t i c a s  como moAcactoAez 
de membAona (B e n e d e tti  e t  a l . ,  1968).

En cu an to  a l  zZgnZ^Zcado £ZzZolâgZeo de l a s  ec to en zim as hemos de apuii 

t a r  l a  p o s ib i l id a d  de su  ZntenmlXzacjüSn pApgAe&Zva duAanle la  endo(Uto_ 
ZZz, Numerosos a u to r e s ,  (Korn y Weisman, 1967; Tsan y B e r l in ,  1971;Werb 

y  Cohn, 1971; Werb y Cohn, 1 9 7 2 ), han confirm ado  e s t a  h ip ô t e s i s .  La d i£  

m inuciôn  de l a  a c t iv id a d  e c to e n z im â tic a  es  pAogACZZva en e l  lAanzciVUO 
de la  endocltoiZz y zZnultdnea a la  ZnleAnalizaclân  de l a  s u p e r f i c i e  c £  

l u l a r  como paAte d e l endoioma y p o s te r io rm e n te  d e l endoliioma  ( l i s o s o o a  

p r im a r io  de De Duve).

La mayori a  de l a s  ec to en z im as  m arcado ras de membrana estân r e la c io n a  

das con e l  meXabotizmo h Z dA otU ico  d e  bZopotùneAOZ i lc ià o a  nucleicos y 
polisacâridos) y de azûcares conplicados.



La memboana pùum dtC ca de  hXgado de A ata  p o zee  cuatAo enzZ m z  h id ro -

l î t i c a s  que a c tû a n  d e  modo cooAcUnado en l a  degAodacUân d e l  RSA (Yanna-

r e l l  y  A ronson, 1973). E s ta s  c u a tro  a c t iv id a d e s  so n : {oziodZezleA O Za  I

(Ec. 3 . 1 .4 . 1 ) ,  S ’-m c le o tc d a z a  (Ec 3 . 1 .3 . 6 ) ,  5 * -n u c leo tcd a za  Cec 3 .1 .3 .

5) y una endon u c leasa  no c l a s i f i c a d a  aû n . La f o s f o d ie s te r a s a  I  es una

ex o n u c leasa  que s ô lo  l i b e r a  5 ' -m ononucleô tidos  d e l  RNA y  que r e q u ie r e  
2+Zn y un grupo 3 * -h id ro x i lo  l i b r e  p a ra  e x p re s a r  su  a c t iv id a d ;  l a s  3 ' -  

y 5 '- n u c le o t id a s a s  l i b e r a n  f o s f a to  in o rg â n ic o  de lo s  ex trem os 3* y 5* 

de su s  c o r re s p o n d ie n te s  s u s t r a to s  e s p e c î f ic o s .

La d eg rad a c iô n  p ro d u c id a  p o r e s t e  co n ju n to  e c to e n z im â tic o  es compara^ 

b le  a  l a  p ro d u c id a  p o r lo s  liso so m a s n o rm a le s . Su a c c iô n  c a t a l i t i c a  

co o rd in ad a  com ienza con un a ta q u e  in e s p e c î f ic o  de l a  en d onucleasa  que 

d e ja  en l i b e r t a d  o lC g o n u cleâ lld o z  con ex trem os 3 * -  y  5* - f o s f a to .  A co £  

t in u a c iô n  l a  3 ' - n u c le o t id a s a  l i b e r a  e l  c o r re s p o n d ie n te  f o s f a to  in o rg â -  

n ic o  de form a que lo s  o lig o n u c le ô t id o s  con e l  g rupo  3 ' - h id r o x i lo  l i b r e  

pueden s e r  u t i l i z a d o s  p o r l a  f o s f o d ie s te r a s a  I  p a ra  d a r  e l  5* ~mononucle^ 

IZdo, Por û ltim o  l a  h i d r ô l i s i s  de lo s  g rupos 5* f o s f a to  p o r l a  5 ' -n u c le £  

t i d a s a  r in d e  £oz^ato ZnoAgdnZco y e l  nucleozZ do,

E l zZgnZiZcado bZolâgZco de un s is te m a  ta n  co m p le jo , in c o rp o ra d o  a 

l a  s u p e r f i c i e  c e lu la r ,  e s  d i f î c i l  de d é f i n i r  ex c lu s iv am e n te  con a r r e g lo  

a l  hecho a n te s  m encionado de su  in t e r n a l i z a c i ô n .  E v iden tem en te , su  p a ­

p e l  en l a  d ig e s t iô n  d e l  m a te r ia l  e n d o c ita d o  puede s e r  im p o r ta n te ;  p e ro  

h a b itu a lm e n te  lo s  p ro d u c to s  de h i d r ô l i s i s  son  re c h a z a d o s  de nuevo h a c ia  

e l  m ed io , lo  que c o n lle v a  a  p ro p o n er dos a l t e r n a t i v a s  a d ic io n a le s :

a )  En p rim er lu g a r ,  un s is te m a  de d ic h a s  c a r a c t e r i s t i c a s  c o n s t i t u i -  

r î a  un mecanlimo d e  d e ie n za  ia e n te  a  JUn^oAmeJUSn mac/LomoleculoA exâgena, 

cuya c ap a c id ad  tra n s fo rm a n te  puede m a n if e s ta r s e  -como e s  b ie n  s a b id o -  
en alteAoxU onez patolâgZcjOZ gA ovez, (E s te  p u n to  y a  ha s id o  comentado am 

p lia m e n te  en l a  p r é s e n te  T e s i s ) .

b )  Desde e l  p un to  de v i s t a  d e  l a  nuXAùudn ce lu la A  l a  h i d r ô l i s i s  d e l  

b io p o llm e ro  r e n d i r l a ,  t a l  v e z , p ro d u c to s  mâs fâ c i lm e n te  a s im ila b le s  o 

cuyo t r a n s p o r te  a l  i n t e r i o r  de l a  c â lu la  e s tu v i e r a  mejpb de term inado  p o r 

l a  e x i s t e n c ia  de s is te m a s  t r a n s p o r ta d o re s  e s p e c î f i c o s .

En ambos c a s o s ,  e l  p roblem s nos r e la c io n a  de nuevo con l a  exZzlencZa  

d e A eceptoAez zu p eA iZ c ta le z  e zp e e U Z e o i d e  bZopollm eAoz. Cohn (1 9 7 3 ), 

ha r e v is a d o  e l  tem a en macAÔiagoZ, c â lu la s  c a r a c te r i z a d a s  p o r su  m arca-



da a c t iv id a d  e n d o c i tô t ic a  y su  c ap a c id ad  p a ra  c o n f in a r  m a te r ia l  exôge­

no en v acu o la s  d e r iv a d a s  de l a  membrana p la s m â tic a .  (P o s te r io rm e n te ,  e £  

t a s  v acu o la s  se  fundën  con lo s  liso so m as p r im a r io s  y  s e c u n d a r io s  i n i c i a n  

do e l  p ro ceso  de d ig e s t iô n  c e l u l a r ) .

E l fenômeno en su  c o n ju n to  e s tâ  obviam ente d e te rm in ad o  p o r l a  fu n c iô n  

de l a  membrana p la s m â tic a .  La f a s e  p r im a r ia  c o n s i s te  en l a  in te r a c c iô n  

con AeceptOAdZ QXtOJunoi cuya n a tu ra le z a  y to p o g ra f ia  aûn no e s tâ n  c l a ­

r a s  .

En g e n e r a l ,  e x i s t e  una c l a r a  d i f e r e n c ia  e n t r e  l a  c a p tu ra  de m oldcii- 

ta z  neutAoz y  cctAgadaz etdctA Zcam ente, M ien tras  la s  p r im e ra s  se  in c o rp o  

r a n  por p in o c i to s i s  m an ifes tan d o  una depe.nde.ncMi Itn ea Z  con su  concen­

t r a c iô n  en e l  medio e x te rn o ,  l a s  segundas - a t i ô n i c a s  y a n iô n ic a s -  ex h £  

ben una gAan cccpacidad de unZân con l a  membrana p la s m â tic a  de m acrô fa ­

g o s , a n te s  de su  in t e r io r i z a c iô n .  T a ie s  m o lécu la s  (DBAE-dextrano, p o l i l £  

s i n a ,  s u l f a t o  de d e x tra n o , e t c )  se  in c o rp o ra n  con una r a p id e z  que ex ce -  

de en c ie n  veces  l a  m a n ife s ta d a  p o r lo s  p ro d u c to s  no c a rg a d o s . La c in é -  

t i c a  de in c o rp o ra c iô n  e s  muy d i f e r e n te  tam bién  y  s e  o b se rv a  una s a tu r a -  

c iô n  de lo s  r e c e p to re s  s u p e r f i c i a l e s .

Las m o lécu la s  ca rg a d as  in te r a c c io n a n  p robab lem en te  a  t r a v é s  de e n la ­

ce s  iô n ic o s  y h a b itu a lm e n te  r e q u ie r e n  l a  p r e s e n c ia  de c a t io n e s  d iv a le n -  

t e s  y  o t r o s  io n e s .

E sto s  hechos s u g ie re n  l a  e x i s t e n c ia  de puntoi de ancZaje cutcânZcoz y 
eatiânZcoi en la  lupeAiZcZe celulaA, aunque en  g e n e r a l ,  l a  c a rg a  n e ta  

de l a  c é lu la  se a  de n a tu ra le z a  â c id a .

La unZân de m o lécu la s  ca rg a d as  a  l a  membrana d e l  m acrôfago  puede -o  

n o - ZnduclA lu  pinocJXoiiz, E l p ro p io  Cohn (1971) ha dem ostrado  que 

tû  lo i  m oiiculaz aniânlcai tCenen la  pAopZedad de e itù m laA  la  {oAmxUJSn 
de v e ilc u la i  p in o c i tô t i c a s  y que su  e f e c t iv id a d  es  una {unclôn d e l lama 
üû moleculoA,

NueilAOl dalo i  e s tâ n  muy en l a  l î n e a  de lo  que h a s ta  a q u î hemos d e s ­

c r i t o ,  ya  que s e  ha p u e s to  de m a n if ie s to  l a  exZztenCMl de un AeceptûA 
en la  lu p eA ilc le  de TelAahymena pyA H om h con a c tiv id a d  VNA'dzlca (en - 

donucleaia) Aelaclonada de algdn modo con e l  RSA, que eitùnula la  acclân  
de aquella . P o s te r io rm e n te ,  e l  DNA u n id o  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  i n i -  

c i a r â  su  cam ino en lo s  dos s e n t id o s  p o s ib le s ,  h a c ia  e l  m edio o h a c ia  e l  

i n t e r i o r  de l a  c é lu la  huêsped .

E l h ech o , tam biân  observado  p o r n o s o tr o s ,  de l a  in ilu e n c la , d e l  m edio



JUSnÂJCû exteAno y de ta  tempeAotuAa, in d ic a  que habrem os de a f r o n ta r  l a  

d is c u s iô n  u l t e r i o r  d e l  problem a co n s id e ra n d o  l a  e x i s t e n c i a ,  en l a  envol^ 

t u r a  de T etrahym ena, de una a c tiv id a d  ectoenzljmâtüia azocloda a t  ZlXlX) 
AeceptOA d e l  b io p o llm e ro  DNA.



I I .  M A T E  R I A L E S  Y M E  i U D O S

II.1 .  REACTIVOS

En l a  e la b o ra c iô n  de lo s  t r a b a jo s  e x p é rim e n ta le s  de l a  p r e s e n ts  t e ­

s i s ,  s e  u t i l i z a r o n  lo s  s ig u ie n te s  r e a c t iv o s  y  com puestos e s p e c i a le s .

3
-  HgO (16 .000  d p m /y l) ,  am ablem ente c e d id a  p o r e l  D epartam ento de 

R a d io b io lo g îa  de l a  J u n ta  de E n erg ia  N u c lea r.

-  DNA de tim o de t e r n e r a ,  o b te n id o  p o r  e l  D epartam ento  de R ad io -

b io lo g la  de l a  J u n ta  de E n erg ia  N u c lea r.

-  R é a c tiv e  de F o l in - C io c a l te a u ,  (E . M erck).

-  P ro n a sa , (C alb iochem , A .G .) .

-  P ro te a s a  P a n c re â t ic a  IV , (Sigma C hem ical Compazy).

-  P ro te o sa -P e p to n a  n®3, (D ifc o , L a b o ra to r ie s  I n c o r p o r a t io n ) .

-  T r ip to n a ,  D ifco  (B acto  -  T r ip to n a ) .

-  DEAE -  C e lu lo sa  (DE-8 0 ) ,  (Whatman -  W. R. B a ls to n  L td ) .

-  L a u r i l  -  S u lf a to  sô d ic o  (Sigma Chem ical Company).

-  2 ,5  d i f e n i l  o x a z o l ,  (PPG) (S igm a).

-  l , 4 - b i s - 2 - ( 5 - f e n i l  o x a z o l i l )  benceno (POPOP)(Sigma).

-  N a fta le n o  (F .E .R .O .S .A .) .

-  A cido e t i l ê n - d i a m i n o - te t r a  a c é t ic o  (F .E .R .O .S .A .)

-  D ioxano (C a rlo  E rb a ) .

-  E t i l e n g l i c o l  (E . M erck).

-  RNA de le v a d u ra ,  (Sigma C hem ical Company).



-  P o l îg lu tâ m ic o , PM 48000 (308 r e s id u e s )  (S igm a).

-  N onidet P40, (BDH, C hem icals L td ) .

- E l r e s t o  de lo s  com puestos no rese ilad o s  en e s t e  a p a r ta d o  y u t i l i z a ­

dos en n u e s tr a  m e to d o lo g îa , fu e ro n  de g rado  a n a l l t i c o .

I I . 2 .  OBTENCION DEL ^H-DNA DE ESCHERICHIA COLI

Be uso l a  cepa ta u -b a r  de E .C o li ,  m u tan te  r e q u i r i e n t e  en tim in a  (5 -  

-M e ti l  u r a c i l o ) ,  p e rm itie n d o  su  r â p id a  a s im ila c iô n  en e l  DNA celulsu? 

l a  o b te n c iô n  d e l  p o lîm ero  con a l t o  g rado  de a c t iv id a d  e s p e c l f ic a .  La 

t im in a  u sada  en e l  c u l t iv o  e s t â  m arcada r a d ia c tiv a m e n te  m ed ian te  l a  

s u s t i tu c iô n  de lo s  t r è s  h id rô g en o s  d e l  m e ti lo  de l a  p o s ic iô n  c in c o  d e l  

a n i l l o  p i r im id în ic o  p o r  t r è s  âtom os de T r i t i o .

I I . 2 .1 .  CRECIMIENTO DE ESCHERICHIA, COLI

Se u t i l i z e  un l i t r o  cc medio de c u l t i v . . . ..e com posic iôn :

S o lu c iS n  A

T r is  .........................................................   12 ,00  g

KCl     2 ,00  g

N H ^C l............................................................  2 ,0 0  g

MgClg   0 ,50  g (pH a  7 ,4  con CIH 1 N)

Na^HPO^........................................................  0 ,3 5  g

N a^SO ^..........................................................  0 ,3 5  g

S o lu c iô n  B

^H-Timina (2  Ci/mmol)   0 ,5 0  mg

U ra c ilo  ....................................................   10 ,00 mg

A r g i n i n a ...........................................   20 ,00  mg

P ro l in a  ...............................................  . . .  20 ,00  mg

M e t io n in a .......................................... 20 ,00  mg

T rip tô fa n o   ...........................................   20 ,00  mg

S o luc iS n  C

G lucosa a l  0,5% ( f i n a l )



Las t r è s  so lu c io n e s  A, B y C s e  p re p a ra n  y e s t e r i l l z a n  separadam en- 

t e  (15 m in .,  1 1 0 ° ) , m ezclandose a  un volumen f i n a l  de 1 l i t r o .

Los c u l t iv e s  c r e c ie ro n  a  37° con a i r e a c iô n  p e r  a g i ta c iô n  m eeân ica , 

o b te n iê n d o se  un re n d im ie n to  de 3 g de c ê lu la s  (p eso  hûmedo) p o r l i t r o  

de c u l t i v e .

I I . 2 .2 .  AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL ^H-DNA

E l método que a  c o n tin u a c iô n  se  expone, e s t â  b asad o  en e l  t r a b a jo  

o r i g i n a l  de Marmur (1 9 6 5 ), rood ificado  p o r C.A. D â v ila  (com unicaciôn  

p e r s o n a l ) .

Las c ê lu la s  se  sed im en ta ro n  p o r c e n t r i f u g a c iô n  a  4°C, 10.000 x g , d\i 

r a n te  30 m in u te s . 1 g de c ê lu la s  (p eso  hûmedo) s e  su sp e n d iô  en 20 ml

de s o lu c iô n  de NaCl 0 ,1 5  M, EDTA, 0 ,1  M, pH 8 , c e n tr ifu g â n d o s e  en i d ^

t i c a s  co n d ic io n e s  y re su sp e n d iê n d o se  l a s  c ê lu la s  sed im en tad as  en  12 ml 

de l a  roisma s o lu c iô n .
E t tt&cuio de. Ù16 céùiÙL& s e  i le v ô  a  cabo en dos e ta p a s  :

-  A diciôn  de 5 mg de IX^azÂmcL a  l a  su sp e n s iô n  de c ê l u l a s ,  incubân^

dose con a g i ta c iô n  d u ra n te  30 m in , a  3 7 ° , a  f i n  de o b te n e r  le s  

e s f e r o p la s to s  c o r r e s p o n d ie n te s .

-  L i s i s  de l e s  e s f e r o p la s to s ,  afiad iendo 1 ml de l a u r i l - s u l f a t o  s ^  

d ic e  25%, en e ta n o l  50%, c a le n ta n d o  a  60°C d u ra n te  10 m in u te s .

La c o n c e n tra c iô n  f i n a l  d e l  d e te rg e n te  es d e l  2%.

E l l i s a d o  o b te n id o  s e  l l e v a  a  te m p e ra tu ra  a m b ia n te , ad ic io n ân d o se  

lu eg o  p e r c lo r a to  sô d ic o  5 M h a s t a  una c o n c e n tra c iô n  f i n a l  1 N. E l homo  ̂

g en e izad o  r é s u l t a n t e  s e  dt&p^teAJU.za  afiadiendo un volum en ig u a l  de 

c lo ro fo rm o -a lc o h o l is o a m îlic o  (2 4 :1 )  m an ten iêndose  con a g i ta c iô n  duran  

t e  30 m in u te s . T ras c e n t r i f u g a r  a  10.000 rpm , 15 m in u te s , p a ra  s e p a ra r  

l a  f a s e  o rg â n ic a ,  s e  reco g e  l a  f a s e  s u p e r io r  (a c u o sa )  de l a  que s e  pre^ 

c i p i t a  e l  DNA con 2 v o l .  de e ta n o l  a b s o lu te  en  f r l o .

E l p r e c ip i ta d o  f ib r o s o  o b te n id o  s e  fUtcL p o r r o ta c iô n  suave  so b re  una 

v a r i l l a  de v i d r i o ,  secândose  a l  a i r e  e l  h i la d o  o b te n id o . La p re p a ra c iô n  

de DNA s e  d is u e lv e  en 5 ml de NaCl 15 n)M, c i t r a t o  s ô d ic o  1 ,5  mM ( I ) ,  

a d ic io n â n d o se  p o s te r io rm e n te  ClNa, 1 ,5  M, c i t r a t o  s ô d ic o  0 ,1  M, en p ro  

p o rc iô n  1 :9 ,  con lo  que r é s u l t a  una s o lu c iô n  f i n a l  que es 0 ,1 5  M en 

NaCl y  0 ,0 1  M en c i t r a t o  sô d ic o  ( I I ) .

Se r e p i t e  en id ê n t ic a  manera e l  p ro ceso  de d e s p r o te in iz a c iô n - p r e c i -



p i t a c iô n  con e ta n o l  e h i la d o  d e l  DNA, d is o lv iê n d o s e  ê s t e  en 3 ml de I ,  

l le v â n d o se  a  s o lu c iô n  I I  p o r  a d ic iô n  de ClNa, 1 ,5  M y  c i t r a t o  sô d ic o  

0 ,1  M en p ro p o rc iô n  de 1 :9 .

Se ahade a  c o n t in u a c iô n  0 ,0 5  mg/ml de incubândose  a  37°C,

30 m in , a  f i n  de h i d r o l i z a r  e l  RNA que p u d ie ra  aûn con tam in ar l a  p re p ^  

r a c iô n .

F in a lm e n te , s e  r e p i t e  una v ez  mâs e l  p ro ceso  de d e s p ro te in iz a c iÔ n , 

p r e c ip i t a c iô n  con e t a n o l  e h i la d o .  E l DNA a s i  o b te n id o  s e  d is u e lv e  en 

3 ml de I ,  a flad iêndose  b a jo  a g i ta c iô n  0 ,3 3  ml de a c e ta to  sô d ic o  3 M « i  

EDTA ImM, pH 7. E l DNA s e  p r é c i p i t a  de l a  s o lu c iô n  r é s u l t a n t e  con me­

d io  volumen de a lc o h o l  i s o p r o p î l i c o .  E t XZJfidUjntejfito o b te n id o  e s  de 1 a  

2 mg de DNA p o r g de c ê lu la s  em pleado.

E l p r e c ip i ta d o  s e  re su sp e n d e  en s o lu c iô n  I I ,  co n serv ân d o se  a  0°C.

La c o n c e n tra c iô n  r é s u l t a n t e  d e l  DNA s e  d e te rm in ô  p o r  â b s o rc iô n  u l ­

t r a v i o l e t s  a  260 nm, usândose  un e (P )  de 6 .740  (UNICAM, SP 7 0 0 ).

La a c t iv id a d  e s p e c î f ic a  (d e te rm in ad a  p o r  c o n ta je  en c e n te l l e o  l l q u ^  

do ^ 1 1 .7 -  con 1 X 10^ c . p .m . / v i a l )  o b te n id a  o s c i l a  e n t r e  1-3  x 10^ 

dpm/yg.
3

E l e s tu d io  de l a  d i s t r i b u c iô n  de p eso s  m o le c u la re s  d e l  H-DNA s e
3

r e a l i z ô  segûn s e  d e s c r ib e  en I I . 5 , u sândose  2 pg H-DNA en cada  colum­

n s  c ro m a to g râ f ic a .

I I . 2 .3 .  PREPARACION DE UN CONPLEJO DNA-HISTONA

H isto n s  t o t a l  de tim o  de te r n e r a  prepaœ ada segûn  e l  p ro ced im ie n to  

d e s c r i to  p o r Jhons (1 9 6 7 ) , s e  d i s o lv iô  en 20 ml de ClNa 2M h a s t s  una
3

c o n c e n tra c iô n  de 20 y g /m l; asim ism o, e l  H-DNA de E s c h e r ic h ia  c o l l ,  s e  

l l e v ô  h a s t s  una c o n c e n tra c iô n  20 p g /m l, p o r d i lu e iô n  1 :2 0  con ClNa 2 M 

de 1 ml de l a  s o lu c iô n  o r i g i n a l  (407 p g /m l) . Ambas s o lu c io n e s  s e  m ez- 

c la n  y  e l  r e s u l t a d o  (H is to n a  y  H-DNA en c o n c e n tra c iô n  10 yg /m l) s e

d i a l i z a  d u ra n te  18 h o ra s  f r e n t e  a  1 ,7  l i t r e s  de ClNa 1 M a  0-4°C con 

a g i t a c iô n ;  d u ra n te  e s t e  p é r io d e  s e  l ib e r a r o n  un t o t a l  de 2 ,9  x 10^ cpmj

p u e s to  que l a  e f i c i e n c i a  d e l  c o n ta je  fu e  d e l  5% y l a  a c t iv id a d  e s p e c l -
3 6f i c a  d e l  H-DNA 2 ,4 7  x 10 dpm /yg, puede e s t im a rs e  una l ib e r a c iô n  de

o l ig o n u c le ô t id o s  y  n u c le ô tid o s  ( f r a c c iô n  NR+II de l a  c ro m a to g ra f la  en
3

DEAE c e lu lo s a )  d e l  0,25% r e s p e c te  a l  H-DNA t o t a l  que perm anece en e l  

i n t e r i o r  de l a  b o is a  de d i â l i s i s .  A c o n t in u a c iô n ,  s e  s lg u ie ro n  dos d iâ



l i s i s ,  l a  p rim era  6 h o ra s  f r e n t e  a  2 1 de ClNa 0 ,2 8  M y  l a  segunda 48^ 

f r e n t e  a  2 1 de ClNa 0 ,035  M, ambas a  l a  misma te m p e ra tu ra  de 0-4°C .

II.3. CULTIVO DE PROTOZOOS

I I . 3 .1 .  CULTIVO DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

a )  Medio pep tonado

Tetrahym ena p y r i f o r m is , cepa W, s e  ob tuvo de Am erican Type C u ltu re  

C o lle c t io n  (ATCC), m an ten iêndose  en n u e s tro s  l a b o r a to r i e s  en c o n d ic io ­

nes a x ê n ic a s  a  25°C. E l medio em pleado en su  c re c im ie n to  c o n s ta  d e :

-  p ro te o sa -p e p to n a    5 ,00  g

-  t r i p to n a  ........................... 5 ,00  g

-  KgHPO^.OHgO .................... 0 ,2 6  g

-  H^O d e s t i l a d a  ...............  1 ,0 0  1

E l pH s e  a j u s t a  a 7 ,2 -7 ,4  con NaCH IN

b )  Medio d e f in id o

La composic iô n  d e l  medio d e f in id o  usado p a ra  e l  c re c im ie n to  de  Te­

trahym ena p y r i f o r m is ,  es la  s ig u ie n te :

K L .c itra to .H .O  .....................................................................  0 ,1 0  g3  2
KHj PO^ ......................................................................................  0 ,0 1

(NH^i^SO^ .................................................................................  0 ,0 2

MgCOg ........................................................................................... 0 ,1 0

CaCOg ................................................................    0 ,0 3

H

Fe(NH^)^.6H^0 ........................................................................  2 ,0 0  mg
n

ff

4 '2  2
MnSO^.HgO .................................................................................  1 ,00

ZnSOy.HgO  ...............................................................  1 ,00

CnSO^ (a n h id ro )  ...................................................................

(NHy^gMOyOgy.WHgO   0 ,5 0  "

CoS0^.7H 20 .......................................................................................  0 ,0 1  »*

NĤ ^VOg ............................................................................  0 ,0 1  "

L -A rg in in a  HCl ...................................................................... 0 ,0 4  g

L -G lutâm ico HCl ...................................................................  0 ,2 5  **

L -H is t id in a  HCl.H^O ..........................................................  0 ,2 5  "

it



L -I s o le u c in a  ............................................ g
L—L eucina  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .................................  0 ,0 5 tf

L—L is in a  HCl ................................  0 ,0 3 tt

L—M etion ina .................................  0 ,025 tt

Ti—Feni 1 a la n în a  . . .  . . . . . .  . . . . . .................................  0 ,0 1 M

L - T r e o n in a ................................... .. M

L -T rip tô fa n o  ............................................ n

T.—TiT’ftSÎna . .  . . .  . . . .  . .  . . . ................................. 0 ,005 tf

L -V a lin a  ..................................... .. ff

Na^ G uanilato .H gO  ................... ............. mg

U ra c ilo  ..................... ................................. ff

Ca—P a n to te n a to .................................  3 ,0 0 ff

A cido n ic o t in i c o  . . . . . . . . . . . . . . . . .................................  2 ,00 ff

Tiam ina HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ................................. 0 ,5 0 ff

Na r ib o f l a v in a  P0^.2H20 ................... tf

P ir id o x a ^ in a . 2HC1 .......................... 0 ,1 0 ff

P ir id o x a l  HCl . . . . . . . . . . . . . . . . . . .................................  0 ,1 0 ff

A cido f ô l i c o  ............................................ ff

A cido D.L—T iô c t ic o  . . . . . . . . . . . . .................................  1 0 ,00 yg

wgB io t in a  ........................................................

E s te  m edio fu e  p ro p u e s to  en 1968 p o r  Cox e t  a l .  Su e s t e r i l i z a c i ô n  

s e  l le v ô  a  cabo p o r f i l t r a c i ô n  a  t r a v é s  de membranes "M lllip o re '*  de 

100 nm de p o ro  m edio.

Las c ê l u l a s ,  sem bradas con a s a  de p l a t i n o ,  m o s tra ro n  un c re c im ie n to  

an â lo g o  a l  d e s a r r o l la d o  en e l  m edio p ep to n ad o . E l c re c im ie n to  fu e  p o s ^  

t i v o  en to d o s  lo s  tu b os sem brados, p o r  dos v e c e s  c o n s é c u t i v e .

I I . 3 .2 .  CULTIVO DE EUGLENA GRACILIS

E uglena g r a c i l i s ,  cépa  z ,  s e  ob tuvo  ig u a lm en te  de ATCC (A m erican 

pe C u ltu re  C o l le c t io n ) ,  m anten iendo  e l  c u l t i v o  en  c o n d ic io n e s  a x ê n ic a s  

a  25*C, en l a  o b sc u r id a d .

En e s t e  c a so  s e  u t i l i z ô  e l  medio de c re c im ie n to .

-  G lucosa ............................  10 ,00  g

-  T r i p t o n a ..........................  1 ,0 0  g

-  H gO .....................................  1 ,0 0  1

E l pH se  a j u s t a  a  3 ,5  con CIH 1



II.4. EXF£RIENCIAS DE INCORPORACION

I I . 4 .1 .  EXPERIENCIAS DE INCORPORACION DIRECTA

Los c u l t iv e s  c re c id o s  con a g i ta c iô n  m agnetica  en Erlenm eyer de 250 

m l, h a s t a  a lc a n z a r  l a  f a s e  lo g a r î tm ic a  - e l  tiem po 2 -4  d îa s  de c rec im ie ii 

to_  a se g u ra  un tamafio c e l u l a r  u n ifo rm e , p o r s e r  c o n s ta n te  l a  v e lo c id a d  

e s p e c î f ic a  de c re c im ie n to  en e s ta  f a s e  (Van Uden, 1 9 7 0 ) ,-  se  recogen  

p o r c e n t r i f u g a c iô n  suave a  330 x g ,  10 m in u te s , en una c e n t r i f u g a  "Wi- 

fug" (L a b o r) . Se suspenden  d u ra n te  10 m inu tes  en e l  mismo medio en que 

se  van a  r e a l i z a r  l a s  in c u b a c io n e s  y se  v u e lv en  a  re c o g e r  en l a s  m is- 

mas c o n d ic io n e s ,  re su sp e n d iê n d o se  d e f in i t iv a m e n te  en  e l  medio de in c u -  

b ac iô n  y a ju s tâ n d o s e  e l  numéro de c ê lu la s  e n t r e  0 ,5  y 1 x 10 c ê l u l a s /  

/m l. T ras l a  r e s u s p e n s iô n ,  l a s  c ê lu la s  e n tra n  en una fa s e  l a t e n t e  de 

t r a n s i e i ô n ,  en e l  caso  de que e l  medio de in c u b a c iô n  se a  e l  de c r e c i ­

m ien to  d e l  c u l t iv o .

30 ml de e s te  c u l t iv o  s e  in c u b a râ n  b a jo  a g i ta c iô n  m agnêtica  y  a  tem 

p e r a tu r a  c o n s ta n te  con H-DNA de c a r a c t e r l s t i c a s  co n o c id as  ( d i s t r i b u ­

c iô n  de tamaflos m o le c u la re s ,  c o n c e n tra c iô n , a c t iv id a d  e s p e c î f i c a ) ,  e s -  

tu d iê n d o se  l a  c a p tu ra  en fu n e iô n  de l a s  s ig u ie n te s  v a r ia b le s  expérim en­

t a l e s  :

3a )  ConcZJîtàactontà de H-DNA, con un tiem po f i j o  de in c u b a c iô n .

b )  C C n ttica  en dc^e^enteA  mzxUoà d e  tncubcuUân: m edios no n u t r i e n -  

t e s  - s o lu c io n e s  de L iC l, NaCl, KCl (y  NH^Cl, s ô lo  en E uglena g r ^  

c i l i s )  35 mM a  pH = 7 - ,  s o lu c io n e s  de NaCl de d i f e r e n te s  fu e rz a s  

iô n ic a s  ( s ô lo  en E uglena g r a c i l i s ) ,  m edios de c re c im ie n to  ( e l  de 

E uglena g r a c i l i s  a  pH 7) y  un medio d e f in id o  p a ra  Tetrahym ena p ^  

r i f o r m is  en p r e s e n c ia  de e f e c to r e s  m e ta b ô lic o s  (ATP, GTP). A si­

mismo s e  e s tu d iô  l a  in c o rp o ra c iô n  de un com plejo  DNA-Histonas de 

tim o  de t e r n e r a .

c )  CCnttcca a cUfeAent&6 tempCAotUAcU (E uglena g r a c i l i s  : NaCl 35 mM, 

Tetrahym ena p y r i fo rm is :  medio de c u l t iv o  co m p le to ) .

d ) Tamano molexuuloA d e l  ^H-DNA em pleado.

A d i f e r e n te s  tiem pos de in c u b a c iô n , s e  e x tra e n  p a r t e s  a l î c u o ta s  de 

0 ,5  m l o de 1 m l, p o r t r i p l i c a d o ,  y  s e  f i l t r a n  a  t r a v ê s  de membranas



M i.l îp o re  AAWP 0 2500,25  mm 0 ,  p o ro  m edio 0 ,8  y ) .  Las c ê lu la s  r e te n id a s  

s c o re  e l  f i l t r e  s e  la v a n  dos v eces  con 5 ml d e l  p ro p io  medio de in c ù b ^  

c iô n  f r l o  (0 -4 °C ). E l t e r c e r  lav ad o  s ô lo  a r r a s t r a  e l  0,6% de l a  rad iac^  

t i v id a d  r e te n id a  p o r  l a s  c ê lu la s  so b re  e l  f i l t r o .

En vlnXiid de e&te tKoXamtznto de tavadoà, 6e de^^e e t  PNA tCQodo a 
toà ciZ ald i, en zJt mexUo de tnaiboiUén que 6e amo aquet que
pe/umnece en iÂJUAo deôpuâô deZ 6Cjgando lavado.

Los f i l t r e s  s e  c o lo c a n  en v i a l e s  ap ro p ia d o s  y l a s  c ê lu la s  s e  l i s a n  

p o r e l  p ro c e d im ie n to  que se  d e s c r ib e  en I I . 5.  La r a d ia c t iv id a d  se  valA  

r a  p o r c e n te l l e o  l i q u id e  en un e sp e c trô m e tro  N uclear Chicago "U nilux  II'V

Las m o d if ic a c io n e s  o c a s io n a le s  a  e s t e  p ro c e d im ie n to , s e  d e t a l l a n  en 

e l  AplncUce. de e s t a  T e s is .

1 1 .4 .2 .  CORRECCIONES A LOS DATOS EN LAS EXPERIENCIAS DIRECTAS

P ara  com parar lo s  r e s u l ta d o s  de ex p érim en tes  en lo s  que se  hayan u t ^
3 6 ”l iz a d o  d i f e r e n te s  r e la c io n e s  yg H-DNA/lO c ê l u l a s ,  s e  ha c o n s id e ra d o

que l a  c a p tu ra  depende de la  p ro b a b il id a d  de choque e n t r e  l a s  c ê lu la s  

y e l  DNA, supon iêndose  que e l  m ovim iento de l a s  c ê lu la s  y  de l a s  m olê- 

c u la s  de DNA s e  p roduce a l  a z a r ,  lo  que dado e l  e lev ad o  nûmero de am­

b a s ,  debe c o n s t i t u i r  una buena a p ro x im a c iô n .
3Todas la s  in c o rp o ra c io n e s  s e  han r e f e r i d o  a  una r e la c iô n  yg  H-DNA/ 

/lO ^  c ê l u l a s ,  ig u a l  a  10 ( e s t e  e s  e l  caso  de l o s  d i f e r e n te s  experim en- 

to s  de in c o rp o ré e  iô n  que s e  han  u t i l i z a d o  p a ra  e l  e s tu d io  de l a  in f lu e n  

c i a  d e l  PM en l a  c a p tu r a ) .

1 1 .4 .3 .  EXPERIENCIAS CON PULSOS DE ^H-DNA DE UN NINUTO DE DURACION

En tu b o s  in d e p e n d ie n te s  s e  p re in c u b a n , po r t r i p l i c a d o ,  2 ml de l a s  

c ê lu la s  re c o g id a s  y  la v a d a s  como én I I . 4 . 1 . ,  con lo s  b io p o l îm e ro s :

a )  DNA de tim o de t e r n e r a .

b )  RNA de le v a d u ra  de a l t o  g rado  de p o l im e r iz a c iô n .

Asimismo se  ex perim en tô  con e l  p o lîm ero  s i n t ê t i c o :

c )  P o lig lu tâ m ic o  (P6) de PM = 48000 d a l to n s  (308 r e s id u e s ) .

(Los t r è s  s e  e n c u e n tra n  en s o lu c io n e s  de c o n c e n tra c iô n  ig u a l  a  l a g /  

/m l) .

A l cabo d e l  tiem po de p re in c u b a c iô n , s e  da un p u ls o  de  un m inu te  de



3
d u ra c iô n  con 0 ,2 -0 ,8  yg de H-DNA de c a r a c t e r l s t i c a s  c o n o c id a s . Cumpld

3
do e l  tiem po de re c e p c iô n  d e l  H-DNA (que se  f i j a  en 1 m in u te ) ,  s e  t o ­

man a l î c u o ta s  de 0 ,5  ml de la s  in c u b a c io n e s  in d iv id u s le s  ( t r è s  tu b o s  

p a ra  cada m edida de l a  in c o rp o ra c iô n  y s e  f i l t r a n  p o r se p a ra d o , s ig u iê i i  

dose  con lo s  f i l t r o s  e l  mismo p ro ced im ie n to  que en I I . 4 .1 .

Las v a r ia b le s  e x p é r im e n ta le s  e s tu d ia d a s  con e s t e  p ro c e d im ie n to  en 

ambos p ro to z o o s , fu e ro n :

a )  Tiempos d e  p re in c u h a c iô n  con DNA d e  tim o d e  t e r n e r a  a  c o n c e n tra t- 

c iô n  c o n s ta n te .

b ) Tiempos de p re in c u b a c iô n  con DNA de le v a d u ra  (d e  p o lim e r iz a c iô n  

e le v a d a ) ,  a  c o n c e n tra c iô n  c o n s ta n te .

c )  Tiempos de p re in c u b a c iô n  con P ô lig lu tâ m ic o , 308 r e s id u o s ,  (PM = 

s 4 7000), a  c o n c e n tra c iô n  c o n s ta n te .

d ) C o n cen trac io n es  d i f e r e n t e s  de DNA^de tim o  de t e r n e r a  en l a  p r e in ­

c u b a c iô n , a  tiem po f i j o .

e )  C o n cen trac io n es  d i f e r e n t e s  de RNA de le v a d u ra  en l a  p re in c u b a c iô n , 

a  tiem po f i j o .

f )  C o n cen trac io n es  d i f e r e n te s  de p o lig lu tâ m ic o  en l a  p re in c u b a c iô n  a 

tiem po  f i j o .

Ig u a lm en te  que en I I . 4 . 1 . ,  lo s  d e t a l l e s  de cada ejq>«?imento p a r t i c i i  

l a r ,  s e  r e la c io n a n  en e l  ApùicUcz.

I I . 4 .4 .  CORRECCIONES A LOS RESULTADOS DE LAS EXPERIENCIAS CON PULSOS 

DE 1* CON ^H-DNA

a )  A l ig u a l  que en lo s  experim en tos de in c o rp o ra c iô n  d i r e c t a ,  lo s
3 6r e s u l t a d o s  s e  c o r r ig e a  p a ra  una misma r e la c iô n  yg H-DNA/lO c ê l u la s .  

E l le  s e  debe a que se  o p e ra  con d i f e r e n te s  volûm enes de in c u b a c iô n  po r 

e f e c to  de l a  d i lu e iô n  in t ro d u c id a  a l  p re in c u b a r  con d i f e r e n te s  concen­

t r a c io n e s  de lo s  b io p o lîm e ro s  a n te s  c i t a d o s ,  que s e  en c u e n tra n  siem pre  

en  s o lu c io n e s  de 1 mg/ml de c o n c e n tra c iô n  de l a s  que s e  toman lo s  y l  

con v en ien tes»  en cada caso , p a ra  a lc a n z a r  l a  c o n c e n tra c iô n  d eseada  en l a  

p re in c u b a c iô n . E s te  f a c t o r  de d i l u c iô n ,  s e  ha c o n s id e ra d o  a partir de 
10 y l  de ex ceso  so b re  e l  volumen de Incubaciôn de referenda (2 ml, 
s a lv o  e x c e p c io n e s . V êase e l  Apêruicce).



b )  Del mismo modo, p o r e f e c to  de l a  d i lu c iô n  s e  ha de c o r r e g i r  e l  

numéro de c ê l u l a s ,  ya  que e l  nûmero de ê s t a s  f i l t r a d a s  d ism inuye con 

r e s p e c to  a l  nûmero de c ê lu la s /m l  d e l  c u l t iv o  de p a r t i d a ,  to d a  vez  que 

s e  toma e l  mismo volumen a l î c u o ta  p a ra  f i l t r a r l o  y  c o n ta r lo ,  y  en l a s  

c o n c e n tra c io n e s  s u p e r io r e s  hay ya  una d i lu c iô n  a p r e c ia b le .

1 1 ,4 .5 .  TRATAMIENTO ESTADISTICO DE DATOS

P ara  e l  e s tu d io  e s t a d î s t i c o  de lo s  r e s u l t a d o s  e x p é rim e n ta le s  s e  ha 

su p u e s to  que l a s  m edidas v e r i f i c a n  una d i s t r i b u c iô n  e s t a d î s t i c a  de pro^ 

b a b i l id a d  de S tu d e n t ,  d e f in id a  p o r  l a  fu n e iô n  S n ( t ) ,  ta b u la d a  p o r C ra­

mer (1 9 6 0 ). La fu n e iô n  S n ( t )  nos da l a  p ro b a b i l id a d  de e n c o n tra r  una 

c i e r t a  d e s v ia c iô n  a  l a  m edia y  es  l a  adecuada cuando , como en n u e s -  

t r o  c a s o ,  s ô lo  s e  d isp o n e  de un nûmero re d u c id o  de m ed idas.

En cada s i tu a c iô n  e x p e r im e n ta l,  s e  hacen  t r è s  m edidas de l a  r a d ia c ­

t iv id a d  in c o rp o ra d a  p o r l a  c ê l u l a .  E l vatoK  vQAjdauizAX)  ̂ s e  e s tim a  p o r 

l a  m edia a r i t m ê t i c a : ^

î  mi 
m = i -----

, 3

que s e  r e p r e s e n t s  s iem pre  como o rd en ad a , acompafiada de una b a r r a  acota^ 

da a  lo s  v a lo re s  de t  E , s ie n d o  E e l  WiOK exXe/ino db^oluXû p a r t i c u -Q C7
l a r  d e l  p u n to  que s e  t r a t e ,  d e f in id o  p o r l a  e x p rè s iô n

E = —
Æ

en donde N es  e l  nûmero de m ed id as , que como y a  s e  ha d ic h o  es ig u a l  a 

3 , y  G e s  l a  duv4A (U ân tXfUca, de l a  d i s t r i b u c iô n  d e f in id a  como:

3
(mi-m)2

a = \  ----------------- X t
N-1

donde t*  es  e l  p a râm etro  de S tu d e n t p a ra  dos g ra d o s  de l i b e r t a d  y  e l  

68% de c o n f ia n z a , o b te n id o  de l a  t a b l a  de Cram er p o r  in te r p o la c iô n  p a -  

r a b ô l i c a ,  r e s u l ta n d o  un v a lo r  de 1 ,3 1 6 2 .



I I , 4 .5 .1 .  C r i t e r i o  de Chauvenet

I l  c r i t e r i o  de Chauvenet puede e n u n c ia rs e  de acu e rd o  con W orthing y 

G e ttn e r  en lo s  tê rm in o s  s ig u ie n te s :  "Ninguna m edida puede s e r  d e se c h a -

da de una m u estra  e s t a d î s t i c a  de N m edidas (M^, Mg, .......... M^), s i

su  d e s v ia c iô n  ^  a  l a  m edia e s  t a l  que l a  p ro b a b il id a d  S n ( t )  de encon­

t r a r  una d e s v ia c iô n  mayor s e a  menor de 1 /2  N” .

-3

Oesviaciones 
(-t) a lo medio

-to - r
- 2.13 - 1.3162

Ar«o 6 8  %  (noriM l)

Area 68 %  (Stud«nt)

B  Arto « 1/2 N

♦ t*

Oesviaciones 
(♦t)o lo medio

♦ to
♦  1.3162 ♦ 2.13

Distribueibn d t  S t u d e n t____

Oietribucbn normol _____

Area entre berree 83 3 %

A s! p u e s ,  de acu e rd o  con C hauvenet, desecharem os a q u e l lo s  p u n to s  cu 

ya d e s v ia c iô n  ^  a  l a  m edia se a  s u p e r io r  a  una c i e r t a  t ^  t a l  que:

1 -  P ( t  < t  ) = 1 -  o

f t

- t

S n ( t ) d t  * ^ (A)

e l  nûmero de g rad o s de l i b e r t a d  de l a  d i s t r i b u c iô n ,  en n u e s tro  caS o , 

e s  ig u a l  a  2 . De l a  segunda iguald& d de à- ecu ac iô n  (A ).

f t

S n C t)d t =

- t



P ara  n = 2:

f t
o 5

S 2 ( t ) d t  = — = 0,833

' - t o
For lo  t a n t o ,  l a  p ro b a b i l id a d  de e n c o n tra r  un v a lo r  de t  > t ^ ,  s e r â  

1 -0 ,8 3 3  = 0 ,167 (16 ,7% ). E l v a lo r  de t ^  que s a t i s f a c e  e s t a  c o n d ic iô n , 

se  deduce p o r in te r p o la c iô n  p a ra b ô l ic a  en l a  t a b l a  de Cramer p a ra  un 

16,7% de p ro b a b il id a d  de e r r o r ,  r e s u l ta n d o  ig u a l  a  2 ,1 3 .

Hemos de c a l c u l a r  tam biên  e l  v a lo r  de t ' t a l  que

' f
S n ( t ) d t  = 0 ,6 8

- t*

es d e c i r ,  oJi que, K106 dcL confianza. ttpXccL, Como ya s e  d i j o  e l  v a lo r  de 

e s t e  p a râm etro  de S tu d e n t e s ,  p a ra  dos g rad o s  de l i b e r t a d  1 ,3162 .

Con e s te  v a lo r  podemos d é f i n i r  eJi Coe.^ÂjeJ,eyite. de, ChcuiveneX^ como 

C = t g / t '  = 1 ,6 2 , que no6 pem C U A d duda/i d e  t a  vaJUdez d ê  aquetta&  

teAjfuu cjuya d e^ v ta c iâ n  tC p te a  pon cen tu a t 6 e a  mayoK o ig u a l  a  1,62 vece& 

t a  d e iv ta c tS n  ttpJüua pofieen tu a l e i tù m d a :  como e i tu m c ié n  d e  t a  d u v i a  

c iô n  ttp ifu a  poxcentiLol d e  couda expenim ento, h e  ha tornado t a  m edia o A it  

môXJüoja de  todah lah  deh viacion eh  t ip ic a h  poJicentualeh d e  loh  puntoh  

Ite/uioh) d e l  expeAimento concxeto  que h e  eh td  a n a liza n d o .

T (mi-m)

X 100
T 1 m

En to d a s  l a s  t e m a s  de un experim en tô  dado en que s e  p ro d u zca  l a  s ^  

tu a c iô n  de que su  o p a r t i c u l a r  s e a  mayor que 1 ,62  a ^ ,  d e s e c h a r^ o s  aque^ 

l i a  m edida que mâs s e  d e sv ie  de l a  m ed ia , hecho lo  c u a l  h t  catcJulaAd 
una nueva m edia  con l a s  dos m edidas r e s t a n t e s ,  a s î  como su  ntieva deh^ 

via c iÔ n  t i p i c a  y  su  nuevo eAJioA extefuio a b h o ù ito ,  p a ra  su  r e p r é s e n ta -  

c iô n  g r â f i c a  ju n to  con l a  nueva m edia .



II.5. PROCEDIMIENTO PARA EL LISADO DE LAS CELULAS

I I . 5 .1 .  LISADO DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

La l i s i s  t o t a l  de l a s  c ê lu la s  es n e c e sa ^ ia  ta n to  en lo s  e s tu d io s  de 
3in c o rp o ra c iô n  de H-DNA, como en lo s  de la  d i s t r ib u c iô n  de tamafïos mo- 

le c u la r e s  d e l  H-DNA in c o rp o ra d o . En e l  p r im er  c a s o , p a ra  h a c e r  homogê^ 

neo e l  medio de c o n ta je  en e l  v i a l  de c e n te l l e o  l îq u id o  y en e l  seg u n -
3

do , p a ra  l i b e r a r  e l  H-DNA de lo s  com partim entos c e lu la r e s  que haya a ^  

canzado y h a c e r lo  a s e q u ib le  p a ra  è l  D EA E-celulosa cam b iad o r.

P ara  lo s  e s tu d io s  de in c o rp o ra c iô n , lo s  f i l t r o s  se  in tro d u c e n  en un 

v i a l  y s e  le s  afiade 1 ml de una s o lu c iô n  de l a u r i l - s u l f a t o  sô d ic o  0,2% 

EDTA 0 ,1  M, ClNa 0 ,1 4  M en e ta n o l  25%. En lo s  c a so s  en  que fu e ra n  a  

r e a l i z a r  s e  e s tu d io s  de l a  d is p e r s iô n  d e l  tamafio m o le c u la r , a  e s t a  s o lii  

c iô n  se  l e  a fiad ie ro n  100 y l  de una s o lu c iô n  1 mg/ml de DNA de tim o de
3

te r n e r a  f r l o .  Como c o n t r o l  d e l  H-DNA de p a r t i d a  s e  l i s a r o n  c ê lu la s  en
3

la s  mismas co n d ic io n e s  s in  in c u b a c iô n  p r e v ia  con H-DNA, afiad iêndose  

ê s te  p a ra  su  c ro m a to g ra f la  en c a n t id a d  v a r ia b le  (0 ,2  m g-1,5  g p o r  v i a l ) ,  

despuês de e f e c tu a r s e  l a  l i s i s  en id ê n t ic a s  c o n d ic io n e s  a  l a s  d e s c r i -  

t a s  a n te r io rm e n te .

I I . 5 .2 .  LISADO DE EUGLENA GRACILIS

E l mêtodo seg u id o  e s  una m o d if ic a c iô n  d e l  d e s c r i t o  p o r  P a re n t!  e t  

a l .  (1 9 6 9 ).

Como es s a b id o , Euglena g r a c i l i s ,  e s t é  p r o v is ta  de una p e l l c u l a  pro^ 

t e i c a ,  in t e r n a  a  l a  membrana p la sm â tic a ,q u e  p ro te g e  a  l a  c ê lu la  d e l  exc 

t e r i o r  hac ien d o  la s  v eces de e s q u e le to  c e l u l a r .  E s ta  p e c u l ia r id a d  hace  

que d ic h o  organism o no l i s e  p o r l a  s o la  a c c iô n  de d e te rg e n te s  i ô n i c o s , 

como e l  l a u r i l  s u l f a t o  s ô d ic o ,  in c lu s o  e s ta n d o  ê s t e  a  s a tu r a c iô n  y  a  l a  

te m p e ra tu ra  am b ia n te .

De e s te  modo, s e  u t i l i z a  un mêtodo de l i s i s  basado  en una d ig e s t iô n  

de la s  c ê l u l a s ,  20 m inu tes a  37°C, con enzim as p r o te ô l ic a s  en ClNa ' 

0 ,35  M (p ro n asa  o p ro te a s a  p a n c re â t ic a  2 m g/m l)que d e s tru y e n  l a  p e l lc u  

l a ,  en p re s e n c ia  de un d e te rg e n te  no iô n ic o  que d is u e lv e  l a  membrana 

c e l u la r  p e ro  no l a  n u c lq a r  (N on idet P40) 2%, v /v .  No o b s ta n te ,  p o r  s e r  

e l  medio fu e r te m e n te  h ip o tô n ic o ,  lo s  n û c le o s  l i s a n  tam b iên  aunque s ô lo  

en p a r t e .



A c o n tin u a c iô n  s e  afiade 1 ml de l a u r i l  s u l f a t o  sô d ic o  a l  0,2% en 

ClNa 0 ,1 4  M -  EDTA 0 ,1  M en e ta n o l  25% o b te n iê n d o se  un homogeneizado 

c e l u l a r  en e l  que s e  han  d e s t ru id o  y a  to d o s  lo s  o rg â n u lo s  e sp ace s  de 

a lb e r g a r  DNA.

E l tiem po de l i s i s  s e  f i j ô  en 2 m inu tes  a  p a r t i r  de l a  a d ic iô n  d e l  

l a u r i l  s u l f a t o  s ô d ic o .

Cuando se  p e rs ig u e  e l  e s tu d io  d e l  e s ta d o  m o le c u la r  d e l  DNA a so c ia d o  

a  l a s  c ê l u l a s ,  se  p ro céd é  de ig u a l  m anera p e ro  u t i l i z â n d o s e  l a  pAona&CL 

otitodigeAidcL  d u ra n te  50 m inutos a  65°C, 2-3 h o ra s  a  39°C y  18 h o ra s  a 

l a  te m p e ra tu ra  a m b ian te , afiad iêndose  150 yg de DNA de tim o de te r n e r a  

a n te s  de r e a l i z a r  l a  in c u b a c iô n  con enzim as p r o t e o l l t i c a s . Se r e a l i z ô  

un c o n t r o l  anâ logo  a l  em pleado en Tetrahym ena p y r i f o r m is : a n te s  de l a
3

p r o t e o l i s i s ,  s e  afiade 1 yg de H-DNA, s e  in cu b a  20 m inu tos a  37°C y  s e  

afiaden la s  c ê lu la s  no r a d i a c t i v a s  a d h e r id a s  a l  f i l t r o  y  l a  s o lu c iô n  de 

l i s a d o  c ro m a to g ra fiâ n d o se  p o r d u p lic a d o .

I I . 6 . CONTROL DEL TAMANO MOLECULAR DEL DNA INCORPORADO
Se usô e l  mêtodo d e s c r i t o  p o r D êv ila  (1 9 6 5 ), de c ro m a to g ra f la  d i s ­

c o n tin u a  c e n tr ifu g a d a  so b re  p u lp a  de D EA E-celulosa.

0 ,5  g (peso  se c o ) de D EA E-celulosa e q u i l ib r a d a  con " e lu y e n te  I I " ,  

s e  em paqueta en colum nas de c ro m a to g ra f la  e sp e c ia lm e n te  d ise f ia d a s , com 

p u e s ta s  de dos cuerpos s e p a r a b le s ;  l a  b a se  d e l  cuerpo  s u p e r io r  e s t â  

p e r fo ra d a  de m anera que p e rm ita  fâ c i lm e n te  e l  paso  de lo s  e lu y e n te s  

c ro m a to g râ f ic o s , p e ro  r e te n ie n d o  l a  c e lu lo s a  cam biadora que s e  apoya 

so b re  e l l a .

En e l  cuerpo  i n f e r i o r  ( a t o r n i l i a b l e  a l  s u p e r io r )  s e  reco g e n  lo s  elw  

y e n te s  t r a s  p a s a r  ê s to s  de form a d is c o n t in u a  y  s u c e s iv a  a  t r a v ê s  de 

a q u ê l la .  E s te  paso  s e  fu e rz a  p o r c e n t r i f u g a c iô n  suave (200 rpm) d u ran ­

t e  2 m in u to s . *

0 ,5  ml de l i s a d o  s e  afiaden a  juna columna e q u i l ib r a d a  con 5 c . c .  de 

" e lu y e n te  I I "  ( e l  l i s a d o  t o t a l  -1  ml? se  r e p a r t e  a s l  en dos co lum nas), 

afiad iêndose p o s te r io rm e n te  4 ,5  c . c .  de " e lu y e n te  I I " .  T ras e l  c e n t r i f i i  

gado y  re c o g id a  de l a  f r a c c iô n  c o r r e s p o n d ie n te , l a  columna s e  la v a  con 

10 C4C. de  e lu y e n te  I I  de nuevo , çom putândose e s t a s  dos p rim e ra s  como 
" F ra c c iô n  no r e te n id a "  (NR). S ecu en c ia lm en te  se  afiaden y  reco g e n  los 
siguientes eluyentes (10 ml/fracciôn), que arrastran sucesivamemte mo-



lé c u la s  de mayor tamafio. E l p eso  m o le c u la r  de cada f r a c c iô n  fu e  e s tim a  

do p o r D â v ila , C h a rle s  y Ledoux (1965) m ed ian te  l a  d e te rm in a c iô n  de 

la s  v is c o s id a d e s  de cada e lu id o .  M ingot y  D âv ila  (1974) han re v is a d o  

lo s  v a lo re s  de lo s  pesos  m o le c u la re s  de l a s  f r a c c io n e s  m ed ian te  u l t r a -  

c e n t r i f u g a c iô n  y  v is c o s im e tr ia .

La composic iô n  de cada e lu y e n te  y  e l  tamafio m o le c u la r  de  l a  f r a c ­

c iô n  de DNA p o r  e l l e s  l ib e r a d a s  de l a  co lum na, s e  d e t a l l e  en l a  s ig u ie n  

te  t a b l a :

E luyen te Composic iô n Tcunaf.o m o lecu la r

I I PO^H" 0,01M, NaCl 0,14M (pH 7) N u c le ô tId o s , o l ig o n u c le ô t id o s

I I I PO^H" 0,01M, NaCl 0,50M (pH 7) O lig o n u c le ô tid o s  h a s ta  1 x 10^

IV PO^H’  0,01M, NaCl 1 M (pH 7) 1 X 10^ d a l to n s

V 2 M NaCl, NĤ OH 0 ,2  H 3 X 10^ d a l to n s

VI 2 M NaCl, NĤ OH 0 ,4  M
7

10 d a l to n s

VII 2 M NaCl, NĤ OH 1 H 2 X 10^ d a l to n s

V III NaOH 1 M
H

5 X 10 d a l to n s

E l c o n ta je  de l a  r a d ia c t iv id a d  de cada f r a c c iô n  s e  l l e v ô  a  cabo  p o r 

c e n te l l e o  l î q u id o ,  a fiad iêndose  a l î c u o ta s  de 2 c . c .  a  15 c . c .  d e l  l î q u ^  

do de c o n ta je  d e s c r i t o  ( 1 1 .7 ) .

Los r e s u l ta d o s  de l a s  c ro m a to g ra f îa s  s e  ex p resan  en ta n to  p o r  c ie n -  

t o  de l a s  d e s in te g ra c io n e s  p o r m inu te  de la s  A racc iones p o lim e r iz a d a s  

( I I I - V I I I ) .  La d e te rm in a c iô n  de l a  e f i c i e n c i a  d e l  c o n ta je  de cada fraç^ 

c iô n  (que p o s i b i l i t a  e l  c â lc u lo  de l a s  dpm a  p a r t i r  d e l  nûmero de cuein 

t a s  p o r m inu te  r e g i s t r a d o  en e l  c o n ta d o r)  s e  e fe c tu ô  p o r e l  mêtodo de 

e s ta n d a r  in te r n e  d e s c r i t o  en I I . 8 . Los v a lo re s  b a l la d e s  suponen l a  me­

d ia  de dos colum nas.

Se e s tu d iô  p o r ig u a l  mêtodo l a  d i s t r i b u c iô n  de tamafios m o le c u la re s
3

d e l  H-DNA no cap tad o  p o r l a  c ê lu la  ( la v a d o  s o lu c iô n  s a l i n a ) ,  o l i b e r a  

do p o r l a  a c c iô n  de lav ad o s  a d ic io n a le s  de  l a s  c ê lu la s  so b re  e l  f i l t r o  

con â c id o  io d o a c ê tic o  0 ,08  M. A lîc u o ta s  de 1 y  2 c . c .  re s p e c tiv a m e n te  

a e  u sa ro n  p a ra  c a rg a r  en id ê n t i c a  m anera l a s  colum nas de D EA E-celulosa.



E l pe&o motecjuJüVi pAomexUo en peho d e l  DNA, s e  e s tim a  sumando lo s

p rc d u c to s  de l a  f r a c c iô n  m olar de cada tamafio m o le c u la r  y  d iv id ie n d o

e l  r e s u l ta d o  p o r e l  peso  m o le c u la r  d e term inado  p a ra  e sa  f r a c c iô n

= ^ x i/M i, de term inado  p o r M ingot y  D âv ila  (1974)
P 3

E l nûmero de m o lêcu las  que cada f r a c c iô n  (de 1 gramo de H-DNA) tie_

n e , se  c a lc u la  p o r  l a  fô rm ula

[N° m o lêcu las! _ x i  „
; g  DNÂ J j  -  ÜT • " a

x i  = f r a c c iô n  m olar

MI = Peso m o le c u la r  de l a  f r a c c iô n  i - e l u id a

N  ̂ = Nûmero de Avogadro
3

(Vêase experim en tos de in f lu e n c ia  d e l  PM en l a  c a p tu ra  de H-DNA).

I I . 7 .  CESION DE PROTEINAS EN MEDIC NO NUTRIENTE (N a C l 0 ,0 3 5 M )I '

2 l i t r o s  de sendos c u l t i v e s  de Euglen=i g r a c i l i s  y Tetrahym ena p y r i -  

f o rm is , en f a s e  lo g a r î tm ic a  se  re c o g ie ro n  p o r c e n t r i f u g a c iô n  a  330 x g ,

10 m in u to s , se  la v a ro n  dos v eces  y  s e  re s u sp e n d ie ro n  en  medio no n u - 

t r i e n t e ,  a ju s tâ n d o s e  e l  nûmero de c ê lu la s  a  4 x  10^ p o r  c . c .  E l c u l t i ­

ve se  m an tiene  con a g i ta c iô n  m ecâhica ( In c u b a to r  -  S h ak er, N .B .) a  25° 

x g , f i l t r â n d o s e  e l  so b re n a d a n te  (M ill ip o re  0 .8 )  p a ra  e l im in a r  to d a  p o - 

s i b l e  c ê lu la .

La c a n t id a d  de p r o te în a s  s e  d e te rm in ô  segÛn e l  mêtodo de Lowry e t  

a l .  (1 9 5 1 ). A 1 c . c .  de m u estra  s e  afiaden 5 c . c .  de una so lu c iô n  r e c ie n  

tem en te  p re p a ra d a  y com puesta de 50 p a r te s  de NSgCOg a l  2% en NaOH 0,1N 

y 1 de CuSO^ a l  1% en t a r t r a t o  s ô d ic o -p o tâ s ic o  a l  0,5%. T ras a g i t a r  

b ie n ,  l a  r e a c c iô n  s e  d e ja  t r a n s c u r r i r  a  te m p e ra tu ra  am bian te  d u ra n te  

30 m in u to s , a l  cabo de lo s  c u a le s  se  afiaden , a g ita n d o  inm ediatam ente 

0 ,5  c . c .  de r é a c t iv e  de F o lin -C io c a l te a u  d i lu id o  (1 a  3) en H^O d . Se 

d e ja  en re p o se  40 m in u to s , de te rm in ân d o se  l a  a b so rb a n c ia  a 500 nm.

La c o n c e n tra c iô n  p r o te i c a  se  d é te rm in a  p o r in te r p o la c iô n  de lo s  v a ­

lo r e s  o b te n id o s  en g r â f i c a  p a trô n  ç o n s tru id a  en id ê n t ic a s  c o n d ic io n e s  

de r e a c c iô n ,  con c a n t id a d e s  (d e  0 ,1  a  1 mg/m l) de albûm ina b o y in a .



II.8. METODOS ISOTOPICOS
La d e te rm in a c iô n  de l a  r a d ia c t iv id a d  p r é s e n te  en l a s  m u e stra s  e n s a -  

y adas  se  r e a l i z ô  en un e sp e c trô m e tro  de c e n te l l e o  l iq u id e  U nilux  I I ,  

N uclea r C h icago , p r o v is to  de dos c a n a le s  de c o n ta je .  E l c â lc u lo  de l a s  

e f i c i e n c i a s  de c o n ta je  s e  r e a l i z ô  p o r e l  mêtodo de e s ta n d a r  i n t e r n e ,  

u sândose  en cada caso  agua t r i t i a d a  de a c t iv id a d  co n o c id a  como fu e n te  

r a d i a c t i v a .

Se em plearon v i a l e s  p r o v is to s  de ta p o n es  de p l â s t i c o s  con a ra n d e la  

\ q c i e r r e ,  co n ten ien d o  cada v i a l  15 c . c .  de l iq u id e  de c o n ta je .  La c o t  

p o s ic iô n  de ê s t e  es  l a  s ig u ie n te :

PPG ............................................................  7 ,0 0  g
POPOP   0 ,2 5  g

N a f t a l e n o   ................................. 60 ,00  g

Dioxano ...................................................  600 ,00  c . c .

E ta n o l abs ............................................  150 ,00  c . c .

E t i l e n g l i c o l  ........................................ 250 ,00  c . c .

f i l t r â n d o s e  e l  l i q u id e  a  t r a v ê s  de p a p e l  de f i l t r o .

I I . 8 .1 .  CONTAJE DE

I I . 8 .1 .1 .  D eterm inaciôn  d e l  e s p e c tro  de e n e rg ie s
3

Se a fiad ie ro n  2 c . c .  de H^O d e s t i l a d a  c o n ten ien d o  25 y l  de H^O 

(360 .000  dpm) a  un v i a l  de c o n ta je  con 15 c . c .  de l i q u id e  de c e n t e l l e o .  

E l e s p e c tro  de e n e rg ia  s e  d e te rm in ô  en dos c o n d ic io n e s  de a te n u a c iô n  

(AO s in  a te n u a c iô n  y BO), m id iêndose  in t e r v a le s  de d is c r im in a c iô n  0 .2  

u n id a d es  d u ra n te  40 segundos, E l an p leo  de a te n u a c iô n  (BO) t r a s l a d a  l a  

re g iô n  d e l  mâximo c o n ta je  a  zonas de b a ja  e n e r g ia ,  p e n e tran d o  en r e g i £  

nés de a l t o  ru id o  de fonde  d e l  a p a r a to .  E s ta  s i tu a c iô n  s e  re s u e Iv e  s u -  

p rim ien d o  l a  a te n u a c iô n  (AO) y tr a s la d a n d o  a s i  l a  re g iô n  d e l  mâximo 

c o n ta je  a  zonas de e n e rg ia  mâs a l t a .  P ara  e l  cômputo d e l  c o n ta je  s e  e H  

g iô  e l  l i m i t e  i n f e r i o r  de 0 .5 ,  suponiendo  l a s  cjmi d e s p re c ia d a s  p o r d e -  

b a jo  de e s t e  l i m i t e  e l  1% de l a s  to ta lm é ^ IE l l i m i t e  s u p e r io r  d e l  espM  

t r o  s e  e e ie c c io n a  en 8 ,5  p o r  encim a d e l  c u a l  no e x i s t e n  im p u lses  d e l  

is ô to p o  so b re  e l  r u id o  de  fo n d o .



E l e s p e c tro  s e  d iv id iô  en dos zo n as ; 0 ,5 -3 ,5  y 3 ,5 -8 ,5  r e g is t r â n d o -  

se  en e l .  C anal A d e l  a p a ra to  l a s  c u e n ta s  t o t a l e s  e l  e s p e c tro  ( 0 ,5 - 8 ,5 )  

y en  e l  C anal B la s  d e l  i n t e r v a lo  0 ,5 - 3 ,5 .  E l c o c ie n te  B/A e s  fu n e iô n  

d e l  "quench ing" p ro p o rc io n ad o  p o r jCada d is o lv e n te  y e x p re sa  una m agni- 

tu d  p ro p o rc io n a l  a la  e f i c i e n c i a  d e l  c o n t a j e .  E l c o n t r o l ,  p a ra  cada 

"quench ing" u sad o , de l a  r e la c iô n  B/A p e rm ite  d e t e c ta r  d e sv ia c iô n  de 

la  e f i c i e n c i a  d e l  c o n ta je  p o r c u a lq u ie r  e r r o r  e x p e rim e n ta l com etido .

En to d o s  lo s  caso s  en que h a b r îa n  de r e d u c i r s e  lo s  v a lo re s  en  cpm a  p £  

cogramos de H-DNA p o r c ê l u l a ,  se  in t ro d u je ro n  p a trô n e s  p a ra  e l  c â lc u ­

lo  e x a c to  de l a  e f i c i e n c i a ,  v a ria n d o  ê s t a  e n t r e  e l  2% y  e l  10%.

I I . 8 .1 .2 .  C â lcu lo  de l a  e f i c i e n c i a  de c o n ta je

A v i a l e s  con 15 c . c .  de l iq u id e  de c o n ta je  s e  a fiad ie ro n  2 c . c .  de

cada uno de lo s  d is o lv e n te s  em pleados en n u e s tr a s  e x p e r ie n c ia s  (e lu y e n

te s  de c ro m a to g ra f la  re c o g id o s  despuês de a t r a v e s a r  una columna p a t rô n ,

s o lu c io n e s  de lavado  d e l  f i l t r o  con c ê l u l a s ,  s o lu c io n e s  de l i s a d o  con
3c ê lu la s  y  f i l t r o ,  e t c )  y 25 y l  (450 .000  dpm) de H^O. En l a  s ig u ie n te  

t a b la  s e  ex p re san  l a s  e f i c i e n c i a s  de cada d i s o lv e n te ,  a s l  como l a  r e l a  

c iô n  B/A y e l  f a c t o r  de c o n v e rs iô n  cpm ^  dpm.

TABLA DE EFICIENCIAS

D iso lv e n te s E f ic ie n c ia B/A F a c to r  cpm ^  dpm

E lu y en te  I I 0 .071 0 .764 14,08

E lu y en te  I I I 0 .064 0.777 15 ,62

E lu y e n te  IV 0.059 0.788 16 .9 4

E lu y en te  V 0.053 0.797 18 .86

E lu y en te  VI 0.051 0.805 19 .60

E lu y en te  V II 0 .049 0.801 20 .40

E lu y en te  V III 0 .047 0 .800 2 1 ,27

N aCl, 70 mM 0.050 0 .799 20 ,27

T. P y r ifo rm is .  
S o l .  l i s a d o 5 -9 % (p a tro n e s )

E uglena g r a c i ­
l i s ,  idem 2-10% ( p a tr ô n e s )



II.9. METODOS AUT0RRADI06RAFIC0S

I I . S . l .  INCORPORACION DE ®H-DNA

500 ml de un c u l t iv o  de Tetrahym ena p y r ifo rm is  en f a s e  lo g a r î tm ic a ,  

se c e n t r i f u g a ro n  a  330 xg 10 m in u to s , re su sp e n d iê n d o se  l a s  c ê lu la s  en 

nedio de c u l t iv o  nuevo h a s ta  10^ c ê l u l a s /m l (18 ml de volumen t o t a l ) ,  

en dos matr a c e s  in d e p e n d ie n te s  de 25 m l, en donde s e  m an tu v ie ro n  con 

a g i ta c iô n  m a g n ê tic a . Las in c u b a c io n e s  con ^H-DNA s e  h ic ie r o n  en dos S£ 

tu a c io n e s  e x p é rim e n ta le s  d i s t i n t a s :

a )  En p re s e n c ia  de DNA de tim o de t e r n e r a ,  1 m in u to , en c o n c e n tra ­

c iô n  f i n a l  0 ,1  mg/ml (A d ic iôn  de 2 ml de una s o lu c iô n  1 mg/ml en 

NaCl 0 ,28  M).

b )  En a u se n c ia  de DNA de tim o de t e r n e r a .  En su  lu g a r  s e  a fiad ie ro n  

2 ml de NaCl 0 ,28  M.

En ambos c a s o s ,  a l  m inuto  de l a s  a d ic io n e s  c i t a d a s ,  s e  d io  un p u lso
3

con H-DNA de 1 m inuto  de d u ra c iô n , t r a n s c u r r id o  e l  c u a l  l a s  in c u b a c i£  

nes s e  f i j a r o n  inm ed iatam en te  en f r l o  (bafio de h ie lo  -  ClNa a  0 - l°C ) 

con una m ezcla de m e tano l -  a c ê t ic o  ( 3 : 1 ) ,  d u ra n te  m edia h o ra .

I I . 9 .2 .  PREPARACION Y REVLLADO DE LAS AUT -lI ADIOGRAFIAS

Las c ê lu la s  a s l  f i j a d a s ,  se  c e h t r i f u g a ro n  a  l a  misma te m p e ra tu ra  en 

una c e n t r i f u g a  SORVALL C -2 , r o t o r  SS-34. E l so b re n a d a n te  s e  desechô  y 

s e  p ro c e d iô  con l a s  c ê lu la s  a su  d e s h id r a ta c iô n ,  p o r l a  a c c iô n  s e  cuen- 

c i a l  de :

E ta n o l 40% (1 v e z )

E ta n o l 70% (2 v e c e s )

E ta n o l 90%

E ta n o l 96%

E ta n o l a b s o lu te  (2  v e c e s )

El tienne de pexnanencia en cada disoluclôn alcohôlioa fue de media 
hora. A continuaciôn, las cêlulas s e  trataron durante igual tiempo con



a lc o h o l ab so lu to -b e n c e n o  C l ; l )  y ,  p o s te r io rm e n te ,  con benceno , in c lu -  

yéndose en p a r a f in a  a  57°C d u ra n te  2 h o ra s  30 m in u to s . Las c ê lu la s  se  

sed im en ta ro n  p o r c e n t r i f u g a c iô n  a  ig u a l  ta n p e r a tu r a ,  y lo s  b lo q u es  se  

c o r ra ro n  con un m icrotom o R eich ert^W ien , a ju s tâ n d o s e  e l  g ro s o r  d e l  c o r  

t e  a 6 m ic ra s .

Los c o r te s  s e  e x te n d ie ro n  so b re  lâm inas p o r ta o b je to s  r e c u b ie r to s  de 

albûm ina g l i c e r in a d a ,  d e sp a ra f in â n d o se  con to lu e n o ,  y  se  la v a ro n  con 

â c id o  p e r c lô r ic o  5% en f r î o  d u ra n te  m edia h o ra  y con agua d u ra n te  una 

h o ra . A c o n tin u a c iô n , lo s  p o r ta o b je to s  se  re c u b r ie ro n  p o r inm ersiô n  de 

una capa de em ulsiôn  f o to g r â f i c a  " I l f o r d  L4" (a  20°C ), p ro ced ien d o  l a  

im p res iô n  en l a  o sc u r id a d  d u ra n te  un tiem po de e x p o s ic iô n  de 12 d îa s .

Se usô  re v e la d o r  Kodak D-19 ( râ p id o  de g rano  f in o )  d u ra n te  8 m inutos 

d e te n iê n d o se  e l  r e v e la d o  con d e te n e d o r  Kodak SB5A Cl5 seg u n d o s). Se 

empleô f i j a d o r  Kodak â c id o  (15 m in u to s ) ,  lav ân d o se  a  c o n tin u a c iô n  con 

agua 1 /2 -1  h o ra .  De cada una de la s  s i tu a c io n e s  e x p é rim e n ta le s  d e s c r i -  

t a s ,  se  s e p a ra ro n  c u a tro  p re p a ra c io n e s  p a ra  su  o b se rv a c iô n  m ic ro sc ô p i-  

ca d i r e c t a  y  e l  r e s t e  s e  som etiô  a  un p ro ced im ie n to  p re v io  de t i n c iô n  

que s e  d é t a i l s  en l a  s e c c iô n  s ig u ie n te .

I I . 9 .3 .  TINCION Y FOTOGRAFIA

Se empleô e l  mêtodo de F eu lg e n , perm aneciendo lo s  p o r ta o b je to s  t r a s  

e l  re v e la d o  a u to r r a d io g r â f ic o  en HCl IN a  ta n p e r a tu r a  am bian te  d u ra n te  

un m inuto  y  a  56°C d u ra n te  ocho m in u to s , lav ân d o se  abundantem ente con 

agua d e s t i l a d a  a n te s  de t e f i i r s e  con fu s c h in a  ( in c o lo r a )  d u ra n te  30 m i­

n u to s  .

La s o lu c iô n  de fu s c h in a  s e  p re p a rô  p rev iam en te  de l a  s ig u ie n te  man£

r a ;

Se d i s o lv ie r o n  2 g de fu s c h in a  en 200 c . c .  de agua d e s t i l a d a  c a l ie n  

t e ,  a fiad iêndose  a  c o n tin u a c iô n  20 c . c .  de HCl IN , d e jân d o se  h e r v i r  du­

r a n te  3 -4  m inu tos a n te s  de e n f r i a r  h a s ta  te m p e ra tu ra  am b ia n te . Se afla- 

d iô  en to n ces  1 g de m e ta b is u l f i tô  sô d ic o  a n h id ro ,  d e jân d o se  r e p o s a r  24 

h o ra s  en f r a s c o  t r a n s p a r e n te .  La s o lu c iô n  de fu s c h in a  se  d e c o lo rô  dos 

veces  con 1 y  0 ,5  g ,  r e s p e c tiv a m e n te  de carb ô n  a c t i v e ,  f i l t r â n d o s e  p o r 

p a p e l de f i l t r o  y  a ln acen ân d o se  h a s ta  su  uso  a  4°C en f r a s c o  to p a c io .

T ras  l a  t i n c iô n  con f u s c h in a ,  lo s  p o r ta o b je to s  s e  la v a ro n  con :

-  H^O d e s t i l a d a  (2  v e c e s ) .



-  S o lu c iô n  de m e ta b is u l f i i  , : ô d ic o  (1 g en 100 c .c *  de H^O de 1 

c . c .  HCl c o n c . ) .

-  HgO d e s t i l a d a .

Las c ê lu la s  se  c o n t r a s ta r o n  con v e rd e  lu z  (un  m in u to ) , la v a ro n  con 

e ta n o l  96% (2  v e c e s )  y e t a n o l  a b s o lu to ,  a c la râ n d o s e  con to lu e n o  a n te s  

de m ontar en bâlsam o d e l  Canadâ.

La o b se rv a c iô n  y f o to g r a f î a  de la s  p re p a ra c io n e s  s e  e fe c tu ô  a  100 x 

usândose  un m ic ro sc o p io  "N ikon" AFM-10, p r o v is to  de c o n t r o l  au to m âtico  

d e l  tiem po de e x p o s ic iô n . Se empleô p e l l c u l a  Kodak de 25 ASA.

Asim ism o, s e  f o to g r a f i a r o n  la s  p re p a ra c io n e s  s  in  t e f i i r  p a ra  c o n tro -  

l a r  l a  p r e s e n c ia  de p o s ib le s  a l t e r a c io n e s  d u ra n te  e l  p ro c e so  de t i n c iô n .



III. a. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN 

TETRAHYMENA PYRIFORMIS, CEPA W

III.a.i. INCORPORACION DIRECTA DEL ®H-DNA PRESENTE EN EL 
MEDIO DE INCUBACION POR CELULAS DE TETRAHYMENA PYRIFORMIS

Se han observado  voAMicÂjonu en ÙL cuantZa  de l a  in c o rp o ra c iô n  de 

DNA exôgeno, en dep en d en cia  de d i f e r e n te s  c o n d ic io n e s  e x p é r im e n ta le s  a  

l a s  que se  so m e tie ro n  lo s  c u l t i v o s .

D ichas s i tu a c io n e s  fu e ro n :

Â) R especto  d e l  e s ta d o  d e l  c u l t i v o ;  ex p erim en to s  c i n ê t i c o s .

1 . Vi^eAenteh mecUoh de incubaciôn, Medio n u t r i e n t s  ( id ô n t ic o  a l  

d e l  c re c im ie n to )  y m edios no n u t r i e n t e s  ( s o lu c io n e s  c a t iô n ic a s  

0 ,035  M).

2 . VifeAenteh tempeAoÙJJiah, en medio n u t r i e n t s .

3 . E£ecXoAeh m etabâ licoh  en un medio d e f in id o .  (ATP y  GTP).

B) R esp ec to  d e l  e s ta d o  d e l  DNA exôgeno.

1 . D ife re n te s  gfiadoh de politnefL izaciôn  (e x p e rim e n to s  c i n ê t i c o s ) .

32 . H-DNA form ando un com plejo con Hi&tona t o t a l  de tim o  de t e r n £  

r a .  '

3 . VHeAeniei concentAacXoneh de H-DNA (ex p e rim en tô  a  tiem po  de  

in c u b a c iô n  c o n s ta n te ) .

I I I . a . 1 .1 .  INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE ^H-DNA EN EL MEDIO DE INCU 

BACION NO NUTRIENTE

Se o b se rv a  un aumento l in e a l  (F ig .  1 ) ,  de  l a  in c o rp o ra c iô n ,  p a ra  c o £
3

o e n tra c io n e s  de H-DNA p r e s e n ts  en e l  medio com prendidas en  e l  i n t e r v a -
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FIGURA 1 . -  Influencia de la concentraciôn de H-DNA en su captura d irecta  del 
medic por cê lu la s  de Tetrahymena. Tiempo de incubaciôn: 10 minutos 

Medio no n u tr len te .
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FIGURA 2 . -  influencia  de la concentraciôn de H-ONA en su cap­
tura d irecta  del medio por cê lu la s  de Tetrahymena. 
Tiempo de Incubaciôn: 1$ minutos Csaturaclôn). Medio 
no n u tr ien te .
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FIGURA 3." Influencia de la concentraciôn de 
^H-DNA en su captura d irecta  del 
medio. Medio nutr iente .



lo  de 0 ,2 4  yg/m l a  24 y g /m l, u t i l i z â n d o s e  una c o n c e n tra c iô n  de c ê lu la s  

de aproxim adam ente 9 ,5  x 10^ y un tiem po de in c u b a c iô n  de 15 m in u to s . 

E s ta s  c ê lu la s  fu e ro n  re c o g id a s  en un e s ta d io  tem prano de su  cu rv a  n o r­

m al de c re c im ie n to , momento en que p re s e n ta n  xina d ^ ^ ^ b u cX â n  

CjOL d(L ĈdmÆKO<ô mayores que en c u a lq u ie r  o t r o  p u n to  de a q u e l la .  No hay 

pues c o n tra d ic ç iô n  a p a re n te  con lo s  d a to s  r e f e r i d o s  p o r  D îaz de Espada 

(1 972 , p âg . 5 9 ) , o b te n id o s  con o tr o  l o t e  de b io p o lîm e ro  y  d i f e r e n t e  nû­

mero de c ê lu la s  p o r m l, de un c u l t iv o  d i s t i n t o  (F ig .  2 ) .  La in c o rp o ra ­

c iô n  de DNA a T etrahym ena, debe e s t a r  r e la c io n a d a  - a l  menos en su  prime^ 

r a  e ta p a -  con e l  tcvmno m zdio  de  tcib cêÙLÙW, de modo que pueda as tab le^  

c e r s e  una p ro p o rc io n a lid a d  e n t r e  l a  s u p e r f i c i e  t o t a l  d e l  c u l t iv o  y  su
3

cap a c id ad  p a ra  s o c ia r  H-DNA.

Los d a to s  p p eced en tes  r e f e r i d o s ,  in d ic a b a n  una s a tu r a c iô n  d e l  p ro c e -
3

so  de in g e s t io n  d e l  H-DBA, que s e  e s t a b i l i z a b a  a  c o n c e n tra c io n e s  de 25 
3 6|jg H-DNA/IO c ê l u l a s ,  s i  e l  tiem po de in c u b a c iô n  e ra  de 15 m inu tos 

(F ig . 2 ) .

Un e f e c to  s im i la r  (D iaz de E spada, 1972, p âg . 61) s e  d e te c tô  en  e l  

m edio de c re c im ie n to  co m p le to , s i  b ie n  a p a re c ie ro n  d i f e r ^ n c ia s  cu a n tita ^  

t i v a s .  (F ig .  3 ) .

I I I . a . 1 .2 .  CINETICA DE CAPTURA DE ^H-DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES

Son n o ta b le s  l a s  (UiVL^ncMià en Ùi6 cU nètùuu  d e  captuAa  de DNA exô­

geno e x h ib id a s  p o r T. p y r ifo rm is  en m edios de in c u b ac iô n  c o n s t l tu id o s  

p o r s o lu c io n e s  de L iC l, NaCl y KCl' 0 ,035 M (F ig . 4 ) .

Li A,egiLÙi(U.on ^ântca en Tei/uihyinencL f u e  .u tu d ia d a  am p liam en te , mediaii 

t e  tê c n ic a s  de in te rc a m b io  i s o tô p ic o ,  p o r Dunham y C h ild  (1 9 6 1 ) , demos-  

tr â n d o s e  que T. p y r ifo rm is ,  cepa W, c re c id a  en p ro te o s a -p e p to n a  2% (co ­

mo l a  u t i l i z a d a  p o r n o s o tro s )  m an tiene  una a l t a  c o n c e n tra c iô n  p ro to p lâs^  

m ica de iô n  p o ta s io  y b a ja  de iô n  s o d io .  Los d a to s  de e s to s  a u to re s  r e -  

v e la n  una c o n c e n tra c iô n  de p o ta s io  en e l  i n t e r i o r ,  a l  menos s e i s  veces  

mayor que l a  en co n trad a  en e l  medio e x te rn o ,  s ie n d o  s ô lo  de un t e r c i o  

l a  misma r e l a c iô n  p a ra  e l  iô n  s o d io .  En un medio mâs d i l u id o ,  l a  r e l a ­

c iô n  i n t e r i o r /K^ e x t e r io r  a lc a n z a  c o ta s  s u p e r io r e s  a  100.

Cuando g raduaIm en te  s e  in c re m en ts  l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r i o r  de p o ta ­

s i o ,  h a s ta  un n iv e l  de 11 mM, s e  o b se rv a  que l a  c o n c e n tra c iô n  de p o ta ­

s i o  en  e l  i n t e r i o r  aum enta de form a a c e n tu a d a . E n tre  11 mM y  140 mM, e l
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mismo increm en to  se  m a n if ie s ta  con c a r â c te r  l i n e a l ,  a lc a n z â n d o se  r â p id a  

m ente e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i o  i n t e r i o r  ^  e x t e r i o r .  E l aumento

de p o ta s io  i n t e r i o r ,  no va a so c ia d o  con l a  c o r re s p o n d ie n te  p ê rd id a  de 

s o d io ,  s u g ir iê n d o se  que ambos io n e s  s ig u e n  modzZoà JÜfui(LpQJfidÂAJfit(L&, Oi 

CJJuoiYVto CL 6iL a  t r a v ê s  de l a  s u p e r f i c i e  de T etrahym ena.

La ae^pucôia de, T. pyaiiofvniLi, ce,pa (il, a  cam bios en l a  c o n c e n tra c iô n  

de iô n  s o d io ,  es  tam biên  d i f e r e n te  de l a  e x h ib id a  r e s p e c to  a l  p o ta s io :  

desde n iv e le s  e x te rn o s  5 mM, h a s ta  20 mM, e l  Na^ en e l  i n t e r i o r  se  man­

t i e n e  c o n s ta n te ,  dem ostrando l a  e x i s t e n c ia  de un mecanismo de e x tru s iô n  

p a ra  e l  s o d io . Por encim a de 20 mM en e l  m edio l a  c o n c e n tra c iô n  i n t e r i o r  

de so d io  aum enta l in e a lm e n te ,  s ie n d o  mayor e l  la p so  de tiem po n e c e s a r io  

p a ra  a lc a n z a r s e  e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i a  que en e l  caso  d e l  iô n  p o ta s io .

P o s te r io rm e n te , Andrus y G iese (1963) t r a s  comprobar lo s  d a to s  de 

Dunham y C h i ld ,  p u s ie ro n  de m a n if ie s to  que a g e n te s  in h ib id o re s  d e l  meta^ 

bo lism o o moçU^ZcacUone^ de l a i  pK opledadei d e  membAona (a n o x ia ,  â c id o  

io d o a c ê t ic o ,  a z id a  sô d ic a  y 2 ,4 - d i n i t r o f e n o l ) ,  p rovocaban  una p ê rd id a  

d e l  30-35% dp p o ta s io  i n t e r i o r ,  s i n  v a r ia c iô n  e f e c t iv a  en lo s  n iv e le s  

de s o d io ;  a s î  p u e s , m ie n tra s  e l  mecanismo c o n c e n tra d o r  de p o ta s io  resuJ^ 

ta b a  p e r ju d ip a d o , e l  p ro ceso  de s a l i d a  de so d io  quedaba s in  m o d if ic a r  

p o r e s to s  a g e n te s ,  concluyêndose l a  in d ep en d en c ia  de ambos fenômenos de 

t r a n s p o r t e .

A l a  v i s t a  de lo s  d a to s  de Dunham y C h ild  (1961) y  Andrus y G iese  

(1963) no son de e x tra f ia r  l a s  gAxufidei dHeAencM u c X n é tlc o i  e n c o n tra d a s  

p o r n o s o tr o s ,  p a ra  l a  c a p tu ra  (.AeeepcUiSn y  g a n a n d a  n e ta )  de H-DNA 

(F ig . 4 ) .  El im e tù n ie n to  e x p e d m e n ta l de  Tetnakymena a  mediae en lo 6  

gue à â lo  uno de  lo 6  c a t lo n e i e&ld p a e ie n te ,  debe p ro d u ç ir  cam bios p ro -  

fundos en l a  f i s i o l o g î a  d e l  p ro to z o o , m a n ife s tâ n d o se  una c i n ê t i c a  de in  

c o rp o ra c iô n  de DNA ra d ic a lm e n te  d i f e r e n t e ,  t a l  vez p o r m o d if ic a rs e  cier^  

to s  s i s tem as in c o rp o ra d o s  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  l i g p d o s ,  d i r e c t a  o 

in d ir e c ta m e n te , a  lo s  s is te m a s  de t r a n s p o r te  re g u la d o rp s  d e l  e q u i l i b r i o  

iô n ic o .

Podenos d e s ta c a r  q u e , m ie n tra s  e l  p o ta s io  p rovoca pocas v a r ia c io n e s  

en  lo s  n iv e le s  c a p tu ra d o s , en p r e s e n c ia  de io n e s  so d io  e x c lu s iv a m e n te , 

a p a re c e  l a  c i n ê t i c a  re se ü a d a  p o r D îaz de Espada (1972 , p âg . 5 2 ) ,  encon­

t r a d a  cuando l a  in c u b a c iô n  s e  r e a l i z a  en un m edio de c re c im ie n to  com ply 

t o  (p ro te o s a  p e p to n a , b a c to  t r i p to n a  y s a le s  m in é r a le s ) en  e l  que ambos 

io n e s  deben e s t a r  en n iv e le s  so b re  abu n d an te s  (F ig . 5 ) .
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E l fenômeno de d escen so  en l a  in c o rp o ra c iô n  con e l  tiem po no o c u rre  

en c ê lu la s  de o t r a s  p ro c e d e n c ia s  CDubnau y C i r ig l i a n o ,  1972: R obins y 

T a y lo r ,  1968; Regan y V o lk in , 1 9 7 3 ), donde se  d e s c r ib e n  c i n ê t i c a s  de 

c a p tu ra  l i n e a l e s  y  a s c e n d a n te s .

En aa&enoLCL de. /x>ne6 6odLCo C incubaciones en KCl y L iC l, no se  d é te c ­

t a  e l  fenômeno de c a p tu ra  r â p id a - c e s iô n  g r a d u a i ,  d e f in id o ,  en dos f a s e s
3

s u c e s iv a s ,  p o r  un a l t o  n iv e l  de  H-DNA u n id o  a  Tetrahym ena en tiem pos 

de in c u b a c iô n  muy c o r to s  (1* 15**-1*30” ) seg u id o  de un le n to  p ro c e so  de 

l i b e r a c l ô n ,  p o s ib le m e n te  en lo s  dos s e n t id o s  e n d o c i tô t lc o  y h a c ia  e l  mê  

d io  e x t e r i o r .

E s te  fenôm eno, s in  em bargo, a p a re c e  s iem pre  que pueda so sp e c h a rse  

ta. pA.e^encia. deZ tâ n  hodJüû en e l  medio e x te rn o ;  dada l a  e s c a sa  m agni- 

tu d  d e l  tiem po  de in c u b a c iô n  a  l a  que e s t a s  d i f e r e n c ia s  se  o b se rv a n , 

cabe a t r i b u i r  e s t a  a c c iô n  d e l  io n  so d io  a  e.{ ê.oXoh pfiodiicLdoà ejfi 

ta. 6u.peA.^tcu.e. C.eJUitaA., de modo que una c o n c e n tra c iô n  e x t e r io r  de s o d io ,  

en e l  i n t e r v a lo  m il im o la r ,  puede h a c e r  a  a q u e l la  mâs e l e c t r o p o s i t i v a  p o r
3

e fe c to  de su  i n t e r i o r i z a c i ô n .  En e s t a  s i t u a c iô n ,  e l  H-DNA s é r i a  f u e r t ^

m ente a t r a ld o  y r e te n id o  (tiem p o s  c o r t o s ) .  P ero  a  cau sa  de l a  p re s e n c ia  
3d e l  H-DNA como p o l ia n iô n  en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r , s e  e s t a b l e c e r i a  una 

s i tu a c iô n  d i f e r e n t e  en e l  e q u i l i b r i o  o sm ô tic o , con s a l i d a  m asiva de io -  

nes p o s i t i v e s  (a  l a  que s e  su p e rp o n d r ia  l a  p rovocada p o r  e l  norm al meca 

nismo de e x t ru s iô n  de Dunham y C h i ld ) ;  e s t a  r e e s t r u c tu r a c iô n  de l a s  con 

c e n tra c io n e s  iô n ic a s  d e l  i n t e r i o r  y  e x t e r io r  de l a  c ê l u l a ,  d e te rm in e r i a  

l a  c e s iô n  a b fu p ta  d e l  H-DNA a d h e r id o , o b se rv ad a  e n t r e  tiem pos de 2 y 

15-20 m in u te ? . En apoyo de e s t a  id e a  se  en c u e n tra n  lo s  d a te s  o b te n id o s  

p o r D laz de Espada (1972 , p âg . 53) r e v e la d o re s  de un aumejfVto ex p on en cta t 

de. ta. AaxUaxitCvtdad encontfuida. ejt e t  medio  a  ti@ npos s q p e r io r e s  a  2 m i­

n u te s  (F ig . 6 ) .  Un m écanism e de e s t e  t i p o ,  puede s e r  s q f i c i e n t e  p a ra  ex 

p l i c a r ,  a l  m enos, l a s  n o t e r i a s  d i f e r e n c ia s  de l a s  c i n ê t i c a s  de c a p tu ra  

e n c o n tra d a s  p a ra  lo s  d i s t i n t o s  c a t io n e s .

En p r e s e n ç ia  de p o ta s i o ,  s e  o b se rv a  un aum ento le n to  y  suave  de lo s  

n iv e le s  de H-DNA in c o rp o ra d o s  e n t r e  lo s  10 p rim ero s  m in u tes  ; a  p a r t i r  

de e s t e  tiem po  e l  d escen so  de l a  c a n t id a d  de H-DNA r e te n id o  p o r T e t r a ­

hymena no e s ,  en modo a lg u n o , p ro n u n c iad o  y  c o n tin û a  h a s t a  a lc a n z a r  lo s  

mismos n iv e le s  que en m edios NaCl y L iC l, a  tiem pos mâ? la r g o s .  A sî p u e s , 

l a  p r e s e n c ia  d e l  DNA en l a  s u p e r f i c i e ,  no p rovoca  l a  s a l i d a  de io n e s  p £  

s i t i v o s  cuando en  e l  m edio s ô lo  hay K (o  L i ) ,  p o s ib le m e n te  a  c a u sa  de
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Ip s  dc^e/Leitte6 pAXJce>&06 d t  t/um&poAXe. a l  i n t e r i o r  de  Tetrahym ena que

guen e s to s  io n e s  en r e la c iô n  a l  Na*.

I l l . a . 1 . 2 .1 . In c o rp o ra c iô n  de un com plejo  DNA -  H is to n as  en medio no nu­

t r i e n t e ,  ClNa 35 mM

En l a  F ig u ra  7 s e  p r é s e n ta  e l  e s p e c tro  de a b s o rc iô n  N.U. d e l  com ple­

jo  o b te n id o  conform e s e  d e s c r ib iô  en l a  s e c c iô n  I I  de e s t a  T ë s is .  Tanto  

l a  b a ja  r e l a c iô n  mâximo/mînimo, como l a  s i tu a c iô n  de ambos p u n to s  s in g u  

l a r e s ,  abogan en fa v o r  de l a  bondad d e l  com ple jo .

La F ig u ra  8 m u e stra  que l a  in c o rp o ra c iô n  de e s t e  com plejo  e s  âd& iùc- 

CjCL en 6u exfOÙicXân tim poK ot cl l a  o b te n id a  en  c u a lq u ie r  e x p e r ie n c ia  r e a  

l i z a d a  con io n e s  so d io  p r é s e n te s  en  e l  m edio , produciÔ ndose e l  fenômeno 

de c a p tu ra  r â p id a - c e s iô n  g ra d u a i ya d e s c r i t o .

III.a .l.a .IN F L U E N C IA  DEL PESO MOLECULAR DEL ^H-DNA EXOGENO EN SU CAPTU­

RA; MEDIO NO NUTRIENTE ClNa, 35 mM

Los r e s u l ta d o s  c in ê t ic o s  son  lo s  mismos que lo s  a p a re c id o s  s ie n ç r e  

que e l  iô n  so d io  e s t â  p r e s e n ts  en e l  medio (F ig . 9 ) .

E l peAO tnote.cuXxVi pKamextCo en pe^o, s e  e s tim a  m ed ian te  c ro m a to g ra f ia  

en D EA E-celulosa (M ingot y D â v ila , 1974). Como queda e s c r i t o ,  s ô lo  a t r i  

buimos a  lo s  v a lo re s  d e l  PM  ̂ h a l la d o s  l a  c a te g o r îa  de

A nte l a  p o s ib le  e x i s t e n c ia  de unidade^ iuncXonaJtti Kejc,e.ptjoàüÀ d e l  

DNA en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  hemos de i n t e r p r e t e r  e s t e  hecho experim en 

t a l  u t i l i z a n d o  u n id ad es  m o lares  y  no m â s ic a s . E l DNA p o lim e r iz a d o , a r r £  

jô  un p eso  m o le c u la r  e s tim ad o  de unos 6 % 10^ d a l to n s ,  en ta n to  que e l  

de menor tamafio s ô lo  a lc a n z a b a  10 . S i l a  un iôn  DNA r e c e p to r ,  se  r e a l i -  

z a ra  en l a  form a "mol" a  "m o l" , l a  c a n t id a d  de ig  de DNA a so c ia d o  a  Te­

trahym ena d e b e r îa  s e r  aproxim adam ente s e i s  v eces  mayor que l a  de DNA no 

p o lim e riz a d o  a  tiem po e x p e r im e n ta l mlnimo (1 m in u to ) .  S in  em bargo, s ô lo  

a lc a n z a  un v a lo r  c e rc an o  a l  d o b le . E l lo  puede d e b e rse  a  doA KazoneA ^un 

damentcUmente.; en p rim e r lu g a r  una m o lêcu la  g ra n d e , podicîatbZoqueoA un 

numeA.0  de, Kecepto^e^ mayox que una m o lêcu la  pequefia. En segundo lu g a r ,  

ù i  (icjc.eMXJtUZidad a  lo s  p u n to s  de re c e p c iô n  de una m o lêcu la  g rande debe 

s e r  lô g icam e n te  menor aunque su  a f in id a d  - l a  suponemos de n a tu ra le z a  

e l e c t r o s t â t i c a -  s e a  mayor p o r s e r  mayor su  c a rg a . E s ta  û l t im a  p ro p ie d a d  

t e n d r l a  como co n se c u e n c ia  un re n d im ie n to  de in c o rp o ra c iô n  mayor en  e l
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caso  d e l  DNA p o lim e r iz a d o , como e fe c tiv a m e n te  su c e d e , aunque l a  r e l a c iô n  

m olar a s o c ia d a  se a  d e s fa v o ra b le  r e s p e c to  a  l a  que p r é s e n ta  e l  DNA de mê  

no r tamafio m o le c u la r . Tengase en cu en ta  que a l  t r a t a r s e  de una c o l e c t i -  

v id a d  h e te ro g ê n e a  de m o le ô u la s , e l  d a te  s i g n i f i c a t i v e  r e s p e c to  a  l a s  c ^  

r a c t e r i s t i c a s  de la s  m o lecu las  a s p c ia d a s , lo  va c o n s t i t u i r  e l  nidXMno nd 

me/LO de. moZécuùià de d e term inado  tamafio m o le c u la r , f r a c c iô n  qu e , 06 

dX^tÂXijamentQ., podrâ  a s o c ia r s e  mayor ndmero de v eces  a  p e s a r  de que su s  

com p etid o ras  tam biên  puedan h a c e r lo . E llo  e x p l ic a  que e l  nûmero medio 

de m o lecu las  u n id a s  a Tetrahym ena en tiem pos de 1 m inuto  (es tim ad o  a  p a r  

t i r  de lo s  d a to s )  s e a  re a lm e n te  mayor en e l  DNA de menor tamafio (a p ro x ^  

madamente en r e la c iô n  4 :1 ) .

Pero  adem as, puede o b s e rv a rs e  en l a  f ig u r a  9 , que l a  c e s iô n  de DNA 

a l  m edio , m edida p o r l a  pQjndlejnte. de. la. fLQ.cXa. quz une. loÂ tiem p06 ejnXJiz 

1 mùiuXo y  15 m ùuito6, es menor en e l  c aso  d e l  DNA no p o lim e riz a d o . Por
3

c ro m a to g ra f ia  en D EA E-celulosa, hemos observado  que ta n to  e l  H-DNA l i -  

b e rad o  a l  medio como e l  r e te n id o  p o r T etrahym ena, ap a re cen  degradados a  

tiem pos c o r re s p o n d ie n te s  a  e se  in t e r v a lo  ( I I I . 1 . 4 . ) .

E n to n c e s , e l  DNA p o lim e riz a d o  s e  " l i b e r a "  h a c ia  e l  medio con mayor 

r a p id e z ,  h a s ta  in c lu s o  a lc a n z a r  a  tiem pos m edios (70 m in u to s) e l  n iv e l ,  

en v g /c ê lu la ,  d e l  DNA m enor. E s te  d a to ,  debe te n e r s e  p ré s e n te  pues cons^ 

t i t u y e  un p r im e r  in d i c io  de que l a  l ib e r a c iô n  d e l  DNA s e  p roduce con una 

d e g ra d a c iô n  q im u ltâ n e a . E v id en tem en te , l a  p o s ib i l id a d  de d eg râd ac iô n  de

una m o lêcu la  g ra n d e , e s  mayor que l a  de una m o lêcu la  pequefia (y l a  c a n t^
3 ”dad de H-DNA l ib e r a d a  d eb e râ  s e r  mayor cuando s e  d eg rad e  una m o lêcu la

g ra n d e ) ,  e x p lic ê n d o se  a s î  e l  mâs acusado  d escen so  de l a  r a d ia c t iv id a d
3

r e te n id a  p o r Tetrahym ena cuando e l  H-DNA e ra  de mayor tamafio.

Hemos de a f ia d ir  que lo s  d a to s  de l a  in c o rp o ra c iô n  de DNA no p o lim e r^  

zado , no p u d ie ro n  s e r  e la b o ra d o s  con a r r e g lo  a l  tra ta m ^ e n to  e s t a d î s t i c o ,  

ya que p ro ced en  de v a lo r e s  û n ic o s  o b te n id o s  en in c u b a c io n e s  n o rm ales .

La t a b l a  e ig u ie n te  e x p re sa  l a  d is p e r s lô n  de lo s  tamafios m o le c u la re s
3

de lo s  H-DNA em pleados.



FRACCION (%)1 C%)2 PM
(daltons)

%(Moleculas}1
' i

%(Koléculas)2 |
1

::R + II 7,5 1.2 - -

1

III 48,7 10,9 10® 53,9 22,1 1
98,8 75,5 i

IV 40,6 25,4 10® 44,9 53,6 I

V 2,3 27,0 3 X 10® 18,3*

VI 0,3 25,9 10^ 0,1 5,1 1

VII 0,0 7,7 2 X 10^ - 0,7 1

VIII 0,0 0,9 5 X 10^ ' - 0,04

PH (peso) 10^ daltons 6 X 10® daltons

Puede a p r e c la r s e  l a  d i f e r e n c la  en m o lêcu la s  de p eso  m o le c u la r  menor 

o ig u a l  ( I I I  y IV) que 10^ d a l to n s ,  d a to  que p o d r la  d a r  c u e n ta  d e l  com- 

p o rta m ie n to  a lu d id o .

I I I . a . 1 .4 .  INCORPORACION DIRECTA DE ^H-DNA EN MEDIO DE CULTIVO COMPLETO

La c i n ê t i c a  de in c o rp o ra c iô n  de DNA p o r c ê lu la s  de Tetrahym ena en su  

medio de c u l t iv o  c o m p le te , p ré s e n ta  l a s  c a r a c t e r î s t i c a s  que se  m u estran  

en l a  f ig u r a  10 (idem  F ig . 5) (D iaz de E spada, 1972, p âg . 5 2 ).

E s te  e f e c to ,  observado  tam biên  cuando l a  in c u b a c iô n  s e  r e a l iz a b a  en 

p r e s e n c ia  de io n e s  s o d io ,  puede s e r  c o n secu e n c ia  de fenômenos capaces 

de a l t e r a r  l a  c a rg a  e l e c t r o s t â t i c a  de l a  s u p e r f i c i e  de T etrahym ena, p ro  

blem a que ya se  ha t r a t a d o  en l a  s e c c iô n  IV .1 .2  de e s t a  T e s i s ,  en r e l ^  

c iô n  con la s  v a r ia c io n e s  in d u c id a s  en e l  c o n te n id o  iô n ic o  de l a s  c ê lu ­

l a s  p o r l a  p re s e n c ia  en su  e x t e r io r  de m acro m o lêcu las , cap aces  de CÜA- 

e t  pa/LtCciilax e,quitibfU.o de. A.egtiiaxUjdn lâ n lc a  que debe p ro d u - 

c i r s e  en e s te  medio n u t r i e n t e .

I I I . a . 1 . 5 .  ESTADO MOLECULAR DEL ^H-DNA INCORPORADO Y LIBERADO AL MEDIO,

VARIABILIDAD CON EL t I eMPO.

I I I . a . 1 .5 .1 .  In cu b ac iô n  a  tiem pos c o r to s  
3

B t H-PWA captuAjodo y  KeXejuxiû poA. Ttùiahymena. en tiem pos  

7 fiOAÆ, p ré s e n ta  l a s  d is p e r s io n e s  de tamafios m o le c u la re s  que s e  expr<e
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S a n  e n  l a  F ig u ra  11 , d o n d e  se  comparan con e l  e s p e c tro  de tamafios d e l
3

H-DNA u t i l i z a d o  en l a  in c u b a c iô n .

E l DNA exôgeno in g e r id o ,  dejQHjOüiodo de iom o. A dplda y  O ie e le n te  

con e t  Hempo a  ^KUCcJüSn 11/ p re fe re n te m e n te  (10^ d a l to n s )  y o l ig o n u c le ^  

t i d o s  y n u c le ô tid o s  (NR, I I  y I I I ) .  Lu CLcCcvldod VHA~d&lccL. cn don u ctco t^  

HccL es mucho mâs acusada  a ti.&np06 ïïuy C0HXj06 [ î  mùiuXO'6} que l a  exo- 

n u c l e o l î t i c a ,  com portam iento  s im i la r  a l  d e s c r i t o  p o r Dubnau y C i r i g l i a ­

no en B. S u b t i l i s  (1972 , 1972a). Como mâximo, en e s te  in t e r v a lo  de tiem  

p o , s e  a lc a n z a  un monto de f r a c c io n e s  NR+II d e l  10% en una h o ra . E llo  

puede s i g n i f i c a r  una combin a c iô n  de l a  a c t iv id a d  e n d o n u c le â s ic a  e x te rn a  

con la  a c tu a c iô n  de la s  ex o n u c lea sa s  d e l  endosom a, que acceden  a l  DNA 

una vez tr a s p a s a d a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  l ib e râ n d o s e  a l  medio l a  rad ia le  

t i v id a d  ("no  r e te n id a "  en l a  columna de D EA E-celulosa) p o r e x o c i to s is  o 

perm aneciendo in te g ra d a  en e l  "p o o l"  c e l u l a r  de d e o x i r r ib o n u c le ô t id o s .

Por lo  que r e s p e c ta  a l  pA.c&ente en e i  mecUo dé IncubacUân,
tam biên  s e  d e te c ta n  m o d if ic a c io n e s  en su  taunafio a  tiem pos de in c u b ac iô n  

c o r t o s .
3

E l H-DNA se  reco g e  d e l  medio e x t r a c e lu l a r  f i l t r a n d o  l a  in c u b ac iô n  

-co n  lo  que se  le  p r iv a  de la s  c ê l u l a s -  y lavando  ê s ta s  so b re  e l  f i l t r o  

con 2 X 5 ml de ClNa 0 ,035 M, y â c id o  io d c -a c ê t ic o  0 ,08  M a pH 7 . Las

f ig u r a s  12 y 13 reco g en  lo s  d iagràm as de d is p e r s io n  de tamafios m o lêcu la
3 3r e s  d e l  H-DNA f i l t r a d o  y lavado  con ClNa 35 mM y d e l  H-DNA a r r a s t r a d o

p o r e l  â c id o  io d o a c ê t ic o ,  a 2 y 45 m in u to s , en ambos c a so s .

Se c o n c lu y e , que e l  DNA que haya e s ta d o  un H&npo ta n  coà to  con\o V  

en p r e s e n c ia  de c ê lu la s  de Tetrahym ena s u f r e  una a b ru p ta  dojQKodactôn a  

^acLCCtân II/. E l s ig n i f i c a d o  de e s t e  hecho en l a  c a p tu ra  d e l  H-DNA s e r â  

d is c u t id o  am pliam ente en la s  s e c c io n e s  s ig u ie n te s .  Por e l  mom$nto, hemos 

de r e s a l t a r  tam biên  e l  aum ento en e l  m edio de f r a c c io n e s  no p o l im e r iz a -  

das ( e x o n u c le o l i s i s ) ,  a l  d i l a t a r  e l  p e r io d o  de in c u b a c iô n .

I I I . a . 1 .6 .  INCORPORACION DE ^H-DNA EN UN MEDIO DE CULTIVO DEFINIDa,EFEC 

TOS DE ATP Y GTP

Las cêlulc^s s e  re c o g ie ro n  p o r c e n t r i f u g a c iô n  de un c u l t iv o  jo v e n , 

(330 g ,  5 m in u to s) y t r a s  un lav ad o  de 30 m inu tos en m edio no n u t r i e n te  

se  re s u sp e n d ie n ro n  en e l  medio mlnimo d e s c r i t o  p o r Cox e t  a l .  (1968)
5

h a s ta  una c o n c e n tra c iô n  de 6 x 10 c ê lu la s /m l .  Despuês d e  5 h o r a s ,  s e
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FIGURA 1 1 .-  Dispersion de tamafios moleculares 
del ^H-DNA retenido por Tetrahyme 
na en tiempos "cortos".
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FIGURA 1 2 .-  Disperslôn de tamaRos moleculares 
del ^H-DNA arrastrado por 2x5 ml 

de NaCI 35 mM ( - - • —) y por 2x5 ml 
de acldo lodoacetlco  0,08 M pH 7 
( — ) ,  a 2 minutos de Incuba-
c lon .
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FIGURA 13 .-  Dispersion de tamafios moleculares 

del ^H-DNA arrastrado por 2x5 ml 
de NaCl 35 M (— # - - )  y por 2x5 
ml de acido iodoacêtico  0,08  M, 

pH 7 I —0 — ) a 45 minutos de Î£  
cubacion.



^ a d l e r o n  a  t r è s  l o t e s  de 13 ml de d lch o  c u l t i v o ,  5 ml de ATP 5 mM, 5 ml 

de GTP 5 mM y 5 ml de H^O d e s t l l a d a  ra s p e c t iv a m e n te ,  u t i l i z a n d o s e  e s te  

û lt im o  c u l t iv o  como in c u b a c iô n  de c o n t r o l .

Los r e s u l t a d o s  que s e  e x p re sa n  g râ f ic a m e n te  en l a s  f ig u r a s  14 y  15 ,
3r e v e la n  un mayoK podtfi dcXÙJodoX doZ ATP so b re  l a  in c o rp o ra c iô n  de H- 

-DNA en e s te  medio d e f in id o .  Por o t r o  la d o  es  p r e c i s o  s e R a la r  que t t  

füJxf\o de, toi OLoXtJOXUjSYi eA 6tnitoA. eyi ambo6 CjCL606 , en co n trân d o se  e f e c to s  

e s tim u la d o re s  c o in c id e n te s  a  lo s  tiem pos 11 m inu tos y 105 m in u to s . A coii 

t in u a c iô n ,  s e  a d v ie r t e  q u e . ambos n u c le ô t id o s  e je r c e n  un e,£e,cXo negdtcVO 
- a  d i f e r e n te s  tie m p o s -  en ù i tnc.oxpomcUân d&t PMA a TeXAoJiymzm. E llo  

cabe s e r  in t e r p r e ta d o  como un ienâmeno ”d e  A.eaccc(fn” , que t i e n e  lu g a r  

despuês d e l  p o s ib le  in c re m en to  d e l  fenômeno e n d o c i tô t ic o .  E l p e r io d o  de 

tiem po d u ra n te  e l  c u a l  hay a c t iv a c iô n  a p r e c ia b le ,  e s  mayor p a ra  e l  ATP 

que p a ra  e l  GTP. E l c i ta d o  fenômeno de r e a c c iô n ,  s e  i n t e r p r é t a  a q u î co­

mo una d ism in u c iô n  en l a  c a p a c id a d  de a c tu a c iô n  de lo s  m écanism es endo- 

c i t ô t i c o s  una v ez  cum plida  su  fu n c iô n  e s tim u la d a . T anto  e l  p e r io d o  de 

tiem po que ta r d a  en m a n if e s ta r s e  l a  re a c c iô n  (mâs la rg o  en e l  ATP), co ­

mo l a  in te n s id a d  de ê s t a  (mayor en e l  GTP), in d ic a n  una s u p e r io r  e f e c t ^  

v id a d  d e l  ATP en l a  a c t iv a c iô n  de lo s  p ro c e so s  r e la c io n a d o s ,  a n iv e l  f i
g *”

s io lô g ic o ,  con l a  in c o rp o ra c iô n  de H-DNA. Asim ism o, e l  segundo mâximo 

(F ig . 1 5 ) ,  es  mâs a l t o  en p r e s e n c ia  de ATP, lo  que p o d r la  in d ic a r  una 

a c c iô n  p r e f e r  e n te  y  mâs f r u c t l f e r a  d e l  ATP en  lo s  meconC&inoé de. AepcMui- 

cXJSn y  b to6Z n te^ t6  de l a s  e s t r u c t u r a s  c e l u la r e s  e x te rn e s  u t i l i z a d a s  en 

l a  e n d o c i to s is  p re c e d e n te .

I I I . a . 1 .7 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION, EN LA INCORPORA­

CION DE ^H-DNA EXOGENO. (MEDIO NUTRIENTE)
3

Puede o b s e rv a rs e  en l a  f i g u r a  16 cŒoo lo s  n iv e le s  de H-DNA c a p tu r a -  

dos p o r  Tetrahym ena p y r i f o r m is , d ism inuyen b ruscam en te  cuando l a  tem pe­

r a  t u r a  de in c u b a c iô n  aum enta.

La in t e r p r e t a c i ô n ,  no e s  in m e d ia ta ,  dado que son  muy num erosos lo s  

p ro c e so s  a fe c ta d o s  p o r  l a  te m p e ra tu ra .  En e s t e  p u n to  de n u e s t r a  d is c u -  

s iô n ,  podemos r e c o r d a r  l a  s e n s ib i l i d a d  a  d ic h a  v a r ia b le  de l a s  biomem- 

b ra n a s  de Tetrahym ena e n c o n tra d a  p o r S peth  y W underlich  (1 9 7 3 ). S in  em­

b a rg o , dado que e l  tiem po  mlnimo experim en tado  o s c i l a  e n t r e  5 m inu tos 

(29* c e n t ig r a d e s )  y  10 m in u to s  (ex p erim en to  a  18° c e n t ig r a d e s ) ,  no p u e -
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de a t r î b u i r s e  a q u î e l  e f e c to  de l a  te m p e ra tu ra  a  un fenômeno e x c lu s iv a ­

m ente de membrana, p u e s to  que en e s te  tiem po de in c u b ac iô n  e l  H-DNA 

puede in t e r a c c io n a r  con o t r a s  e s t r u c tu r a s  c e l u l a r e s .

Los d a to s  de Andrus y G iese  (1963) dem uestran  una \)OJüjOJ(lüSïi cn to6 
iùijo6 Zndep&ndcente6 de, àocLw y pota^lo cuando TeZ^ahymem, 6e. 6omete. a 
cambÂXf6 de. tempeAaXuaa* En un m edio l i b r e  de s o d io ,  se  o b serv a  como, a l  

e n f r i a r  e l  medio l lq u id o  en donde c re c e n  la s  c ê l u l a s ,  e l  p o ta s io  inte*» 

r i o r  e s  ced id o  en un 30%; s i  l a  te m p e ra tu ra  s e  r e i n s t a l a  en su  n iv e l  

norm al p a ra  e l  c re c im ie n tp  (28-29°C ) e l  p o ta s io  l ib e r a d o  v u e lv e  a r e c u -  

p e r a r s e  h a s ta  lograupse e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i o  i n i c i a l .  S i e l  d escenso  

de te m p e ra tu ra  se  v e r i f i e s  en mê U.06 nwOu.ente6 io no nuùiiejfite^] que. 
contcenen 6ocUo, p e r s i s t e  l a  p ê rd id a  de p o ta s io  i n t e r i o r  aunque se  o r i ­

g in e  una goMancMi de 6odUo, ap aren tem en te  con un tAjon6poH.te ZndependCen 
t e  de ambo6 tones.

A sî p u e s , e l  estado it&totâgtjc.o-tânt.eo de Tetrahymena pyrtiormts ve 

a fe c ta d o  su  dinamismo fu n c io n a l  p o r v a r ia c io n e s  a m b ie n ta le s  de tem pera­

tu r a .  E l e s ta d o  iô n ic o ,  ev id e n te m e n te , va a  a f e c t a r  l a  p o la r id a d  de l a  

s u p e r f i c i e  c e l u l a r  de modo q u e , segûn n u e s tro s  d a to s ,  l a  re c e p c iô n  de 

p o l ia n io n e s  como e l  DNA r e s u l t a r î a  p e r ju d ic a d a  a l  aum entar l a  te m p era tu  

r a .  E l lo  c o r re s p o n d e r îa  a  una ganancta neta de sodto nuiyor. que ta  t tb e -  
ractân de potasto ocurrtda a t  en^rtar, segûn lo s  d a to s  de Andrus y G ie­

s e  (1 9 6 3 ).
3

In d is c u t ib le m e n te ,  e l  p ro ceso  de f i j a c i ô n  d e l  H-DNA a l a  e n v o ltu ra  

d e l  h u êsp ed , puede v e r s e  a fe c ta d o  tam biên  p o r m o d if ic a c io n e s  conform a- 

c io n a le s  o c u r r id a s  en e l  h ip o t ê t i c o  r e c e p to r  como c o n secu e n c ia  de l a  va 

r i a c iô n  de te m p e ra tu ra  (S p e th  y W underlich , 1973). Por e l  momento, debe^ 

mos c o n s id é re r  a l  receptor de PNA, en e l  s e n t id o  mâs am plio  p o s ib le ,  co 

mo una dtÂpo6tcJü5n de grupos atâmtcos, pertenexUentes a tas macromotécu 
tas su p erftc ta te s , cuya d tstrtbuctân  est£rtca  y energ^ttca (avorezca ta  
tn teracctân estab te  con e t  exdgeno. E sta  o rd e n a c iô n  t r id im e n s io ­

n a l ,  puede v e rs e  m o d ificad a  p o r  l a  te m p e ra tu ra . En t a l  c a s o , e l  p ro ceso  

g lo b a l  de in c o rp o ra c iô n  e n d o c i tô t ic a  v e n d r îa  l im ita d o  por ta  mayor dJH  ̂
cuttad de su primera etapa„ Los d a te s  de S la t e r  y  T reqo r (1962) y  P r u e t t  

(1965) ^ya r e f e r id o s  en l a  In tro d u c c iô n  de e s ta  T e s i s ) ,  r e l a t i v e s  a  l a  

v a r ia c iô n  con l a  te m p e ra tu ra  de l a  a c t iv id a d  d e l  r e c e p to r  s u p e r f i c i a l  

de o r to f o s f a to  en T etrahym ena, r e fu e rz a n  e s ta  p o s ib i l id a d  p a ra  e l  r e ­

c e p to r  de DNA. Una d is c u s iô n  a d i c io n a l  so b re  e s t a  p o s ib i l id a d ,  s e  h a l l a
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r â  en l a  s e c c iô n  I I I . 2 .3  de e s t a  T e s is .

E l a n â l i s i s  de lo s  d a to s  c in ê t ic o s  o b te n id o s  a  l a s  d i f e r e n te s  tem pe-
3r a tu r a s  de e x p e rim e n ta c iô n , r é v é la  que ta CdÀÂjÔYi at wqxUjo dot K - W A ,  

o c u r r id a  en e l  p e r io d o  de tiem po que a b a rc a  desde 10 a  35 m inu tos y  me­

d id a  p o r l a  p e n d ie n te  de l a  cu rv a  c i n ê t i c a ,  es  mayor a  29^ c e n t ig ra d e s

que a  0-4* y  18° c e n t ig r a d e s .  E s te  d a to ,  se  KoJioLCÂJûnaAÂ. CJOïi t t  t i ta d o  
2

mtejcjuta/L dot H-VhlA KeXejfUjdo poa T & tW i y m e w a .

I I I . a . 1 .8 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA DEGRADACION DEL DNA INCOR 

PORADO

Se r e a l i z a r o n  c ro m a to g ra f la s  d e l  DNA in c o rp o ra d o  p o r Tetrahym ena a  

d i f e r e n te s  te m p e ra tu re s  de in c u b a c iô n , 0-4°C y 29°C, s ie n d o  com parab les 

lo s  tiem pos de in c u b a c iô n  (70 m inu tos y  60 m inu tos r e s p e c t iv a m e n te ) .

Los r e s u l t a d o s  se  exponen en l a  t a b la  s ig u i e n t e ,  y  s e  ex p resan  g r â f i c a -  

m ente en l a  F ig u ra  17.

FRACCION
ELUIDA

QO i|OC(
70 m inu tos

29°C 
60 m inu tos

DNA
CONTROL

N R + II 0 0 0

I I I 0 ,5 1 ,2 0

IV 7 3 ,2  (± 7,3%) 8 7 ,0  (± 8,7%) 23 ,0

V 2 2 ,4 12 ,0 24 ,9

VI 3 ,5 0 3 0 ,0

V II 0 ,3 0 1 6 ,9

V III 0 ,1 0 5 ,2

Dado que a  l a  c ro m a to g ra f ia  de DNA en D EA E-celulosa puede a t r i b u l r s e  

l e  un 10% de e r r o r  en cada f r a c c iô n ,  no son re a lm e n te  p ig n i f i c a t i v a s  

l a s  d i f e r e n c ia s  e n c o n tra d a s  e n t r e  l a s  f r a c c io n e s  IV de ambas s i t u a c i o ­

nes e x p é r im e n ta le s . S in  em bargo, lo s  d a to s  g lo b a le s  ap u n tan  una mayoK 

de^AadaxiùSn de l a s  f r a c c io n e s  mâs p o lim e r iz a d a s  (V,VI y  V II)  cuando l a  

in c u b ac iô n  s e  r e a l i z a  a  tnayoa tempeAatuAa, En apoyo de e l l o  podemos afia 

d i r  que e l  tiem po de in c u b a c iô n  a  0-4°C (menor d e g ra d a c iô n )  e s  mayor que 

e l  «np leado  en  e l  ex perim en to  r e a l iz a d o  a  29°C.
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FIGURA 17." in fluencia  de la Temperatura de Incubaciôn en l a  d e -
3gradacîôn del HH)NA Incorporado por cé lu la s  de Tetra^ 

hymena. Tiempos "medios".
0-4*0, 70 minutos; — # —  29*0, 60 minutes.



Debemos o b s e rv e r  que a  tiem pos de 60-70 m in u to s , e l  p ro ceso  de l i b e ­

r a c iô n  d e l  DNA in c o rp o ra d o  ya  ha c e sa d o , (ex p erim en to s  de in c o rp o ra c iô n
3

d i r e c t a ) ,  perm aneciendo e s ta b i l i z a d o  e l  n iv e l  de H-DNA l ig a d o  a  T e t r a -  

hymena. En e s t e  tiem p o , e l  H-DNA ha te n id o  tiem po de a lc a n z a r  lo s  o rg £  

n u lo s  c e lu la r e s  im p lic ad o s  en p ro ceso s  d ig e s t iv o s ,  p o r lo  que no puede
3

a s o c ia r s e  l a  mayor c e s iô n  h a c ia  e l  medio d e l  H-DNA in c o rp o ra d o  (h ab id a  

a  29°C ), e.xcùiôZ.vamente. con l a  mayor d eg rad a c iô n  o c u r r id a  a  d ic h a  tem p^ 

r a t u r a .

A notem os, no o b s ta n te ,  q l  hecho de que VNA CL 29*C AC L ibvuL  md6 

que a  0-4°C y que asim ism o e l  DNA r e te n id o  p o r l a s  c e lu la s  

a p a re c e  con una mayoK dcynadajciôn a 29®C que a 0-4°C .

I I I . a . 2 .  CINETICA DE LA ASOCIACION DNA-TETRAHYMENA. 

PULSOS DE 1 MINUTO CON ^H-DNA

En la s  e x p e r ie n c ia s  de in c o rp o ra c iô n  d i r e c t a  r e a l iz a d a s  en p re s e n c ia

de io n e s  so d io  (y medio de c re c im ie n to  c o m p le te ) , se  puso de m a n if ie s to
3un s o rp re n d e n te  p ro ceso  de in c o rp o ra c iô n  rô p id a  d e l  H-DNA exôgeno a  

trah y m en a , con una p o s t e r i o r  c e s iô n  g ra d u a l d e l  b io p o lim e ro  c a p tu ra d o .

Sobre l a  h ip o t e s i s  de que en un tiem po e x p e rim e n ta l r e la t iv a m e n te  

c o r to  (no mayor de 1 m in u to ) , e l  DNA d e l  medio de in c u b a c iô n  s ô lo  puede 

a lc a n z a r  a  l a  e n v o l tu ra  c e l u l a r  in ic ia n d o  a  p a r t i r  de en to n ces  lo s  p ro ­

c e so s  de c i t o s i s ,  se  d isefiô  l a  tê c n ic a  de e s tu d io  que s e  d é t a i l s  en  l a  

s e c c iô n  I I . 4 .3 .  d e l  " M a te r ia l  y  H êtodos" de e s ta  T e s is .

M ediante OJutoKKOjiiijOQfiaiXa s e  ha p u e s to  de m a n if ie s to  que en t ia n p o s
3

de in c u b a c iô n  muy c o r to s  (1* ) l a  t o t a l i d a d  d e l  H-DNA se  e n c u e n tra  a s o ­

c ia d o  ex te rn am en te  a  Tetrahym ena. loA 6ZtuacXonc6 expC/umcntaZcA a  que 

s e  so m e tie ro n  l a s  c ê lu la s  fu e ro n  la s  s ig u ie n te s :

a )  PA,eXncalM(uJ5n, 1 m in u to , con 100 yg /m l de DNA de tim o  de te r n e r a
3

y  p u lso  con H-DNA* de 1 m in u to .
O

b )  P u lso  con H-DNA de 1 m in u to , A ijt pn,(Lincjubajci6n qon VNA iaXo»

En ambos ca so s  s e  r e a l i z a r o n  f o to g r a f i a s  de p re p a ra ç io n e s  tc n id a à

(F eu lg en ) y 6 in  te fu A ,  ev id e n c iâ n d o se  una menor ca rg a  r a d i a c t i v a  en l a s

p r im e ra s .  En e s t e  tiem po e x p e r im e n ta l de 1 m in u to , podemos c o n s id e ra r
3no s i g n i f i c a t i v e  l a  c a n t id a d  de H-DNA que p u d ie ra  h a b e r p e n e tra d o  a  l a s  

c ê lu la s  f r e n t e  a  l a  que s e  d e p o s i t s  en l a  s u p e r f i c i e  e x te rn a  de l a s  mia 

m as.

A c o n tin u a c iô n  s e  o f re c e n  a lg u n a s  de l a s  f o to g r a f i a s  o b te n id a s .



I I I . a . 2 .1 .  DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON DNA DE TIMO DE TERNE 

RA

3Puede o b se rv a rs e  (F ig ,  18) que l a  c a n tid a d  d e l  H-DNA de p u ls o  incor^ 

porado  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  en d i f e r e n te s  momentos d e l  p ro c e so  de iii 

te rcam b io  DNA (m ed io )^ -  DNA ( c e l u l a r ) ,  s ig u e  una cXa€XXjCCL diSCOnCC- 

nucL; e l  experim en to  se  r e a l i z e  a -tcmpeAÆtuAa conôtante.,
A tiem pos muy c o r to s ,  (tiem po  e x p e rim e n ta l minimo p o s ib le :  menor de

3
3 0 " ) ,  s in  p re in c u b a c io n  con DNA f r i o ,  e l  H-DNA d e l  m edio no t i e n e  t i ^  

po s u f i c i e n t e  p a ra  s a tu r a r \ e n  su  t o t a l i d a d  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  l i e  

gando s o lo  una c i e r t a  f r a c c iô n .  S in  em bargo, en 1 m inuto  t o t a l ,  (30 s e -  

gundos con DNA f r i o  y  30 segunsos de p u ls o ) ,  s e  r e g i s t r e  una mayor capa_
3

c id ad  de Tetrahym ena p a ra  r e c i b i r  a l  H-DNA afiad id o , a  p e s a r  de l a  com- 

p e te n c ia  (y l a  v e n ta j a )  que debe p r e s e n te r  e l  DNA de tim o  de p re in c u b a -

c iô n . E l lo  es  una p ru eb a  de que e.n e ^ tl etapa pA.zvta, e t  tiempo de. e.xpô
» » 3 3hi.Qjj6vi a t  H-VNA CA un ^actOA. dexitstvo; l a  a s o c ia c iô n  H-DNA-celula p r ^

s e n ta  una c i e r t a  i n e r c i a ,  c o n secu e n c ia  lô g ic a  d e l  g ra n  tamafio m o lecu la r 

de a q u e l .  D icha l e n t i t u d ,  se  pone de m a n if ie s to  p o r e s te  inc rem en to  de 

l a  c a p tu re  o bservada  a l  aum entar unos segundos e l  tiem po de p u ls o .

A p a r t i r  de e s te  momento y h a s ta  un tiem po t o t a l  de 4 m inu tos (3 mi­

n u to s  de p re in c u b a c iô n  con DNA f r i o  de tim o  de te r n e r a  y  1 m inu to  de 

p u ls o ) ,  se  a d v ie r te  una d ism in u c iô n  p ro g re s iv a  d e l  ^H-DNA A.exLibido p o r 

l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  duJuinte. e t  minuto de. duAa.ctân d e t put&Oi e l l o  in ­

d ic e ,  que e l  DNA de tim o  p re s e n te  en e l  m edio ( in c u b a c iô n  p r e v ia )  ha 
ÀÀO ocupando to6 puntoi iunctonatcs A.eccptoA.eJ> hasta atcanzoA. un n tv e t  
mâximo de. ^ ijaciân  en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ,  de modo que e l  nuevo H- 

-DNA p u e s to  en e l  m ed io , se  re c o g e  en menor c a n t id a d  que a  tiem pos de 

p re in c u b a c iô n  mâs c o r to s  en lo s  q u e , lô g ic a m e n te , no se  h a b r îa  colmado 

l a  cap ac id ad  de Tetrahym ena p a ra  ac o g e r e l  DNA d e l  m edio .

S in  em bargo, a p a r t i r  de e s t e  momento (4 m in u to s ) ,  l a  c a n t id a d  de 

H-DHA que Tetrahym ena puede a s o c ia r  en 1 m in u to , aumenta hasta hacense. 
pAâcticamente. constante., a tiem pos de in c u b a c iô n  p r e v ia ,  com prendisos 

e n t r e  10 y 60 m in u to s . E l lo  in d ic a  c la ra m e n te  que e l  DNA a so c ia d o  a  l a  

s u p e r f i c i e  SC tCbeJia d e jan d o  huecos p a ra  l a  r e c e p c iô n  d e l  H-DNA de pu^

3 0 .

La dcscAtpctân htstâaica de este ienâmeno puede h a c e rs e  con a r r e g lo  

a  lo s  s ig u ie n te s  p u n to s :



%

LAMINA I C e l u l a s  de Tetrahymena incubadas 1 minuto con H-DNA bacte-  

riano. F ijaciôn  inmediata. (Sin tratamiento de t in c io n ) .  
Comparese el enfoque su p erfic ia l  y e l profundo.
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LAMINA I I . -  Células de Tetrahymena preincubadas 1 minuto con DNA fr fo
3e incubadas î minuto con H-DNA. (Sin tratamiento de t in -  

c îô n ) .  Comparese de nuevo el enfoque su p er fic ia l  y el pr£ 
fundo.





LAMINA I I I . -  Células de Tetrahymena încubadas J minute con ^H-DNA y tePli- 
das ( f e u lg e n ) ,  a r r ib a .

Abajo, las c é lu la s  fueron preincubadas 1 minute con DNA fr fe ,
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FIGURA 18.* Asocîaclôn del ^H*DNA con la su p e r f ic ie  de Tetra­
hymena. Olferentes tiempos de preincubaclôn con 

DNA de timo de ternera. Pu Isos de 1 mlnuto .  Medio 
nu tr len te .



1) E l DNA d e l  medio s lg u e  una f a s e  de c/LC&ccn^C. a&ocÂjCLcXân con l a  sii 

p e r f i c i e  c e l u l a r ,  que d u ra  unos 3 6 4 m in u te s .

2) E s te  p ro ceso  de a s o c ia c iô n  es  CLCJUü/ntiZaX̂ vo •

3) A p a r t i r  de d ich o  tiem p o , l a  e n v o ltu ra  de Tetrahym ena Cwp^ezÆ cL
3ZUJbQAaÂ 2, dzZ. PMA re c o g id o  en l a  p re in c u b a c iô n , de m anera que e l  H-DNA 

de m edida se  puede in c o rp o re r  a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  en mayor c a n t id a d : 

ta. dtipontbiJtCdad de. punto6 fie.czpton.eJi aumznta,

4) A tiem pos s u p e r io r e s  a  10 m in u to s , se  e s ta b le c e  un zquttibnXo PMA 
{mzdU.o)'m̂ PMA icétuta.), de m anera que e l  nûmero de s i t i o s  - e s t a d l s -  

tic a m e n te  fu n c io n a le s -  se  m an tiene  c o n s ta n te .  Como se  v e râ  en l a  se c c iô n  

I I I . 2 .3 ,  e s t e  e q u i l i b r i o  e s  m o d if ic a b le  p o r l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r io r

de DNA.

5) E s te  p ro ceso  d e s c r i t o  de l ib e r a c iô n  d e l  DNA a d h e rid o  a  l a  membra­

n e , puedz cozxt&tÙL con un iznâmzno punamzntz zndoctXôttco , pues sa b e -  

mos que a  tiem pos la rg o s  ( s u p e r io r e s  a  una h o r a ) ,  cuando y a  ban podido 

te n e r  lu g a r  lo s  p ro ceso s  e n d o c i tô t i c o s ,  l a s  c é lu la s  co n se rv an  una c i e r -  

t a  c a n t id a d  de ^H-DNA.

I I I . a . 2 .2 .  ESTADO MOLECULAR DEL ^H-DNA INCORPORADO
3

Se r e a l i z a r o n  c ro m a to g ra f îa s  d e l  H-DNA in c o rp o ra d o  en  l a s  s ig u ie n -  

t e s  s i tu a c io n e s  e x p é r im e n ta le s :

1) Pn.ztncubactân de 2 ml de un c u l t i v e  1,5 x 10  ̂ c é lu la s /m l ,  con 200 
\ig PMA dz tùno, d u ra n te  1 m in u te , y putbo dz 1 nUnuto con ^H-DNA.

2) PfLZtncubactân con 50 ug/î nt dz PMA dz tùno, de o t r o  c u l t i v e  de 2 x
6 310 células/m l durante 15 minutos {/ put&o con H-PMA d t  J nUnuto, (El

3
g ra d e  de p o lim e r iz a c ié n  de e s t e  H-DNA, es  i n f e r i o r  a l  u t i l i z a d o  en  e l  

p rim e r e9q)erim ento).
3 *3) Puti06 dz 1 ïïUnuto y 15 nUnuto6, con H-DNA pfLZtncubactân con

DNA f r l o .

4) Pn.ztncubaclân 15 nùiuto^ con 50 ug/mt dz PMA dz tùno, y puJUo dz 
15 nUnut0 6  con Ĥ-PMA.

3
5) In cu b ac iô n  con H-DNA, d u ra n te  30 m in u to s .

6) ContXotZM de lo s  ^H-DNA em pleados.



Los r e s u l ta d o s  ap a re cen  resum idos en l a  s ig u ie n te  ta b la ,

% 15* DNA tim o 
1* ^H-DNA 1» ^H-DNA 15* DNA tim o 

15* ^H-DNA 15* ^H-DNA 30* ^H-DNA C o n tro l
^H-DNA

NR+II 0 ,5 0 ,5 0 ,6 0 ,7 4 ,8 0

I I I 3 ,4 4 ,3 10 ,4 14,5 15 ,3 0 ,3
IV 33,7* 36 ,7* 48 ,8* 49 ,6* 55,9* 17 ,8

V 31 ,5 3 0 ,4  , 18 ,2 15,3 14 ,2 18 ,2

VI 20 ,9 18 ,2 12,1 11 ,5 6 ,8 34,8*

V II 6 ,9 6 ,9 5 ,9 6 ,2 2 ,0 2 5 ,2

V III 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 tim o 
(200 g /m l)
1* 3h -dNA

C o n tro l ^H-DNA

NR+II 1 ,1  ' 0 ,8

I I I 10 ,3 1 ,8

IV 49 ,3 35,2

V 2 2 ,4 39 ,0

VI 6 ,4 7 ,3

VII 7 ,1 9 ,2

V III 3 ,2 6 ,7

100,0 100 ,0

En l a s  f ig u r a s  19 y 20 se  o b se rv a  que e l  contacta duAontZ un ttempo
COKto (7 mCnuto], e n t r e  c é lu la s  de Tetrahym ena y e l  DNA, pnovoca una dz
gfiadactân que s e  i n t e n s i f  ic a  a  m edida que aum enta e l  tiem po de i n t e r a c -  

3c lô n  e n t r e  e l  H-DNA y T etrahym ena.

La p re in c u b a c iô n  con DNA de tim o no p a re c e  te n e r  I n f lu e n c ia  a lg u n a  

en l a  d e g ra d a c iô n ; su  û n ic o  e f e c to  d e te c ta d o  fu e  l a  d ism in u c iô n  de r a -  

d ia c t iv id a d  que s e  in c o rp o ra b a  a  l a s  c é l u l a s .

A p^ofL dz ta  pfLZtncubactân r e a l i z a d a  con a l t a s  c o n c e n tra c io n e s  de
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FRACCION

F I G U R A  2 0 .-  Dispersion de tamafios mo)ecu lares del H-DNA rete;
n ido por Tetrahymena en 1 mi nuto de pu Iso despues 
de una preincubaciôn con una a lta  concentraciôn de 

DNA de timo de ternera (200 yg/m l). Medio nutrien-  
te .



DNA de tim o de te r n e r a  y  a  tiem pos de mdxima a d h e s iô n  a  l a  s u p e r f i c i e
3

de T etrahym ena, e l  H-DNA que a lc a n z a  a  l a s  c é lu la s  ^y que perm anece re^ 

te n id o  en e l l a s -  a p a re c e  degradado  en tiem pos de c o n ta c te s  ta n  c o r to s  

como 1 m inu to .

A dos m inu tos de in c u b a c iô n , sabemos que dZ. H-VfJA qud H.UtCL CJt dZ 
mddUo dd ZncnhacZôn y e l  que se  a r r a s t r a  p o r la v ad o s  con ClNa y a c id o  

io d o a c e t ic o ,  p^d&dnZa tombZùi una 6^nZiZcaZcva ddgoadacZân a an tZdmpo 
cxmpoAabZd dd 2 mZnuZô  de in c u b a c iô n  (D iaz  de E spada, 1972, p âg . 7 9 ) . 

D ichos d a to s  se  ban re p re s e n ta d o  en l a s  f ig u r a s  12 y 13 . Todos e s to s  

chos deben s e r  c o n s id e ra d o s  ju n to  a  lo s  que s e  exponen en I I I . a . 2 . 6 .

I I I . a . 2 . 3 .  INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN LA RECEPCION DE ^H-DNA

S i se  r e a l i z a  un experim en to  s im i la r  a l  I I I . a . 2 .1 ,  p e ro  vafuXLïido Za
tdmpdAatuAa dd paeXncubacZân, s e  o b se rv a  que a mdcUda qud isZa aumenZa,

3Ù16 po^ZbZZZdaddô dd adCdpcZdn dd H-VNA en p u lso s  de un m inuto  ( s u p e r ­

f i c i e  c e l u l a r ) ,  6on mdnoKdÂ en tiem pos c o r re s p o n d ie n te s  a  l a  "m ese ta"  

ob serv ad a  en e l  exp erim en to  a  te m p e ra tu ra  c o n s ta n te  (F ig .  2 1 ) . E s te  efec^ 

to  n e g a tiv o  de l a  te m p e ra tu ra  es  c r e c i e n t e ,  de modo que a  Z#*C, Za Æ60- 

cZacZôn VNA~àupdAiZcUd cdZuZax, d&Zd iudJUdmdntd ÂmpddZda, no ob^dAvdn- 
do6d vaAMLcXân con eZ Zldmpo,

E l experim en to  e x p l ic a  l a s  v a r ia c io n e s  o b se rv ad as  en l a s  e x p e r ie n ^  

c ia s  de in c o rp o ra c iô n  d i r e c t e ,  que pueden a t r i b u i r s e  ah o ra  a  l a  mayor 

dZiZcuZZad dd a&ocZacXân d e l  DNA con l a  e n v o l tu ra  de Tetrahym ena. BZ 
paocdào gZobaZ, dd ZncoaponacZân queda pues IMtUXado poK bZoqudo/Ud 4u 
pfUmdJua dZapa, l a  f a s e  de c o n ta c te  DNA-Tetrahymena. No o b s ta n te ,  queda 

aûn p o r e x p l ic a r  e l  d a to  de l a  mayor p e n d ie n te  d e l  p ro c e so  de l i b e r a -
3

c iô n  d e l  H-DNA o b se rv ad a  a  29°C.

I I I . a . 2 . 4 .  INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON RNA DE LEVADURA 

EN LA CAPTURA DE ^H-DNA

La p/LdZncubacZân con RNA de le v a d u ra  cwio b io p o lim e ro  a n iô n ic o ,  qui* 

m icam ente p a re c id o  a l  DNA, o f re c e  d a to s  c i n ê t i c o s  s im i l a r es co n c e p tu a l-  

m ente a  lo s  o b te n id o s  cuando l a  p re in c u b a c iô n  s e  r é a l i s a  en p r e s e n c ia  

de DNA.

Se ha p u e s to  de  m a n if ie s to  (F ig . 22) que Za VdZocidad dd ocupacZJSn 
p o r e l  RNA de lo s  p u n to s  cap aces  de r e c i b i r  DNA en l a  s u p e r f i c i e  de Te-



CPM xK)̂
23.5 24.5 25

*  TEMPERATURA 

255 2&5
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29*C

50 80

TIEMPO (MINS.)

FIGURA 2 1 .-  influencia  de la temperatura de preincubaciôn 

en la recepciôn, por la su p e r f ic ie  de Tetrah^ 

mena, de un puiso con ^H-DNA de 1 minuto de 
duraciôn. Medio n u tr ien te .
— *—  Temperatura var iab le  (23“27*C).

Temperature constante , a lta  (29^C).
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tra h y a e n a  (medida p o r l a s  d i f e r e n c ia s  en e l  DNA in c o rp o ra d o  d u ra n te  un 

m inuto  de p u ls o ) ,  66 m£.noA, que l a  v e lo c id a d  ob serv ad a  p a ra  e l  mismo pro^ 

c e s o , cuando s e  p re in c u b ab a  con DNA: m ie n tra s  que en e s t e  u lt im o  e l  mâ-
3

ximo de ocupac iôn  (minima r e c e p t iv id a d  d e l  H-DNA de p u ls o )  t i e n e  lu g a r  

a  un tiem po de 3-4  m in u to s , e l  mismo fenômeno ta r d a  en o c u r r i r  13-15 m^ 

n u to s ,  cuando e l  b io p o llm e ro  p r é s e n te  es  RNA.

Asimismo o c u rre  con e l  p ro ceso  de l ib e r a c iô n  de l a  membrana. En e l  

DNA l a  cap ac id ad  r e c e p t iv a  de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  p a ra  un DNA nuevo , 

quedaba e s t a b i l i z a d a  despuês de un p é r io d e  de aproxim adam ente 6-8 m inu­

te s  a p a r t i r  d e l  p un to  de mâxima o cu p ac iô n . E l mismo paso  toma mâs de 

20 m inutos cuando es  e l  RNA e l  b io p o llm e ro  a d h e r id o  a  l a  e n v o l tu ra .  No 

e s ta  probado que RNA y DNA se  a d h ie ra n  en lo s  mismos p u n to s  r e c e p to r e s .

Sin  em bargo, l a  in f lu e n c ia  d e l  RNA en l a  u l t e r i o r  re c e p c iô n  de DNA, es  

b ie n  p a te n te .

I I I . a . 2 .5 .  DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON UN POLIANION SINTET^ 

CO (POLIGLUTAMICO)

La p re in c u b a c iô n  con o t r o  p o s ib le  com petido r p o l ia n iô n ic o  p a ra  lo s  

r e c e p to r e s  de DNA, d io  lo s  r e s u l ta d o s  s ig u ie n te s  (F ig . 2 3 ) . No s e  ha o ^  

se rv ad o  n inguna p e c u l ia r id a d  c i n ê t i c a  en e l  e q u i l i b r i o  P o lig lu tâ m ic o  

un ido  p o lig lu tâ m ic o  l ib e r a d o .

Los d a to s  p a rec en  in d ic a r  una uniân  p/Loq/i66^UÆ d e l  p o lig lu tâ m ic o  con 

Tetrahym ena que o c a s io n a  un p a u la t in o  d escen so  en l a  in c o rp o ra c iô n  d e l
3

H-DNA a m edida que e l  tiem po de p re in c u b a c iô n  aum enta.

En tiem pos c o r to s  (1 m inuto  de p re in c u b a c iô n )  l a  cap ac id ad  r e c e p t iv a
3

de H-DNA es s ig n if ic a t iv a m e n te  mayor que a tiem pos inm ediatam ente su p ^  

r i o r e s .  Las p o s ib i l id a d e s  de c a p tu ra  a t ia n p o s  mâs la rg o s  que 3 m inu tos 

-y  h a s ta  lo s  70 m in u to s -  van descend iendo  g rad u a lm en te  y de form a su a v e .

Por o t ro  l a d o , ' a^X/uxiad que d&ruz^t/ui eJt poZjLQÙJitânUxLO p o r l a  en­

v o l tu r a  c e l u l a r  66 mcnoA, que l a  e x h ib id a  ^ o r  lo s  dos p o lia n io n e s  natura_ 

l e s .  A su  v e z , se  a d v ie r te  que e l  p ro ceso  de b lo q u ée  p ro s ig u e  len tam en - 

t e  s in  o b se rv a rs e  una l ib e r a c iô n  b ru sc a  de lo s  s i t i o s  ocupados. E specu- 

la t iv a m e n te ,  y en p a r t e ,  podemos r e la c io n a r  e s t e  p ro c e so  con una 6wdoc^ 

CûtLùcnucL desencadenada p o r e l  p o lig lu tâ m ic o  p r é s e n te  en e l  medio 

de p re in c u b a c iô n , que p ro v o c a r îa  l a  d e s a p a r ic iô n  p ro g re s iv a  de lo s  pun­

to s  fu n c io n a lm e n te  c u a l i f ic a d o s  como r e c e p to r e s  de p o l ia n io n e s .  Dada l a
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dÜJZA/iidid iÂ^^otâg^ca  de lo s  in d iv id u o s  d e l  c u l t i v o ,  e l  r e s u l ta d o  e s t ^  

d î s t i c o  s é r i a  una fu n c iô n  levem en te  d e scen d a n te  con e l  tiem p o , ya que 

cada c ê lu la  i n i c i a r i a  y  te rm in a r îa  su  c i c lo  e n d o c i tô t ic o  en momentos d ^  

f e r e n te s .  (E s ta  e s  una de la s  ra z o n e s  p o r l a s  que hemos esco g id o  e l  t i ^  

po de 5 m inu tos de p re in c u b a c iô n  p a ra  l a  s a tu r a c iô n  s e c u e n c ia l  con p o H  

g lu tâ m ic o . ( I I I . a . 2 . 7 ) .

I I I . a . 2 .6 .  ESTADO DEL ^H-DNA INCORPORADO

3Se r e a l i z a r o n  c ro m a to g ra f îa s  d e l  H-DNA a so c ia d o  en  un m inuto  de p u l  

so a  c é lu la s  p re in c u b a d a s  d u ra n te  10 m inu tos con c o n c e n tra c io n e s  a l t a s  

de RNA (200 pg /m l) y  P o lig lu tâ m ic o  (200 y g /m l) .  Los r e s u l ta d o s  e n c o n tre  

dos s e  reco g en  en l a  t a b l a  s ig u ie n te ;

FRACCION RNA (%) PG (%) CONTROL

NR + I I 0 .2 0 0 ,8

I I I 5 ,1 6 ,8 1 ,8

IV 71,5** (± 7) 51 ,0*  (± 5) 35 ,2*

V 17,9 21 ,6 39 ,0*

VI 4 ,3 3 ,0 7 ,3

V II 0 ,4 4 ,4 9 ,2

V III 0 ,5 5 ,2 6 ,7

9 9 ,9 100 ,0 100,0

(La c o n c e n tra c iô n  de c é lu la s  fu e  en to d o s  lo s  c a so s  de 1 ,5  x 10 /m l)  

En ambos c a so s  s e  o b serv a  que l a  d e g ra d a c iô n  a  f r a c c iô n  IV - d é t e c t a -  

da en l a  p re in c u b a c iô n  con DNA de tim o - s ig u e  e x i s t i e n d o .  R e s a l ta  l a  

f r a c c iô n  IV o b te n id a  en l a  p re in c u b a c iô n  con RNA, mayor in c lu s o  que l a  

a p a re c id a  en p re s e n c ia  de DNA. (D atos en I I I . a . 2 . 2 ) .

La f ig u r a  24 e x p re sa  g râ f ic a m e n te  lo s  r e s u l t a d o s .  La mayor d eg rad a ­

c iô n  provodada p o r l a  p re in c u b a c iô n  con RNA, nos s e r â  û t i l  en l a  i n t e r -  

p r e ta c iô n  de I I I . a . 2 .7 .
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FRACCION

FIGURA 2 4 . -  Dispersion de tamanos moleculares del ^H-DNA retenj^ 

do por Tetrahymer.a pyriformis durante un pulso de 1
*.:ir.uto O', du rac i on  en medio nutr iente .

 —  P r e irc j bac ion  10 minutos con RNA de leva^
dura (200 ug/ml) .
Prelr.cub^widn 10 n.ir.utos con PG (200 yg /  
/m l) .

Control H-DNA.



I I I . a . 2 . 7 .  SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES POLIANIONES

Se ban p re in c u b ad o  c é lu la s  de Tetrahym ena en p re s e n c ia  de clcjC/LCilteA 

COncent/LCicXonz& de lo s  b lo p o lîm e ro s  DNA de tim o de te r n e r a  (PM = 14x10^ 

d a l to n s ) ,  RNA de le v a d u ra  (de a l t a  p o l im e r iz a c iô n )  y e l  p o lia n io n  s i n t ^  

t i c o  P o lig lu tâ m ic o  (PG) (308 r e s id u o s ,  é q u iv a le n te  a  un PM 48000 d a l to n s )

En lo s  experim en to s  p a r t i c u l a r es con cada  una de e sa s  m acrom olêcu las , 

eZ te m p o  d z  pH.eÂ.ncaba(Uân AC mayituvo c o m ta n tz ,  e l ig ie n d o s e  e s t a  v a r i ^  

b le  con c r i t e r i o s  basados en e l  com portam iento  c i n ê t i c o ,  ex p resad o  mâs 

a r r i b a ,  de d ic h o s  b io p o lih ie ro s  a n io n ic o s .  Una v ez  t r a n s c u r r id o  ê s t e ,  se
3

da un p u lso  de 1 m inu to  con H-DNA m id iendose  la  in c o rp o ra c iô n  como se  

d e s c r ib e  en l a  s e c c iô n  I I  de e s t a  T e s is .  A s î ,  lo s  t r è s  c a so s  e s tu d ia d o s :

a )  V̂ zJuioxiboLoJUSvi con VSIA d z  tcm o; e l  tiem po e x p e rim e n ta l de c o n ta c te  

DNA < — ^  c é lu la s  fu e  de 20 m in u to s . En e s t e  in te rv a l©  de tiem po ya se  

ha a lcan zad o  l a  f a s e  en l a  que l a  c ap a c id ad  r e c e p t iv a  de l a  s u p e r f i c i e  

de Tetrahym ena (p u lso  de 1 m inu to ) perm anece c o n s ta n te .

b )  PA.eXncubacéân con P otcgù ttà incco , E l tiem po fu e  de 5 m inu tos p o r 

s e r  un tiem po mâs cômodo o p e ra tiv a m e n te , a  l a  vez  que o f r e c i a  l a s  in i s -  

mas c a r a c t e r i s t i c a s  de e s t a b i l i z a c iô n  en l a  c a p tu ra  ( e n d o c i to s is  c o n t i ­

nua en e s t e  c a s o ) .

c )  PKZÂncabcLciân con RUA d z  tzvaduAo,; s e  e sc o g iô  un tiem po de 10 m i­

n u to s .  En e s te  momento, l a  cu rv a  c i n é t i c a  m u estra  un mînimo en l a  r e c e ^
3

c iô n  d e l  H-DNA de p u ls o .  Dado que l a  e s t a b i l i z a c iô n  de l a  cap a c id ad  r ^  

c e p t iv a  es mâs p ro b le m â tic a  de d é f i n i r  que en e l  caso  d e l  DNA, hemos e £  

cog id o  e l  pun to  s in g u la r  a lu d id o .  Por o t r o  la d o ,  e l  mayor e f e c to  ( i n h i -  

b ic iô n ,  co m p e ten c ia , e t c . )  de l a  c r e c ie n te  c o n c e n tra c iô n  de RNA so b re
3

l a  in c o rp o ra c iô n  d e l  H-DNA p o d râ , lô g ic a m e n te , o b se ry a rs e  m e jo r , a l  

tiem po en que é s t a  se  e n c u e n tra  mâs im pedida p o r l a  p y e se n c ia  d e l  RKA, 

que desde  e l  medio de p re in c u b a c iô n , haya pod ido  a lc a n z a r  lo s  p u n to s  re^ 

c e p to re s  de l a  s u p e r f i c i e  de T etrahym ena.

I I I . a . 2 .7 .1 .  A n â l i s i s  de lo s  r e s u l ta d o s

D uran te  l a  p re in c u b a c iô n  s e  e s ta b le c e r â  un e q u i l i b r i o  de a s o c ia c iô n  

cuyo b a la n c e  de m a te r ia  p a ra  e l  DNA, RNA y PG, s e r â :

D = (1 -  d)D + dD ; R = (1 -  r)R  + rR  ; P = (1  -  p )P  + rP



D = C o n cen trac iô n  de DNA de tim o de t e r n e r a  en l a  p re in c u b a c iô n  ( v a r i a ­

b le  e x p e r im e n ta l) .

R = C o n cen trac iô n  de RNA.

P = C o n cen trac iô n  de P o lig lu tâ m ic o .

dD = F ra c c iô n  m o lar de DNA de tim o  u n id a  en l a  p re in c u b a c iô n  (rR  y pP 

p a ra  RNA y P o l ig lu tâ m ic o ) .

( l-d )D  = Idem, que perm anece en e l  medio de in c u b a c iô n .

3
Al afüadir e l  H-DNA de p u ls o ,  e l  e s ta d o  de e q u i l i b r i o  de l a s  concen­

t r a c io n e s  de DNA, p rev ia m en te  a lc a n z a d o  en l a  p re in c u b a c iô n , va a  m odi- 

d ic a r s e .

E l nuevo b a la n c e  de m a te r ia  p a ra  e l  DNA t o t a l  p r é s e n te  s e r â :

D* + dD + ( l-d )D  = d*D + ( l - d ') D  + wD* + Cl-w)D*

3
D* = C o n cen trac iô n  d e l  H-DNA de p u ls o .

wD* = F ra c c iô n  m o lar de H-DNA u n id a  despuês d e l  p u ls o ,

(l-w )D* = Idem que perm anece en e l  m edio.
d 'D  = F ra c c iô n  m olar de DNA de tim o  u n id a  d espuês d e l  p u ls o .  Su m o d if i-  

f i c a c iô n  s e  debe a  l a  e n tra d a  p e r tu rb a d o ra  de D*.

( 1 -d ' )D = Idem que perm anece en e l  m edio .

P ara  ambos p ro c e s o s ,  podemos e s c r i b i r  l a s  r e la c io n e s  e n t r e  biopollm e^
3

r o  u n id o /b io p o llm e ro  l i b r e ,  despuês de cum plido e l  p u lso  con H-DNA. 

jj . dD d 'D  + wD* d* + wD*/D
r  = ----------  ; p  =  =- ,-------------------

( l-d )D  ^ ( l - d ') D  + Cl-w)D* 1 ^ »  + (l-w )D */D

Llamando a  l a  p ro p o rc iô n  D*/D, a  D*/(RNA) y Ap a  D */(PG ), te n d re -  

mos r e s p e c t iv a m e n te :

D <*' + "^D R P P ' +«A p
' z  °  .  . . . .  ’ ^2 °  .  . . . .  * *‘2 “1 -d ' + (l-N)AQ “ 1 -r*  + (1 -«)Ar  1 - p ' + C l-«f)ip

A p a r t i r  d e l  d a to  o b te n id o  p o r c o n ta je ,  puede d e d u c irs e  e l  nûmero de
3 3g /c ê lu la  de H-DNA in c o rp o ra d o s . Como l a  c o n c e n tra c iô n  de H-DNA y  p o r

su p u e s to  e l  nûmero de c é l u l a s ,  son  m agn itudes c o n o c id a s , p o d râ  c a l c u la r

s e  tam bién  e l  nûmero de  v g /c ê lu la s  de ^H-DNA p u e s to s  en  e l  p u ls o ,  y  de
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a q u î e l  ^  de in c o rp o ra c iô n  h ab id a  en cada s i tu a c iô n  e x p e r im e n ta l:

TT g /c ê lu la  ( in c o rp o ra d o s )
w =

3
Cuando l a  c a n tid a d  de H-DNA se a  d e s p re c ia b le  a n te  l a  de DNA de p r e -

TT g /c ê lu la  ( t o t a l e s )

> 3
in c u b a c iô n , w v a ld râ  c e ro .

D R  PLas fu n c io n e s  d , r  y  P , d ' , r * y P* y r ^ ,  r ^  y  r ^ ,  son a  su vez  t o -  

das e l l a s  fu n c io n e s  de l a s  r e s p e c t iv a s  v a r ia b le s  e x p é r im e n ta le s  A^, A^

y A •
3E l v a lo r  mâximo de w, s e r â  obviam ente 1 , cuando to d o  e l  H-DNA de 

p u lso  se  in c o rp o re  a  T etrahym ena, lo  que o c u r r i r â  cuando e x i s t a  un e x -
3

ceso  de s i t i o s  cap aces  de r e c i b i r  a l  H-DNA.

I I I . a . 2 . 7 . 2 .  R e su lta d o s  y d is c u s iô n

En l a  f ig u r a  25 s e  han re p re s e n ta d o  l a s  vaAMl(UX}yLZ& dz u), con Za6 VCL 

AAjCLbtz& VfV*, R/V* y P /P * . En e l l a  puede o b se rv a rs e  como d i f i e r e n  l a s
3 

ca.pacujdajdz& ÂjùUhÀÂonjcu d t la  KtctpcUân d t l  H-VNA, como

co n secu en c ia  de l a  a c c iô n  de c o n c e n tra c io n e s  c r e c ie n te s  de DNA, RNA y

PG p ré s e n te s  en l a  p re in c u b a c iô n .

Lo6 conctnùuidontà CA.tdtnlt& d t RNA, p re in c u b a d a s  10 m inu tos ( tiem

po de mâxima a d h e s iô n  en l a  s u p e r f i c i e ,  F ig . 19) p re s e n ta n  un tnoA/nt
titcXo InkltUjdoA, a conctntoaclontA bajoà d t  RNA, A p a r t i r  de una R/D*

de 15 aproxim adam ente, ya se  o b se rv a  l a  e s t a b i l i z a c iô n  en l a  c ap a c id ad

r e c e p t iv a ,  o sc ila n d o  e s t a  e n t r e  w = 0 ,07  y w = 0 ,0 2 5 , v a lo r  a lcan zad o  a

R/D* = 430, ( e n t r e  0 y  15 , d e sc ie n d e  desde  w =1^0 h a s ta  w = 0 ,0 7 ) .  E s te
3e fe c to  puede e s t a r  r e la c io n a d o  con l a  goan dtgàüdacÂJSn d t l  H-VNA obàeA 

vada tn 1 mùiuXo d t pulôo, cuando se  ha r e a l iz a d o  una p re in c u b a c iô n  de 

10* con a l t a s  c o n c e n tra c io n e s  de RNA ( I I I . a . 2 . 6 ) .  En e s te  s e n t id o  p o d r îa  

a p u n ta rs e  l a  p o s ib i l id a d  de que t l  RNA a d h e rid o  a  l a  e n v o l tu ra  de Tetra^ 

hymena aumtnla&t Za dtg^iadaclân y como c o n se c u e n c ia , l a  mayor l ib e r a c iô n
3

d e l  H-DNA de p u lso  que com pite  con e l  RNA p a ra  su  a s o c ia c iô n  con l a  sii 

p e r f i c i e  c e l u l a r ,  c o n d u c ir îa  a  una mener a s o c ia c iô n  de a q u e l .

El coïïipoAXantCtnto d t l  poUgZutâfrUjCO en l a  p re in c u b a c iô n  es s im i la r  

a l  e x h ib id o  p o r e l  RNA, s i  b ie n  e l  i n t e r v a lo  en l a  r e la ç iô n  P/D* en e l  

que p ré s e n ta  f u e r t e  in f lu e n c ia  es  c o n s id e ra b le m e n te  mâs am plio  ( o s c i l a  

e n t r e  0 y  300, p a ra  un d escen so  de w d esde  e l  0 ,9 5  h a s t4 e l  0 ,4 )  JÜ/vdir 

cando una mtnox poltncla  ZjfdtUJbZdoKaqut t l  Hemos de  r e c o r d e r , que



e s ta  e x p e r ie n c ia  e s t a  r e a l i z a d a  a  un tiem po de 5 m inutos en e l  que , s e -
” 3
gûn l a  cu rva  c i n ê t i c a ,  l a  c ap a c id ad  de re c e p c iô n  p a ra  e l  H-DNA ya p e r -  

m anecîa (en a d e la n te )  e s t a b i l i z a d a  con e l  tiem po  de p re in c u b a c iô n .

La dtgA adaclân  d e l  H-DNA de p u lso  p rovocada en 1 m inuto  po r Tetrahy^ 

mena p re in c u b ad a  con p o l ig lu tâ m ic o ,  66 l a  ntZàma q u t l a  ob^tAvada  cuando 

l a  p re in c u b a c iô n  s e  r e a l i z ô  con VNA d t  lùno  (o  l a  o bservada  cuando no 

se  r e a l i z ô  p re in c u b a c iô n ) .  No p a re c e  p u e s , t e n e r  un e f e c to  e s tim u la d o r  

d e l  p ro ceso  d e g ra d a t iv o ;  p o r o t r o  la d o ,  l a  I n f i ib ld â n  d t  t a  capacidad  

d t  AtctpcÂjdn d t l  pul&o 66 mtnoA a  A tla c lo n tii P/V* attoÀ  que l a  e x h ib id a  

p o r RNA y DNA, ya  que com ienza a  e s t a b i l i z a r s e  a  v a lo r e s  de w com prend^ 

dos e n t r e  0 ,4  y 0 ,5 .

La InlfU blclôn pAOVocada poA t l  VNA de p re in c u b a c iô n , 66 Igualmtntt 
abAupta tn  6u pAùntAa ^ a6t, que l a  ob serv ad a  en e l  RNA. Ambas son mayo- 

r e s  que l a  o r ig in a d a  p o r e l  p o lig lu tâ m ic o .  S in  em bargo, e l  e f e c to  d e l  

DNA A 6 m a n lilt& ta  a  conctnùuKU ontà d t  pAtlncubacUân nucho mayoAtô que 

e l  RNA y PG. E l lo  debe e s t a r ,  obv iam en te , r e la c io n a d o  con l a  t& ltqu lom ^  

tJuR  d e l  e q u i l i b r i o  de a s o c ia c iô n .  E v id en tem en te , s i  l a  u n iôn  p o l ia n iô n -  

-îC êlula de T etrahym ena, se  v e r i f i e s  en l a  form a "mol a  mol" (una agrupa^ 

c iô n  r e c e p to ra  p o r cada m o lêcu la  de p o lia n iÔ n  que s e  r e c i b e ) ,  h a rân  f a ^  

t a  mâs unldadt& md6>cca6 d e l  p o l ia n iô n  de mayor tamaflo p a ra  s a tu r a r  lo s  

mismos s i t i o s  r e c e p to r e s .

Sabemos p o r l a  e x p e r ie n c ia  c i n ê t i c a  C l I I . a .2 .4 )  que e l  DNA de p r e in ­

cub ac iô n  b lo q u e s  y d esb lo q u ea  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r  ( s e  une y se  l i b e r a )  

mâs râp id am en te  que e l  RNA de p re in c u b a c iô n ; e l l o  a b o g a r îa  p o r una mayor 

a f in id a d  d e l  DNA p a ra  l a  d is p o s ic iô n  m o le c u la r  r e c e p to r s  de p o l ia n io n e s .  

C ab rîa  en to n ces  a t r i b u i r  su  KâjpJjda IXJûtAati/Sn a una-dtgAadadSn A-c- 

/Ùi" d t laà YMlicula^ d t  PMA Atdblda&, D el mismo modo, puede r e l a c io n a r  
se  t l  mayoA titcX o InhlbldoA d t la  captuJia pfLt&tnlddo poA la  pAtlncuba- 
dân<^ùon RNA, con t l  tMthmlo qut €^tt pAovoca tn ta  dtgAadaclôn d t l  
^H-VNA AtcCbldo doAantt t l  tCtmpo d t puüUo,

la  n a tu A o ltza  no b lo lâgZ ca  d t l  po lcgùU dnU co, hace que lo s  d a to s  con 

ê l  o b te n id o s  no sean  fu n c io n a lm e n te  com parab les con lo s  p ro c é d a n te s  de 

l a s  e x p e r ie n c ia s  de RNA y DNA. Los r e s u l ta d o s  s u g ie re n  una pobre  in h ib ^  

c iô n  d e l  p ro c e so  de c a p tu ra  d e l  DNA, aunque s e  e v id e n c ie  una c i e r t a  c a ­

p a c id a d  de ocu p ac iô n  de lo s  s i t i o s  r e c e p to r e s .

Por o t r o  la d o ,  hemos de s e i la la r  que to d o s  e s to s  d a to s  -6XC.6pto t a  

agada dtgAodacCdn a  ^AaccCân II/- quedan e x p lic a d o s  en e l  m d t l o  t l tc lA O ^
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tâXUco p la n te a d o  a  p a r t i r  de l a s  e x p e r ie n c ia s  de in c o rp o ra c iô n  d i r e c t a .  

A l l î  seüalâbam os l a  p o s ib i l id a d  de que t r a s  l a  a d h e s iô n  d e l  p o l ia n iô n ,  

e l  cambio en la s  p ro p ie d a d e s  e l ê c t r i c a s  de l a  s u p e r f i c i e  d e l  p ro to z o o , 

con s a l i d a  m asiva de io n e s  p o s i t i v e s ,  d e te n n in a r îa  una menor cap ac id ad  

de l a  c ê lu la  p a ra  r e t e n e r  a l  p o l ia n iô n .

En e s te  s e n t id o ,  lo s  d a to s  c in ê t ic o s  in d ic a b a n  una mayor p o te n c ia  

(en  cu an to  a  l a  p ro d u cc iô n  d e l  cambio e l e c t r o s t â t i c o  s e  r e f i e r e )  po r 

p a r te  d e l  DNA que p o r p a r t e  d e l  RNA y p o l ig lu tâ m ic o ,  s i n  duda consecuen  

c ia  d e l  mayor c o n te n id o  e l ê c t r i c o  de l a s  m o lêcu la s  de DNA so b re  l a s  de 

RNA y la s  de PG, en e s t e  o rd en .

S i aceptam os e s te  hecho como c i e r t o  en la s  p rox im idades d e l  p ro to zo o  

(c a rg a  d e l  DNA/molêcula > c a rg a  d e l  RNA/molêcula > c a rg a  d e l  p o l i g lu t â -  

m ico /m o lêcu la ) ,  q u e d a r îa n  txplCcjCuicià ùi& dLi^zA.tyitt& tw o lu d o n tà  d n d t -  

Cd6 d t  t a  CjapâcXdad A t c t p d v a  de ^H-DNA que provocan  lo s  t r è s  po lian io^  

n é s : e l  DNA se  une a n t e s ,  a n te s  p rovoca l a  s a l i d a  de io n e s  p o s i t i v e s  y ,  

p o r consig u ie n te ,  su  l i b e r a c iô n  s e r â  l a  mâs r â p id a .  Por e l  c o n t r a r io ,  

e l  p o lig lu tâ m ic o  no p ro v o ca  e s t e  e f e c to ,  o a l  menos de una form a ta n  t 

a c u sa d a . De a h î ,  su  e s c a s a  a f in id a d  p o r l a  membrana y su  pequefla v e lo ­

c id a d  de l ib e r a c iô n  una vez a so c ia d o . Su le v e  p o d er în h ib id o r  de l a  cap^ 

tu r a  a r e la c io n e s  P/D* a l t a s  s e  d e b e r îa  a  un d esp la z a m ie n to  -d e sd e  e l  

r e c e p to r  y h a c ia  e l  m ed io - d e l  PG a d h e rid o  cuando e n tra n  en  ju e g o  la s
3

m olêcu las  de H-DNA fu e r te m e n te  c a rg a d a s . E l caso  d e l  RNA, in te rm e d io  

en c a rg a ,  s é r i a  tam biên  in te rm e d io  en a s o c ia r s e  y  l i b e r a r s e .  Y, en efejc 

t o ,  eso  es lo  que o c u r r e .

S in  em bargo, en e s t e  m odelo, no se  da c u e n ta  de l a  d e g ra d a c iô n  que
3

s u f r e  e l  H-DNA. Por a u t o r r a d i o g r a f l a , hemos dem ostrado  que a  1 m in u to ,

e l  DNA s e  a s o c ia  con e l  e x t e r io r  de l a s  c é lu la s  en c a n t id a d e s  s o rp re n -

den tem ente a l t a s .  Es p u e s ,  é v id e n te ,  que e l  DNA no p é n é tra  (tn  1 minuto)
h a s ta  a lc a n z a r  en l a s  c é lu la s  lo s  o rg â n u lo s  c o n t in e n te s  de DNA a s a s  -y

s i  lo  h a c e , no s e r â  en c a n t id a d e s  s i g n i f i c a t i v e s - .  En c o n se c u e n c ia , po -
3

demos a t r i b u i r  ta  dtgAûLdaciân dtZ. H-VSIA a dos p o s ib le s  c a u s a s ,  ambas 

AeZaxUonadoà con la  6 u p tA ilc lt ctZulaA: 

a )  E t AtctptoA pcJUanlânlco 66, tn  d  mUmo, una VNA oàa,

b ) La d eg rad a c iô n  s e  debe a  f(6ndm6n<7A mtcd,nlc06 d e r iv a d o s  de l a  v i t ^  

l id a d  d e l  p ro to z o o : e n t r e  e l l o s ,  podrlam os im ag in e r t o r b é l l i n o s  provoca^ 

dos p o r  e l  m ovim iento c i l i a r ,  c o n tra c c io n e s  de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r
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-m o d iflc a d a  en su  c a rg a  y conform aciôn  de m acrom olêculas e x te r n e s -  e t c .  

E s ta  segunda a l t e r n a t l v a  no p a re c e  muy c l a r a ;  e n t r e  o t r a s  co sa s  h a b r îa -  

mos de suponer a lg u n a  ra z ô n  d e sc o n o c ld a , p o r l a  que e l  RNA e s t im u la ra  

e l  p ro c e so  de d e g ra d a c iô n  d e l  DNA a tiem pos mînimos de c o n ta c te .

Hemos de r e c o r d e r ,  que cada vez son  mas num erosas la s  c i t a s  b ib l io g r a  

f i c a s  r e l a t i v e s  a l a  p r e s e n c ia  de n u c le a se s  -d e  to d o  t i p o -  en l a  s u p e r ­

f i c i e  de c é lu la s  de o r îg e n e s  d iv e r s e s ,  p o r  lo  que no s é r i a  de e x tra f ia r  

l a  e x i s t e n c ia  de una en d o n u c lease  en l a  e n v o l tu ra  de Tetrahym ena p y r i ­

fo rm is ,  cepa w, s im i la r  a  l a  d e s c r i t a  p o r  Dubnau y C ir ig l ia n o  (1972) en 

B a c i l lu s  s u b t i l i s .

En e s t e  p u n to , pocUua put& d t c M u t  q u t  6 t  ha d e t t c ta d o  l a  p A tà tn cU a  

t n  t a  ^ u p t A ^ t d t  d t  T tù ia h y m tn a  d t  u n  A tc tp to A  d t  p o t ia n to n t6 ,  con un a  

a t d â n  dtgA odadoAa poAa t t  VNA (no hay d a to s  p a ra  a p u n ta r  e l  mismo hecho 

r e s p e c te  a l  RNA), de modo que d ic h a  acc iÔ n , s e  in c re m en ts  con l a  p re s e n  

c i a  de RNA y no -a p re c ia b le m e n te -  con l a  de p o lig lu tâ m ic o .  En fa v o r  de

l a  e x i s t e n c ia  de d ic h a  a c t iv id a d  e n z im â tic a  r e la c io n a d a  con l a  l i b e r a -  
3c iô n  d e l  H-DNA, puede c i t a r s e  e l  hecho ya  m encionado de l a  m o d if ic a c iô n  

de ambos p ro c e so s  -en  s e n t id o  c o o p e ra tiv e  p o s i t i v e -  a l  v a r i e r  l a  tem pe­

r a t u r e  de e x p e rim e n ta c iô n .

I I I . a . 2 .7 .3 .  P re in c u b a c iô n  s im u ltâ n e a  con DNA de tim o  y RNA de le v a d u ra
3

Se d e te rm in ô  l a  ca p a c id a d  de Tetrahym ena p a ra  r e c i b i r  H-DNA d u ra n te  

1 m inuto  de p u ls o ,  una vez  que s e  h a b la  p re in c u b ad o  con d i f e r e n te s  caji 

t i d a d e s  de RNA y DNA.

Los r e s u l ta d o s  se  r e f l e j a n  en l a s  f ig u r a s  26 y 27 ; puede a p r e c ia r s e  

que l a  p re s e n c ia  de ambos b io p o lîm e ro s  e j e r c e  una a c c iô n  in h ib id o ra  ir^ 

crem entada r e s p e c te  a  l a  que ambos p ro d u c e r en a u s e n c ia  d e l  o t r o .  S in  

em bargo, r e s a l t a  t a  tnoA m t tn h tb lcX ân  pAoducXda poA t t  RNA ( r e p r e s e n t^  

c iô n  de W f r e n t e  a  D/D*) y e l  t&ca&o t ^ t c t o  a d ld o n a Z  de in h ib ic iô n  p r £  

d uc id o  pOA t t  VNA ( r e p re s e n ta c iô n  de W f r e n t e  a  R /D *).

E t ^ tn â n tn o  com ptttÙ C vo  e n t r e  DNA y RNA p o r  lo s  s i t i o s  e s p e c î f ic o s  

s u p e r f i c i a l e s  s e  puso  de m a n if ie s to  en o t r o  ex p erim en to  de p re in c u b a c iô r
3

con RNA, p e ro  u t i l i z a n d o ,  d u ra n te  e l  p u lso  de 1 m in u to , dos H-DNA de 

d l^ tA t n t t  gAodo d t  potùntA lzacujdn, E l ^H-DNA de tamafio s u p e r io r ,  s e  i n ­

co rp o rab a  en mayor p o r c e n ta je  a  ig u a ld a d  de c o n c e n tra c iô n  de RNA en la  

p re in c u b a c iô n . Los r e s u l t a d o s  s e  ex p re san  g râ f ic a m e n te  en l a  f ig u r a  23.
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FIGURA 26 . -  Preincubaciôn simul L a r . e a  c o n  R U A  y  DNA. Fracciôn mas ica ad- 
quirida durante un pulso de Î minuto, en funciôn de la con­
centraciôn de DNA (D/D*) en la preincubaciôn. Medio nutrien^
te .

CRN Al ■ 25 vg/ml ; 
—# — (RNA) -  50 yg/ml.

—— - (RNA) — ^ 0 ug/ml .

UJ
0.2

0.1

20 30 4 0 50 6 0 7010
R /D *

FIGURA 2 ? . -  Preincubaciôn simultanea con RNA y DNA. Fracciôn mâsica adqul^
rida durante un pulso de 1 minuto en funciôn de la concentra^

ciôn de RNA (R/D*) en la preincubaciôn.
(DNA) " 5 yg/ml ; — (DNA) « 10 yg/ml;
(DNA) -  20 yg /ml .
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Es lô g lc o  que l a  com petenc ia  p o r l a s  a g ru p a c io n e s  m o le c u la re s  de la  s 

p e r f i c i e  c e l u la r  con c a rg a  e l e c t r o s t â t i c a  o p u e s ta  -y  qu e , p o r t a n t e ,

puedan a c tu a r  como r e c e p to r e s  de ambos p o l ia n io n e s -  quede d e sp la z a d a  e.
3 3fa v o r  de l a  m o lêcu la  de H-DNA de mayor tam afio. A sî e l  H-DNA mâs p o li-

mer iz ad o  deÀptcLZCL. mâs e fic a z m e n te  a l  RNA que d u ra n te  l a  p re in c u b a c iô n  

se  h u b ie ra  s i tu a d o  en lo s  p u n to s  de r e c e p c iô n ,  p o r lo  que su  in c o rp o ra ­

c iô n  ZïL avUdadt& r e s u l t a r â  m ayor.



III. b. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS EN 

EUGLENA GRACILIS, CEPA Z

Los ex p érim en tes  r e a l iz a d o s  so b re  l a  cepa Z d e l  f la g e la d o  Euglena 

g r a c i l i s ,  t i e n e n  p o r f in a l id a d  e l  a p o r ta r  zZemzntoà de  compcuuicÂjân con 

lo s  d a to s  o b te n id o s  so b re  Tetrahym ena p y r ifo rm is .  En o c a s io n e s ,  lo s  r e -  

s u l ta d o s  abogan p o r una à^ùnitCtud ^enomenoZâg^ùui e n t r e  ambos p ro to zo o s  

c l a s i f i c a d o s  en g rupos taxonôm icos muy d i s t a n t e s  (E uglena es  un f i t o f l a  

g e lad o  d e l  o rden  E u g len id a  y Tetrahym ena un c i l i a d o  d e l  o rden  Hymenosto^ 

m a t id a ) . S in  em bargo, hcuf ^CLCtoxu expe/tônei^ta£e6 que , como se  v e r â ,  

condUcUonan de modo njodXcjaJbnznto. o p u u to  lu  capluAa  e in c o rp o ra c iô n  de 

DNA exdgeno a  d ic h o s  c u l t i v e s .  Por û l t im o , seflalem os que en p ro ceso s  

concep tua lm en te  id ê n t i c o s ,  ambos p ro to z o o s  ex h ib en  pHX>pjL2dadZ6 cucuttùta  

ICvcU cU^eAente^ q u e , en g e n e r a l ,  s e  r e là c io n a n  con su s  dUÀtintoA Cdpa- 

C/cdade6 pcuia dzgàoxicUL y  a,ccZIxùl a l  DNA en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r .

III.b.l. INCORPORACION DIRECTA DE ^H-DNA PRESENTE EN EL 
MEDIO DE INCUBACION POR CELULAS DE EUGLENA GRACILIS

Se han observado  vcuUxLcUjone  ̂ en  l a  ca a n lù i de l a  in c o rp o ra c iô n  de 

DNA exôgeno, en dep en d en cia  de d i f e r e n te s  v a r ia b le s  e x p é r im e n ta le s  ; d i ­

chos co n d ic io n am ien to s  e x te rn o s  fu e ro n :

A) R especto  d e l  t i ta d o  de  c a l lL v o i  ex p erim en to s  c i n ê t i c o s .

1 . -  mtdLLo  ̂ d e  Incubaclân»  Medio de c re c im ie n to  a  pH 7

y m edios no n u t r i e n t e s  com puestos p o r s o lu c io n e s  c a t iô n ic a s  0.035M,

2 . -  P/C^eAenteA tmpOAaXuAa^, en m edios no n u t r i e n t e s .

3 . -  {ue/LZCU JUSniCOĴ  ̂ en s o lu c io n e s  de NaCl (tiem po  de

in c u b a c iô n  c o n s ta n te ) .
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B) R especto  d e l  QMtado deZ PWA exdgeno.

1 . -  D ife re n te s  gA/idô  de polcmeAlzaclân (ex p erim en to s  c i n ê t i c o s ) .

32 . -  D ife re n te s  COncznÙtXLCUXfnz  ̂ de H-DNA (tiem po  de in c u b a c iô n  

c o n s ta n te .

I I I . b . 1 .1 .  INFLÜENCIA DE LA CONCENTRACION DE ^H-DNA EN EL MEDIO DE IN­

CUBACION NO NUTRIENTE

Se o b se rv a  un fenômeno id ê n t ic o  a l  en co n trad o  en T etrahym ena, con 

un aumento l i n e a l  de l a  c a p tu ra  segûn se  in c rem en ta  l a  c o n c e n tra c iô n
3

de H-DNA e x t e r i o r .  En e l  i n t e r v a lo  ex p e rim en tad o , no se  a lc a n z a  l a  S£ 

tu r a c iô n  d e l  c u l t i v o ;  e l  tiem po de in c u b a c iô n , c o n s ta n te  p a ra  to d a s  la s  

c o n c e n tr a c io n e s , fu e  de 10 m in u tes  (F ig . 2 9 ) . Los o t r o s  f a c to r e s  que 

pueden m o d if ic a r  e s t e  com portam ien to , han quedado ex p u es to s  en l a  s e c -  

c iô n  I I I . a . 1 .1  de e s t a  T e s is .

I I I . b . l . 2. INFLÜENCIA DE LA CONCENTRACION DE lONES SODIO EN EL MEDIO 

No es  in d i f e r e n te  a  l a  c o n c e n tra c iô n  e x t e r io r  de NaCl e l  p ro ceso  de
3

c a p tu ra  de H-DNA l le v a d o  a  cabo p o r E uglena g r a c i l i s  en m edios no nu­

t r i e n t e s ,  c o n s t i tu id o s  ex c lu siv am en te  p o r s o lu c io n e s  de d ic h a  s a l .  La 

f ig u r a  30 m u e stra  e s t a  in f lu e n c ia .

A p a r t i r  de c o n c e n tra c io n e s  15 mM en NaCl s e  o b serv a  un aume.nto pA£_ 

gfLQMÀjoo de. Ijol ÂjnaoKpoKjOiQjjSn, p o s ib le m en te  p o r aum entar l a  c a rg a  p o s i t ^  

va de l a s  c ê l u l a s ,  t r a s  l a  i n t e r io r i z a c iô n  d e l  c a t io n  Na*. No es  f â c i l  

i n t e r p r e t e r  l a  mayor c a p tu ra  r e g i s t r a d a  a  c o n c e n tra c io n e s  b a j a s ,  s i  

b ie n  podemos a c e p ta r  que l a  fu e rz a  iô n ic a  d e l  medio de in c u b a c iô n , va 

a  a f e c t a r  a to d o s  a q u e l lo s  fenômenos d e p e n d ie n te s  de l a  c a rg a  (y por 

t a n to ,  de l a  co n fo rm éeio n ) de l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ; en e s t e  s e n t id o ,  

podrîam os a r g ü i r  que Ijojb bajai concenlàacUone  ̂ de NaCZ ^avo/iecen la  oc- 
ce^lbilCdad del H-PWA a lo s  p u n to s  s u p e r f i c i a l e s  de a n ç l a j e ,  a l  tiem po 

que l a s  alXoà conc&nl/La(Uonu de la  ^al aumenlan e l conlejtCdo ele.cùu>4- 
Idlcco po6lùCvo de l a s  c ê lu la s  po r i n t e r i o r i z a c i ô n  p ro g rè s iv a  d e l  Ne* 

c i rc u n d a n te .  E l mînimo observado  c o r re s p o n d e r îa  a  una s i tu a c iô n  de com­

prom ise e n t r e  ambos ex trem es e x p é r im e n ta le s .

Por o t r o  la d o ,  e l  tiem po de in c u b a c iô n  ensayado fu e  de 10 m in u te s .

A e s te  tiem po l e  co rre sp o n d e  e l  f i n a l  de l a  l ib e r a c iô n  i n i c i a l  d e l  H- 

-DNA a d h e rid o  a  l a  s u p e r f i c i e  d e l  p ro to z o o  ( I I I . b . l . 3) y  la  endocltO" 
del blopolùneAO ya ha come/izadoj obviam ente e s t e  p ro ceso  tam biên



50

40

30

20

10

IS 20 25 305 10

r 3H -D N A ] (j ig /m l)

FIGURA 29 .“ Influencia de la concentraciôn de ^H-DNA 

en su captura d I recta del medio -no nu- 
t r i e n te -  por cê lu las  de Euglena g r a c î l l s .  

  Tiempo de Incubaciôn: 10 mînutos.
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debe v e r s e  a fe c ta d o  p o r e l  t r a n s p o r te  io n ic o  y l a  c o n c e n tra c iô n  s a l i n a  
“ . 3
e x t e r i o r .  De e s te  modo l a  mayor KdXdYvUjSvi d e l  H-DNA a so c ia d o  (9 mM) 

i n d i c a r î a  una r a p id e z  mayor en e l  desencadenam ien to  d e l  p ro c e so  de i n -
3

g e s t io n ,  o una v e lo c id a d  de l ib e r a c iô n  d e l  H-DNA a l  medio menor que a  

fu e r z a s  iô n ic a s  a lg o  mâs a l t a s .  E s te  e f e c to  s é r i a  superado  p o ste rio rm eia  

t e  p o r  e l  aum ento d e l  p o te n c ia l  e l e c t r o s t â t i c o ,  j u s t i f i c â n d o s e  a s î  l a  

e le v a c iô n  de l a  c a p tu ra  a  f u e rz a s  iô n ic a s  mas a l t a s .

I I I . b . 1 . 3 .  CINETICA DE CAPTURA DE ^H-DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES

De nuevo observâm es (F ig . 31) fÿLOiundoA (tCiZAtnCMU en l a s  c i n ê t i -  

cas  de in c o rp o ra c iô n  de DNA exôgeno, en fu n c iô n  de lo s  d iv e r s e s  c a t i o -  

nes q u e , en c o n c e n tra c io n e s  d e l  i n t e r v a lo  m i l im o la r , c o n s t i tu y e n  lo s  

m edios no n u t r i e n te s  de in c u b a c iô n  (L iC l, N aCl, KCl y NH^Cl, to d o s  

e l l e s  0 ,035  M).

E l fenômeno e s  an â lo g o  a l  en co n trad o  en Tetrahym ena p y r i f o r m is ,  pro^ 

pon iêndose  a q u î tam b iên , como cau sa  de l a s  r a d i c a l e s  d i f e r e n c ia s  e n t r e  
lo s  d i s t i n t o s  m ed io s , una aJLt2Jui(U,6n en potencUate^ eJtd(it/L06tdCud06 
de. loA céJüiùu en au con junto, 6egdn que. eaXJüôn e^ ti pfic^ente. en 6u ex 
teAjjoK y que. pan. tan to , puexia 6ex tnanàpo^itado h a s ta  a lc a n z a r s e  e l  e s -  

ta d o  de e q u i l ib r ia )  ( e x t e r i o r  i n t e r i o r )  c o r re s p o n d ie n te .

E l com portam iento  p re s e n ta d o  p o r Euglena f r e n t e  a  Na^ y  no es  

ig u a l  a l  que s e  puso de m a n if ie s to  en T etrahym ena, apun tando  h a c ia  una 

d iv e rs id a d  en lo s  p ro c e so s  de r e g u la c iô n  iô n ic a  e n t r e  lo s  p ro to z o o s  es^ 

tu d ia d o s ,  que como e s  s a b id o , p e r te n e c e n  a  g ru p o s taxonôm icos b ie n  d i -  

f e re n c ia d o s  en su  a d a p ta c iô n  e v o lu t iv a .

D estaca  en p rim er lu g a r  l a  tnayoK captuJia e x h ib id a  p o r  E uglena en 
àencia de caXJUSn f r e n t e  a  lo s  demâs c a t io n e s  ensayados (F ig . 2 7 ). 

A dvirtam os que l a  o b se rv a c iô n  m ic ro sc ô p ic a  de E u g lena , t r a s  un p e r io d o  

de 3 h o ra s  de in c u b a c iô n  en NH  ̂ (35 mM), r e v e lô  l a  toxtctdod de dUcha 
6oZuciân p a ra  e l  p ro to z o o , que daba m u e s tra s  de p la s m o lis is  in te n s a  a  

l a  v ez  que h a b ia  p e rd id o  su  m o t i l id a d  noAmat,
Por o t r o  la d o  e s  é v id e n te  l a  contAapo^tcCân de e^ectoh detectada en 

tA.e lcL& tncubaccones A.eaJUzadat con SlaCl y LCCl y KCt. M ie n tra s  e l  tân  
todLLo re p ro d u c e , en su  p rim e ra  e ta p a ,  e l  p ro c e so  e h co n trad o  en T e t r a t ^

mena de captuAa Hjiptda-ceMtôn gAoduat, en p r e s e n c ia  de tôn potiu to  l a
3 . ^in c o rp o ra c iô n  de H-DNA s ig u e  un CUAMO CAectente con e t  tiem po, que
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t i e n d e  a  l a  s a tu r a c io n  de l a  cap ac ld ad  d e l  c u l t iv o  p a ra  a lb e r g a r  e l  DNA 

exôgeno, que p a re c e  in c o rp o ra r s e  acu m u la tiv am en te . E s ta  s a tu r a c iô n  em- 

p ie z a  a  m a n ife s ta r s e  a  un tiem po s u p e r io r  a  lo s  100 m inu tos in d ic a n d o  

una captuACL înùit^AAJUïnpXxlci desde lo s  p rim ero s  i n s t a n t e s  de l a  in c u b a ­

c iô n  h a s t a ,  p o r  lo  m enos, 130 m in u to s .

Las cu rv as  de in c o rp o ra c iô n  zn pà,t&e/iCMl do. NaCt Cy L iC l) ,  dan cuen_ 

t a  de un ptCJuiÂM /ucÙMO bÂjotÔQXjiO que com ienza con una c a p tu ra  in te n s a  

a  tiem pos muy c o r to s  ( 3 ’ ) ;  a  c o n t in u a c iô n , se  o b se rv a  e l  mismo p ro ceso  

de l ib e r a c iô n  que en T etrahym ena; (su  e x p l ic a c iô n  puede a d ^ p ta rs e  a l  

Yr\ûdzto e x c lu s iv a m e n te , ya <^e e l  fenômeno de d e g rad a c iô n

d e l  DNA a tiem pos de in c u b a c iô n  c o r to s  no se  ha d e te c ta d o  en E u g len a ). 

E l p ro ceso  de l ib e r a c iô n  conduce a un mînimo en lo s  n iv e le s  c a p tu ra d o s  

que se  a lc a n z a  a un tiem po  de unos 10 m inu tos ap rox im adam ente. D espuês, 

con mâs l e n t i t u d  que a  tiem pos muy c o r to s ,  l a  c a n t id a d  de DNA exôgeno 

que se  in c o rp o ra  va aum entando h a s ta  n iv e le s  com parab les con lo s  i n i -
3

c i a l e s .  A p a r t i r  de lo s  60 m inu tos e l  H-DNA in c o rp o ra d o  s e  m an tien e  

p râ c tic a m e n te  c o n s ta n te ,  s i  b ie n  d e sc ie n d e  a lg o ,  en d ic h o  n iv e l  compa­

r a b le  con e l  a lcan zad o  a  tiem pos muy c o r to s ,  y en c u a lq u ie r  c a s o , supe^ 

r i o r  a l  p rim er mînimo d e te c ta d o .  Y, f in a lm e n te ,  e l  n iv e l  de in c o rp o ra ­

c iô n  se  in c rem en ta  b ru scam en te  h a s ta  a lc a n z a r  c o ta s  s u p e r io r e s  a  l a  

c a p tu ra  i n i c i a l ,  l le g â n d o s e  a s î  a l  tiem po  mâs la rg o  e s tu d ia d o  de 165 

m in u to s . (La c i n ê t i c a  de c a p tu ra  en p re s e n c ia  de iôn,; l i t i o ,  s ig u e  un 

r i tm o  an â lo g o  aunque es c u a n t i ta t iv a m e n te  menor r e s p e c to  a l  p ro d u c id o  

con iô n  s o d io ) .

E s to s  r e s u l ta d o s  abogan en fa v o r  de una p o s ib le  pÂjiOCÀXûii-iM cLcôCon- 

■ÙCnua "poA. coAgcià ucuïnuZiitcva&", que se  r e g i s t r e  ta n to  a l  m ed ir e l  H- 

-DNA t o t a l  in c o rp o ra d o  (ex p erim en to  de in c o rp o ra c iô n  d i r e c t e  que s e  des^ 

c r ib e )  como cuando se  c o n s id e ra n  lo s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  en l a  v a lo r ^  

c iô n  de l a s  p o s ib i l id a d e s  que»en d i f e r e n te s  m o m en to s ,p ré sen ta  l a  super^
3

f i c i e  de e s t e  p ro tô zo o  p a ra  r e c i b i r  H-DNA d u ra n te  un p u ls o  de 1 minu­

t e .  La f ig u r a  32 compara e l  r itm o  de e s t a  c ap a c id ad  s u p e r f i c i e l  con
3

lo s  r e s u l ta d o s  d e l  t o t a l  de H-DNA incorpo& ado en su c e s iv o s  e s ta d io s  

d e l  p ro c e so  p in o c i tô t i c o .

Aunque l a  ex p e rim en tac iô n  no fu e s e  d ise fiad a  con l a  in te n c iô n  de d e -  

m o s tra r  e l  fenômeno acu m u la tiv o  que ah o ra  s e  d i s c u te  (de  a h î  l a  no co iii 

c id e n c ia  en lo s  tiem pos de in c u b a c iô n  y p re in c u b a c iô n )  podemos e s ta b ln  

c e r ,  a niveJt cuatiXcutCvo, una co^ZApondmcÂjO. e jtù te  lo^ deUo  ̂ obtzvUdo^



poà. captuJui cUAZcXa y to6 à.eZcutüJ04> a la  cupacMiad n,zce,ptivcL o b te n id o s  

m ed ian te  l a  p re in c u b a c iô n  con DNA de tim o y p u ls o s  de 1 m inuto  con 

^H-DNA.

En un p rim e r momento (tiem po  < 2 m in u to s ) ,  F ig .  32 , l a  in c o rp o ra c iô n  

a E uglena aum enta muy râ p id a m e n te , a l  tiem po que l a  d is p o n ib i l id a d  de 

"huecos" en l a  s u p e r f i c i e  d e sc ie n d e  tam biên  de m anera p ro n u n c ia d a . Es
3

pues c l a r o ,  que l a  in c o rp o ra c iô n  d e l  H-DNA, en e s t e  e s ta d io  tem prano 

d e l  p ro c e s o , t i e n e  lu g a r  en l a  e n v o l tu ra  d e l  h u êsp ed , donde in ic ia lm en^  

t e ,  queda r e te n id o .

E l s u b s ig u ie n te  d z  JLCboAjCKuJn HdpXjda d e l  ^H-DNA in c o rp o ra ­

do ( in te r p r e ta d o  mâs a r r i b a  en b ase  a l  modelo de p e r tu rb a c iô n  d e l  p o te ii 

c i a l  e l e c t r o s t â t i c o  c e l u l a r ) ,  IZ zo^zôpondz con z t  amznto dz la  capa 
cXdad A.ZCZp-ÙLva d u ra n te  e l  mismo p e r io d o  (3 -10  m in u to s ) . E llo  in d ic a  

que e l  H-DNA in c o rp o ra d o  4 e  Libzna hacUa z t  mzdM) ya quz la  nadUxLctl- 
vldad (Utoclada a loà c tb ila i dztclzndz,

3
A c o n t in u a c iô n , l a  c a n t id a d  de H-DNA r e te n id a  p o r Euglena aum enta 

s u s ta n c io sa m e n te , a l  tiem po que l a  cap a c id ad  r e c e p t iv a  lo  hace de modo 

su av e . E s te  in t e r v a lo  de tiem po  (10-45  m in u to s) e s  lo  s u f ic ie n te m e n te  

d i l a ta d o  p a ra  poder a c e p ta r  una IncoKpoKadân ^yidocHâHca dzl Ĥ-VNA 
culn A.ctznldo zn la  ^upZ'L l̂clz de E ug lena. Hemos de a c e p ta r  asim ism o, 

que e l  aum ento suave de l a  cap ac id ad  r e c e p t iv a ,  puede d e b e rse  a la  IzÆ 
mcnaclân no 6lncA.ânlca de e s te  p ro ceso  de in g e s t iô n ;  dada l a  p o s ib le  

a m p litu d  en l a  d i s t r i b u c iô n  e s t a d î s t i c a  de lo s  e s ta d o s  f i s i o l ô g i c o s  de 

lo s  in d iv id u o s  d e l  c u l t i v o ,  no es de e x tra f la r  que se  haga menos i n t e n -  

so  e l  aum ento en l a  c ap a c id ad  r e c e p t iv a  p u e s to  que l a  s u p e r f i c i e  i r â
3

quedando a p ta  p a ra  a lb e r g a r  nuevo H-DNA en d i f e r e n te s  i n s ta n te s  p a ra  

cada g rupo de c ê l u la s .

Se a lc a n z a  a s î  un tiem po aproxim ado de 50 m in u to s . A p a r t i r  de ê l  y 

h a s ta  lo s  110-120 m in u to s , s e  o b se rv a  una Zitabllizaclân dz ta  canti­
dad dz Ĥ-VNA A,ztznldo poA, lo6 célula& y s im u ltâ n e a m e n te , la  hupQJi l̂- 
clz  atAavlz&a un mlnùno zn 6u dUponlbllldad de s i t i o s  r e c e p to r e s .  Pa­

r e c e  p ro p io  i n t e r p r e t e r  e s ta  a u s e n c ia  de in c o rp o ra c iô n ,  con l a  KZpoÂa- 
clôn dz ù u  Z6tnactuAo& zxtznyia& A,z&pon6abtz6 dz la  zndocltoàli que h ^  

yan  s id o  g a s ta d a s  t r a s  l a  i n t e r i o r i z a c i ô n  de l a  p rim era  c a rg a  de H-DNÀ; 

(d e )n u ev o , lo s  d i f e r e n te s  e s ta d o s  f i s i o l ô g i c o s  i n d iv id u a l e s , su a v iz a n  

lo s  e f e c to s  que s e  d e s c r ib e n  a  n iv e l  de m em brane). A l mismo tie m p o , e l  

le v e  d escen so  en l a  r a d ia c t i v id a d  r e t e n i d a ,  in d ic a  l a  p u e s ta  en ju eg o
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ferentes  tiempos de preincubaciôn con DNA en e l  mismo medio).



de lo s  fenômenos de tX0CuXo6X^, con l a  lô g ic a  a p a r ic iô n  en e l  medio de 

una c i e r t a  c a n tid a d  de p ro d u c to s  d e r iv a d o s  d e l  " tu rn -o v e r"  que s u f r e  

e l  DNA in g e r id o . (E s te  pun to  s e ra  d is c u t id o  en I I I . b . 1 . 7 ) .

Como r e s u l ta d o  de to d o  e s te  p ro c e s o , quzddn Cd/igacLii
con una c i e r t a  c a n t id a d  de H-DNA exôgeno y duJipULQMt/XÂ poACL Â/UcMlA 
una 6Uganda toma dz. matZAÂJit ZXOczùiZafi, p ro c e so  que se  i n i c i a  a lo s  

110-120 m inutos y que se  d e s a r r o l l a  con mâs l e n t i t u d  C d iv e rsid ad  f is io _  

lô g ic a )  que en l a  p rim e ra  o c a s iô n ; ( e l  p e r io d o  desde lo s  120 a lo s  160 

m in u to s , v o lv e r îa  a  c o rre sp o n d e r  a l  segundo p ro ceso  p in o c i tô t ic o  y ex - 

p l i c a r î a  l a  a l t a  in c o rp o ra c iô n  r e g i s t r a d a  en e l  tiem po û ltim o  e s tu d ia ­

d o ) . La e x i s t e n c ia  de un segundo c i c lo  p i n o c i t ô t i c o ,  es a c e p ta b le  s i  

tenemos en cu en ta  que e l  medio de in c u b a c iô n  es  "no n u t r i e n te "

I I I . b . 1 . 4 .  CINETICA DE LA ASOCIACION ^H-DNA -  EUGLENA EN MEDIO DE CUL­

TIVO COMPLETO A pH 7 (PULSOS DE 1 MINUTO)

E l c re c im ie n to  de E uglena g r a c i l i s ,  cepa Z , se  d e s a r r o l l a  a un pH 

3 ,5 .  Por e s ta  ra z ô n , cuando debamos a f ia d ir  DNA a l  medio de in c u b ac iô n  

s ien d o  e s te  e l  de c u l t i v o ,  hemos de som eter a  l a s  c ê lu la s  a un pH mayor 

que é v i té  l a  p r e c ip i t a c iô n  d e l  b io p o lîm e ro . E s ta  p r e c ip i ta c iô n  t i e n e  

lu g a r  a  pH 3 ,5 ,  cooperando en e l  fenômeno l a s  p r o te în a s  b â s ic a s  d e l  me_ 

d io  ( B a c to - t r ip to n a )  que puedan a s o c ia r s e  con e l  DNA a l  r e f e r ido  pH,

La f ig u r a  33 m u e stra  lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s .
3

E l c u rso  de l a  a s o c ia c iô n  d e l  H-DNA con E uglena c o in c id e  conceptual^ 

m ente con lo s  d e s c r i t o s  en o t r a s  c o n d ic io n e s  e x p é rim e n ta le s  ( I I I . b . l . 3 ). 

P a re c e , no o b s ta n te ,  que a tcempo6 wâja ùxKgot [110-140 mùiuXoà) vazZvz, 
a habzA. an xmponXantz, deAcen^o ew ta  cU&pontbxJtLdad de, hazco  ̂ en l a  sii 

p e r f i d e  c e l u l a r ,  lo  que su p o n d rîa  un d a to  en fa v o r  d e l  increm en to  d e l
3
H-DNA in c o rp o ra d o  que s e  o b se rv a  a  e s to s  tiem pos en lo s  m edios no nu­

t r i e n t e s .  Dicho aum ento de l a  cap a c id ad  r e c e p t iv a  in d i c a r î a  e l  i t n a t  

dz. to6 pA.ocẑ 06 dz. ẑ.pa/Lact(fn de l a s  e s t r u c tu r a s  em pleadas p a ra  l a  en - 

d o c i to s i s  p re c e d e n ts .  La u n ifo rm id ad  o b serv ad a  en lo s  v a lo r e s  experiment 

t a l e s  concuerda con l a  hom ogeneidad de e s ta d o s  f i s i o l ô g i c o s  in d iv id u a ­

l e s  que debe p o se e r  E uglena en un medio n u t r i e n t e .



g

g

2
3w
F

m

4)
"O

</)
O
CL

0 X
CL

w
ID

(A
0) O
w >c
0> •M
u
4) 3

M- O

O 4)
* o

<0 O
C
4) TQ

4)
O ) E
3

LU C
4)

4)
-O ID

t -
<0 4)

C
3 1_
4J 4)

w
O> 4)
C ■D
4)

O
(D E

w
C
O 4>
J ■O

< <
2
Û O

X C
m 0

U

Q> C
•O 'O
C O

'O ID
J 3u 3

m O
C

Ü
0 4)
VI U
< û .

lOO
«C
SO.
o

lO M
cr\m



I J I . b . 1 . 5 .  INFLUENCIA DEL PESO MOLECULAR DEL H-DNA EN SU INCORPORACION 

POR EUGLENA. MEDIOS NO NUTRIENTES

Las F ig u ra s  3M- y 35 m u estran  lo s  r e s u l t a d o s .  C la ram en te , se  a d v ie r -  

t e  e l  aumcnXo, zn urujdadt& md^X,ccL6, de l a  in c o rp o ra c iô n , cuando e l  p e ­

so  m o le c u la r  prom edio en peso  se  hace m ayor.

En c o n tra p o s ic io n  con lo  observado  en T etrahym ena, CW p^Z^znCM i dz,

i.6n 60cUo a  tX.zmp06 rndU bajo6  (u n io n  D N A -su p e rfic ie ) , AC m a n tizn z , zZ  

OK.dzn de l a s  r e s p e c t iv a s  c a p tu ra s  aûn Z.n uyuxicLdt& moZoAZ  ̂ : s e  p r e f  ie re n  

l a s  m o lecu la s  de mayor tamafio aunque no e x i s t e  una c o r r e la c io n  d i r e c t a  

e n t r e  lo s  PM y e l  numéro de m o lecu las  c a p tu ra d a s .  Los r e s u l ta d o s  peura

e s to s  tiem pos se  resum en en l a  t a b l a  a d ju n ta .

PMD TTg/cel N° m o le c /c e l

lo ’ 4 .44 26,7  X 10^

3 ,5  X 10® 1,08 18 ,6  X 10^

2 ,0  X 10® 0,19 5 ,7  X lo'^

C ap tu ra  de DNA de d i f e r e n te s  tam afios. Tiem 
pos mînimos en NaCl 35 mM.

A sî p u e s , l a  com paraciôn con Tetrahym ena, p e rm ite  suponer que l a  re_ 

c ep c iô n  d e l  H-DNA en Euglena e s t â  basad a  en l a  Z.xZ6tz,ndùi dz. punto6 

^uncZonaZz^S mdô acctà-cbtz^  que en a q u e l c i l i a d o  y que e l  tamafio de l a s
3

m o lecu las  d e l  H-DNA e j e r c e ,  en E ug lena , un e f e c to  e s tim u la d o r  de l a  

c a p tu r a .  De e s te  modo, p a re c e  que e l  modelo e l e c t r o s t â t i c o  p u ro , ( s in  

in te rv e n c iô n  de u n id ad es  m o le c u la re s  con e s p e c i f ic id a d  p a ra  e l  DNA) es 

e l  o p e ra t iv e  en e l  c i ta d o  p ro to zo o  f la g e la d o .

Por o t r o  la d o ,  s e  a d v ie r te  que lo s  cam bios te m p o ra le s  en l a  c a n t i -
3

dad de H-DNA in c o rp o ra d o , s e  hacen  mâs o s te n s ib le s  -dem ostrando  a c c i£  

n és  mâs p o te n te s -  conform e e l  PM aum enta, hecho probado tam biên  en Te­

trahym ena cuando e l  iô n  so d io  e s ta b a  p ré s e n te  en e l  medio de in c u b a c iô n .

En p/LZ ẑ.n(UcL dz. JLôvi potaiÂX) (F ig . 35) I cl& A.zZa<Uonz^ m dM lau  c a p tu ­

ra d a s  tam biên  guardan  e l  mismo orden  que su s  r e s p e c t iv o s  PM. Pero  l a  

c i n ê t i c a  es ta n  d i f e r e n te  que no puede s e r  juzgada  con a r r e g lo  a  lo s  

mismos c r i t e r i o s  que e l  fenômeno " c a p tu ra  r â p id a -c e s iô n  g ra d u a i"  m ani- 

f e s ta d o  en in c u b a c io n e s  con s o d io .
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En c u a lq u ie r  caso  p a re c e  que e x i s t e  un toïïuino âp-tùno p o r d eb a jo  d e l  

c u a l  l a  cutJuiccÂ,ôn oZzcXAoitdXJjiJûi ZnlCMil 4>zaXj1 nuy d€b^  y p o r encima 

de ê l ,  l a  e s p e c ia l  con̂ ûAyncLcU,Ôn doX s u p e r f i c i a l ,  a d q u ir id a  po r

l a  p re se n c ia  de p o ta s io ,  r e d u c i r î a  l a s  p o s ib i l id a d e s  de un ion  de la s  

m oleculas m ayores. O tra  a l t e r n a t i v a  p a ra  e x p l ic a r  e s t e  tamafio l im i te  

(reducciôn  de l a  c a p tu ra  p o r e l  aum ento d e l  g rado  de p o lim e r iz a c iô n  

d e l  DNA) se  basa  en l a  p o s ib i l id a d  de que una m o lêcu la  l a r g a ,  OCiLpoiAXL 
\J0AÂ,06 CdYitKOii fL2.C(LptoH.(Lli im pid iendo  a s i  nuevas e n t r a d a s .

Los r e s u l ta d o s  que se  com entan, se  reu n en  en l a  s ig u ie n te  t a b l a .

PM
P

TTg/cel N° m o lec /ce l

l o ’ 1 ,90 11 ,44  X 10^

2 X 10® 1 ,2 0 36,14 X 10^*

10® 0,15 9 ,03  X 10^

C ap tu ra  de DNA de d i f e r e n te s  tamafios, 
Tiempos minimos en KCl 35 mM.

I I I . b . l . 6. INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA EN MEDIOS NO NUTRIENTES (NaCl, 

0 ,035  M)

Se han e le g id o  (F ig . 36) lo s  tiem pos e x p é r im e n ta le s  c o rre sp o n d ie n -  

t e s  a l a  >cyUcMi(Uân de, la, pnÂmeAd coAga e,¥idocUXâtX,ai ( in t e r v a lo  desde 

l e s  8-10* m inutos h a s ta  lo s  60-70 m in u to s ) .L a  c i n ê t i c a  c o rre sp o n d e , 

p u e s ,  a  d ic h o  p e r io d o  d e l  p ro ceso  d e s c r i t o  en I I I . b . l . 3 .

Se o b se rv a  un de^ce,n60 Q,n la. IncoK poA aclân  a. tempeAaXuAoà b a jc u .  E£ 

t e  hecho in d ic a  l a  mayoA pajitùu,pa< u,ân d z t  ie,nâmeno e,ndo(ûX âtic,o  en Eu 

g lzn a , f r e n t e  a l  p ro ceso  e x o c i tê t ic o  q u e , p r in c ip a lm e n te ,  t é n i a  lu g a r  

en T etrahym ena, y cüya m o d if ic a c iô n  p o r l a  te m p e ra tu ra  e r a ,  asim ism o, 

in v e r s a .  Sabido e s ,  (Chapm an-Andresen, 1962; B rand t y P ap p as , 1962; 

M a rsh a ll y N achm ias, 1968) que la s  e ta p a s  s u b s ig u ie n te s  a  l a  f i j a c i ô n  

s u p e r f i c i a l  de m o le c u la s , p rom otoras de l a  e n d o c i to s i s ,  son  c o n s id e ra -  

b lem en te  in h ib id a s  p o r  un descen so  en  l a  te m p e ra tu ra .

En T ttn a h ym en a  s e  d e te c tô  e l  aumejAto deZ  fenôm eno 'zxo cU X ô tia o  a l  

aumentaJi l a  lem peA atuA a  y  e s t e  fenômeno se  r e la c io n a b a  con una mayor
3

d e g ra d a c iô n  d e l  H-DNA a s o c ia d o , a s î  como con l a  in h ib iç iô n  de l a  f a s e
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de a s o c ia c iô n  con l a  e n v o ltu ra  e x te rn a  d e l  c i l i a d o  ( I I I . a . 2 .3 ) .  Por e l  

c o n t r a r io ,  EugZena m u estra  una 2̂jdjLLCcU.ân en t a  zyLdocÂXoàZs d(L V M  

cuando t a  tem pC Aotuna dcàm tnuyc  in d ican d o  una menor e f i c a c i a  en lo s  

g a s to s  e n e rg ê tic o s  que hacen p o s ib le  e l  d e s a r r o l lo  de l a  in g e s t iô n  c i -  

t ô t i c a ,

Queda fu e ra  de n u e s tro  e s tu d io  l a  in f lu e n c ia  de l a  te m p e ra tu ra  en 

l a  in te r a c c iô n  p r im a r ia  h a b id a  e n t r e  E uglena y DNA a tiem pos c o r to s .

I I I . b . l . 7. ESTADO MOLECULAR DEL ^H-DNA INCORPORADO Y RESTANTE EN EL ME 

DIO DE INCUBACION

Se r e a l iz a r o n  c ro m a to g ra f îa s  en la s  s ig u ie n te s  c o n d ic io n e s  e x p é r i­

m e n ta le s  ( no n u t/U cn to À  ) .

1) ^H-DNA a so c ia d o  en 7' d c  Z n c u b a c tâ n  tnjûü 1 ' de, p^eXncubacXÔn  con 

DNA de tim o .

32) H-DNA pA.&&cnte. e.n e t  mexLCo despuês de 10* de in c u b a c iô n .

3) Lavadoé con  d c td o  t o d o a c ë t t c o ,
2

4) E stado  m o lecu la r  d e l  H-PWA tncoKponado en tiempos i^S m t

nuXûà] y e,n tcempo6 nuy toAgo6 {24 D ife re n te s  g ra d e s  de
3

p o lim e r iz a c iô n  d e l  H-DNA de p a r t i d a .

5) ïn^tae.ncU a de. t a  tempeAoXuA/i en l a  d eg rad a c iô n  d e l  H-DNA in g e r^  

do.

6) E s tu d io  de l a  a c c tâ n  de,gfiOüdajdoKa d e t  mexito -n o  n u t r i e n t e -  en e l  

que han s id o  re s u s p e n d id a s , un c i e r t o  tiem p o , l a s  c ê lu la s  de Eu­

g le n a  (P ro ceso  de cex>tân de, pKatetnaM  a t  m e d io ) .

La p e c u l ia r  e s t r u c tu r a  de l a  s u p e r f i c i e  de E u g len a , hace d i f î c i l  su  

tll>ll> p o r lo s  mêtodos conveneio n a le s  de r o tu r a  de c ê lu la s  a n im a le s . La 

n a tu r a le z a  g l i c o p r o te i c a  de su  p e l î c u la  hace  in d is p e n s a b le  e l  u so  de 

enzim as p r o t e o l î t i c a s  p a ra  f a c i l i t e r  l a  a c c iô n  d e l  d e te rg e n te  no iô n i -  

co "N onidet P40", que r e a l i z a  e f ic a z m e n te  lo s  fenômenos de s o lv a ta c iô n  

h id ro fô b ic a  co nducen tes a  l a  l i s i s  c e l u l a r ,  a  l a  te m p e ra tu ra  am bien te  

y en una c o n c e n tra c iô n  d e l  2% (V/V) en NaCl 35 mM (jtnedUX) h lp o iâ n lc o ) .

A c o n tin u a c iô n  l a  a d ic iô n  de l a u r i l  s u l f a t o  sô d ic o  a l  0,2% en e ta n o l  

25% y EDTA-0,1 M en ClNa 35 mM, com pléta  l a  l i s i s  de o rg â n u lo s  q u e , co^



mo lo s  n u c le o s ,  hayan pod ido  e sc a p a r  de e l l a  a  p e s a r  de l a  h ip o to n ic i -  

dad d e l  m edio.

El me todo  seg u id o  (m o d ificad o  p o r n o s o tro s  d e l  de P a r e n t i  e t  a l . , 

1969), e s t â  cond ic io n ad o  po r l a  ne.CZ&ldad d t conteMioA la  IntegàXdad 
del Ĥ-VMA 06odado a Euglena, p u e s to  que en c i e r t a s  o c a s io n e s  se  p e r -  

s ig u e  e l  e s tu d io  d e l  e s ta d o  d e -p o lim e r iz a c id n  de a q u e l .

Por e s t a  c i r c u n s t a n c i a ,  se  d e s c a r ta n  lo s  u l t r a s o n id o s , u t i l e s  cuan­

do se  p e rs ig u e n  o tr o s  o b je t iv o s  ( a is la ra ie n to  de enzim as de E ug lena, de 

g ra n u le s  de p a ra m ilo , e t c . ) .  Asimismo, e l  metodo de P o t te r  queda r e l e -  

gado p a ra  o t r o s  f i n e s ,  p u e s to  que no es n i  lo  s ü f ic ie n te m e n te  e f i c a z ,  

n i  r é s u l t a  p r â c t ic o  dado e l  e lev ad o  numéro de in c u b ac io n e s  in d e p e n d ie ^  

te s  que se  r e a l i z a n  en n u e s tro s  e s tu d i o s ,

Cuando en l a  d ig e s t io n  p r o t e o l i t i c a  se  u t i l i z a  pOono6a, debe aulod^ 
gVuJU6e conform e se  d e s c r ib e  en e l  M a te r ia l  y Mêtodos de e s ta  T e s is .

1°) H-DNA aso c ia d o  er. 1 m inuto  de in cu b ac iô n 1 m inuto de p re in c

b a c io n  con DNA de t i r o  (NaCl 35 r,M)

Los r e s u l ta d o s  se  o fre c e n  en l a  t a b l a  s ig u ie n te ,  y se  han rep re se r . 

Tado en l a  f ig u r a  37.

FRACCION CONTROL CONTROL SIN CELULAS LISADO ( 1 * - 1 ')

NR+ I I 0 ,3 0 0

I I I 0 ,3 0 ,2 0 ,4

IV 44,8* 40,7 34,6*

V + VI 34,9 33 ,8 35 ,6

V II 13 ,1 16 ,0 21,7*

V III 6 ,6 9 ,3 7 .6

100,0 100,0 99 ,9

Se r e a l i z a r o n  dos c o n t r ô l e s , (conform e se  d e s c r ib e n  en l a  se c c iô n  

de M a te r ia l  y M êtodos) o m itien d o  en uno de e l l o s  l a  p re s e n c ia  de c ê lu ­

l a s .  La s im i l i t u d  e n t r e  ambos es  a c u sa d a , s i  b ie n  p a re c e  que l a  presen^
3

c ia  de E uglena d u ra n te  e l  t r a ta m ie n to  de l i s a d o  ( r e a l iz a d o  so b re  e l  H- 

-DNA) conduce a  una d e g ra d a c iô n  a lg o  m ayor. A cc id e n ta lm en te , la s  f r a c -  

c io n e s  V y VI s e  o b tu v ie ro n  re u n id a s  en una s o la  e lu e iô n .
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3FIGURA 37 .- Dispersion de tamanos moleculares del H-DNA retenido  
por Euglena en 1 minuto de pulso tras 1 minuto de pr^ 
incubaciôn con DNA de timo de ternera. Medio NaCl 35 mM. 

3h-dNA asociado a Euglena.
Control (con c e lu la s j .
Control (s in  c ê lu la s ) .
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FIGURA 3 8 .-  Dispersion de tamafios moleculares del ^H-DNA remanen* 
te  en el* medio despuês de 10 minutos de incubaciôn 
con Euglena. Medio NaCl 35 mM.

“9 “ ^H-DNA en el medio.
*  ^H-DNA co n tro l .



En la  f ig u r a  37 se  o b serv a  una wayoH. po-ùùn2/LCZ(KU,âit doX H-PWA (UtO- 

cXado poK Eu.gte.na en ttem po6 nuy coaXo6 ,  comparado con e l  tamario que p r ^  

s e n ta  e l  ^H-DNA de c o n t r o l .  E l lo  se  i n t e r p r é t a  como una mayoA. v e n ta ja  

po^ pOÂJÜL d z  tcià mot ĉJuJLdti g^iandzs p a ra  c o m p e tir  p o r lo s  r e c e p to r e s .

E l esGuer.a concuerda  con e l  modelo e l e c t r o s t â t i c o  d e s c r i t o  en I I I . b . 1 . 3 ;  

la  captuAa ^ e tz c tc v a  obedece a  l a  mayor c a rg a  n e ta  de la s  p a r t î c u la s
3

de H-DNA de mayor g rado  de p o lim e r iz a c iô n .

O tro  hecho que se  e v id e n c ia  s im u ltân eam en te  a l  r e f e r i d o ,  e s  l a  au- 

6zncua d z  dzgKodacXân en tiem pos ta n  c o r to s  como 1 m inuto  de c o n ta c te .
3

La l i b e r a c iô n  d e l  H-DNA u n id o , s e g u i r i a  pues lo s  cau ces  que se  p ro p u - 

s ie ro n  en I I I . b . l . 3.

32°) H-DNA p ré s e n te  en e l  medio de in c u b a c iô n

A 10 m inu tos de in c u b a c iô n , lo s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  fu e ro n :

FRACCION 1®^ LAVADO NaCl Y 

MEDIO INCÜB.
CONTROL ^H-DNA

NR +11 8 ,5 6 ,4

I I I 4 6 ,7 * 26,7

IV 25,3 33,0

V 18 ,7 28,0

VI 0 .6 5 ,6

V II 0 ,1 1 ,2
V III 0 ,2 0 ,1

100,1 100,0

Se comprueba que zn z t  mexLio pxzdonunan ZjU ^Aacctonzô weno4 p o ttm z-  

A ^zadai. La d e s a p a r ic iô n  de l a s  f r a c c io n e s  p o lim e r iz a d a s  e s  p râc ticam eii 

t e  t o t a l  y ambos hechos e n c a ja n  en e l  esquema de capXtlAa 6Z tzcC cva  an ­

t e s  m encionado.

La f ig u r a  38 resum e lo s  r e s u l t a d o s  que s e  com entan.

En e s te  p u n to  de n u e s t r a  d i s c u s iô n ,  hemos de c o n s id é re r  l a  p o s ib i ld  

dad de que en Euglena g r a c i l i s ,  cepa Z , se  p ro d u zca  un fenômeno de CZ- 

6 td n  a t  ïïîzdto d z  p^otzXnai Z àpZ ct^ tcaà, an â lo g o  a l  en co n trad o  p o r noso^ 

t r o s  en Tetrahym ena p y r i f o r m is ,  cepa W. En e s t e  p ro to z o o  (D îaz de Esp^
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FIGURA 3 9 .-  Cesion de proteTnas a1 medio -no nu triente- de suspension. (NaCl 
35 mM).

—Q — Tetrahymena pyriform is.
Euglena g r a c i l i s .



d a , 1972 p ag in a  67) se  puso de m a n if ie s to  l a  p^2^QyicML d t  uncL VhiAoÂd 

tXO CtZiitoA ctdUdci eut m td io ,  no n u u ù i i tn t t ,  en e l  que perm anecîan  l a s  

l u l a s .  P ara  v e r i f i c a r  su  e x i s t e n c ia  en c u l t iv e s  de Euglena g r a c i l i s ,  

cepa Z, se  v a lo ra ro n  p o r e l  mêtodo de Lowry la s  p ro te în a s  t o t a l e s  ced_i 

das a l  medio no n u t r i e n t e ,  (NaCl 35 mM) a  d i f e r e n te s  tiem pos de r e s u s ­

p e n s io n .

La f ig u r a  39 m u e stra  l a  com paraciôn e n t r e  Tetrahym ena p y r ifo rm is  y 

Euglena g r a c i l i s ,  ev id en c ian d o  l a  a u s e n c ia  de e s t e  fenômeno en E ug lena.

La pn.ti>tncMi d t  acX vjùL ad  VhîA'-CL&Zca tn  tZ  mtcUo no n u X A X tn tt de per_ 

m anencia de Euglena s e  in v e s t ig ô  como s ig u e :

a )  C tn t/U ^u g a cZ â n  au&ve d tZ  cwùtCvo d tZ  6 o b ^ tn a d a n t t  (en  NaCl 35 mM, 

3 h o ra s )  y f i l t r a c i ô n  p o r M ill ip o re  (0 ,8 # ) .

b )  In cu b ac iô n  d e l  {^ÂJU/Lodo d t6 p A ,o o ^-to  d t  d u ra n te  60 m inu-
3

te s  con H-DNA de tamaho m o le c u la r  c o n tro la d o .

FRACCION NaCl 35 mM SIN CELULAS CONTROL ^H-DNA

NR+ I I 0 ,1 0 ,5

I I I 7 ,0 5 ,5

IV 27,3  (± 3 ) 33 ,0  e t  3)

V 33 ,0 34,0

VI 2 8 ,0  ( t  2) 24 ,0  (± 2)

V II 4 ,0 2 ,8

V III 0 ,7 0 ,3

100,1 100,1

Los r e s u l t a d o s  fu e ro n  n e g a t iv e s  en c u an to  a una d eg rad a c iô n  d e l  H-
3

-DNA p o r e l  f lu id o  e x o c e lu la r .  E l c o n t r o l  s e  r e a l i z ô  incubando H-DNA 

en NaCl 35 mM d u ra n te  60 m in u to s .

La f ig u r a  40 m u e stra  g râ f ic a m e n te  lo s  r e s u l t a d o s .

3 °) H-DNA a r r a s t r a d o  p o r  lav ad o s  con â c id o  io d o a c ê tic o  (lAC) 0 ,08  M, 

pH 7

A 10 m inu tos de in c u b a c iô n , lo s  r e s u l t a d o s  o b te n id o s  fu e ro n  (F ig . 41):
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FIGURA 4 0 .-  Dispersion de tamafios moleculares del H- 
-DNA expuesto 60 minutos a I medio no nu­
tr ie n te  desprovlsto  de cê lu las  de Euglena 
Ausencia de e fe c to  degradatlvo.

# —  ^H-DNA con tro l.

NaCl 35 mM, s in  c ê lu la s .
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FIGURA Dispersion de tamafios moleculares del H-DNA 

arrastrado por e l  lavado con 2 x S nil de acj_ 
do iodoacêtico  0,08 M pH 7, a los 10 minutos 
de incubaciôn con Euglena. Medio no nutrien­
te .

- - 0—  Lavado con lAc.
^H-DNA contro l.



FRACCION LAVADO lAC CONTROL ^H-DNA

NR + I I 0 ,8 - 5 .4

I I I 11 ,4 26 ,7

IV 61,4* 3 3 ,0

V 2 5 ,0 2 8 ,0

VI 1 .0 5 ,6

V II 0 .1 1 .2
V III 0 ,2 0 .1

E l lav ad o  con lAC se  e fe c tu ô  despuês de d a r  t r è s  lav ad o s su c e s iv o s  

con NaCl 35 mM, e l  û lt im o  de l e s  c u a le s  p re s e n tô  una r a d ia c t iv id a d  d e l  

0,1% r e s p e c te  d e l  p rim ero .

La f r a c c iô n  p r in c ip a lm e n te  a r r a s t r a d a  p o r e l  â c id o  io d o a c ê tic o  a  pH 

7 es la  f r a c c iô n  IV (OLAACLitKZ adUcUonaZ 6obA.z ^H-VSIA la v a d o  pon, z t  

U aC t) , Hay un s e n s ib le  d e sp laz am ien to  h a c ia  f r a c c io n e s  mas p o lira e r iz a -  

das r e s p e c te  a l  PM en peso  que se  o b se rv a  en e l  lav ad o  con NaCl 35 mM. 

E l le  concuerda p lenam en te  con e l  d a te  en co n trad o  en Tetrahym ena p y rifo r^  

mis y  con l e s  p re c e d e n te s  b ib l io g r â f i c o s  ya c i ta d o s  (M eize l y  Kay, 1965) 

que e s ta b le c e n  un a r r a s t r e  de l a s  f r a c c io n e s  mâs p o lim e r iz a d a s  a d h e r i -  

das a  l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r .

3
4°) H-DNA in c o rp o ra d o  en tiem pos c e r t e s  y  la rg o s

3
A un tiem po de 15 m in u te s , l e s  r e s u l ta d o s  o b te n id o s  p a ra  e l  H-DNA 

in c o rp o ra d o  y rém anen te  en e l  medio e x t r a c e lu l a r  fu e ro n :

FRACCION LISADO 15» MEDIO NaCl 35 mM CONTROL ^H-DNA

NR +11 5 ,6 . . . 0 ,5

I I I 4 .6 18 ,0* 5 ,5

IV 24 ,0* 3 0 ,0 33 ,0*

V 4 4 ,1 29 ,1 34 ,0

VI 18 ,6 19 ,9 24,0

V II 2 .9 2 ,4 2 .8

V III 0 ,3 0 .5 0 .3

100,1 100 ,0 100 ,1



-  14J -

La f ig u r a  42 nos da su  e x p re s iô n  g r â f i c a .

De nuevo puede v e rs e  un cuMZyito (en  l a  f r a c c iô n  mâxima) d z t  PM Cü pC 
2

6 0  d a t  H-PMA oubocMido K e6pzcto  aZ qaz quzda m / p t  mzxUo. s  in  em bargo, 

a 15 minuXo6 y a 62. ob6 2A.va l a  apoJilcUdn de  uvia c lz A ta  in a cc lô n  NR + I I ,  

hecho no d e te c ta d o  en tiem pos mâs c o r to s  y obviam ente deb ido  a  l a s  2.X0- 

nuclzaàdô endoc2lulaA26 » La f r a c c iô n  V (mâxima en e l  l i s a d o )  puede gen ^  

r a r s e  p o r e n d o n u c le o l is is  de f r a c c io n e s  mayo r e s .

Es s i g n i f i c a t i v e  e l  hecho de que l a  - f ra c c iô n  IV a so c ia d a  a  E u g len a , 

e s te  d ism in u id a  en r e la c iô n  a l a  p r é s e n te  en e l  c o n t r o l .  A l mismo tiem ­

p o , en e l  medio perm anecen aum entadas l a s  f r a c c io n e s  menos p o l im e r iz a ­

d a s . Todo e l l e  nos l l e v a  a pA.opon.eA. un 26quema de eapluna 6 e le c tC v a  de 

la s  f r a c c io n e s  de mayor tam aho, que a c o n tin u a c iô n  s u f re n  una degAada- 

e lâ n  endâgena te n ta  (mâs l e n t a ,  a l  m enos, que l a  e n c o n tra d a  en T e tra h y ­

mena p y r i f o r m is ) .  Su a p a r ic iô n  mâs t a r d î a ,  ju n to  con lo s  s în to m as  de l a  

a c t iv id a d  e x o n u c le o l î t ic a  p a r a l e l a ,  s u g ie r e  un mecanl&mo degA ada tlvo  no 

ec to e n z tm d ttc o  que s é r i a  l le v a d o  a  cab o , no o b s ta n te ,  po r l a s  n u c le a sa s  

e n d o c e lu la re s . E l fenômeno s é r i a  pues d i s t i n t o  a l  que p ropusim os en Te­

trahym ena ya d e s c r i t o  en e l  a p a r ta d o  I I I . a . 2 .2  de e s t a  d ic u s iô n .

A ttem po6 d e  tn cu bacton  may toAQ06 (24 h o ra s )  y en m edios no n u tr ie ja

t e s  (N aC l, KCl, L iC l y NH C l,  to d o s  e l l o s  35 mM) se  comprobô que l a  d e -
3 *QKadaelôn apoAente d e l  H-PWA no zAa m iy a a u a d a ,  Los r e s u l t a d o s  s e  *x-

p re sa n  en l a s  s ig u ie n te s  t a b l a s  co m p arâ tiv as  y  en l a s  f ig u ra s -  43 y  44.

FRACCION L i Cl Na Cl K Cl NH^Cl CONTROL ^H-DNA

NR+ I I 1 ,7 1 ,2 1 ,0 0 ,2 0 ,5

I I I 4 ,5 5 ,4 4 ,3 3 ,6 6 ,0

IV 66,0* 57,0* 70,0* 64 ,0*  ' 66 ,0*

V 23 ,0 3 1 ,0 . 18 ,0 26 ,0 2 4 ,0

VI 4 ,0 4 ,5 5 ,5 5 ,0 2 ,8

V II 0 ,8 0 ,6 0 ,7 0 ,6 0 ,4

V III 0 ,1 0 ,5 0 ,2 0 ,2 0 ,2

Las c ro m a to g ra f ia s  de lo s  l i s a d o s  de E uglena A.epA.odue2Jfl exac tam en te
a

e t  26peet/L0 de  dui6peK6i6n de tam ahos m o le c u la re s  d e l  H^VNA co n tA o l, E6
3

un H-PWA ïïiuy degAadado (p o r a u t o r r a d i o l i s i s  d u ra n te  su  a lm acen am ien to ).



%
90

40

30

20

10

VIV VI VII VIII

FRACCION

FIGURA 42.* Dispersion de tamafios moleculares del H-DNA 

asociado a Euglena en 15 minutos de incuba- 
ciôn ( #  ) ,  del ^H-DNA rémanente en
el medio y arrastrado por e l  lavado con NaCl 
35 mM al mismo tiempo ( ) .  Control

H*DNA: . Medio no nu triente .
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cuyo PM prom edio en p eso  e s  aproxim adam ente 2 x  10 d a l to n s .
3 7S in  em bargo, po/ta an H-VSIA dc mayox tamano .ùtCcUat, (10 d a l to n s )

s e  o b tu v ie ro n , a  l a s  24 h o ra s  de in c u b a c iô n  en p r e s e n c ia  de so d io  y po-

t a s i o ,  lo s  s ig u ie n te s  r e s u l t a d o s :  (F ig u ra  4 4 ) .

FRACCION Na Cl K Cl ^H-DNA CONTROL

NR + I I 0 ,2 0 ,1 0 .0

5 ,8 7 ,6 3 ,2

IV 35,6* 35 ,9* 13 ,3

V 2 8 ,6 29 ,6 20 ,4

VI 20 ,2 18 ,4 44 ,4*

V II 7 ,4 6 ,2 1 5 ,3

V III 2 ,3 2 ,2 3 ,4

ApaA,entement&, l a  d e g ra d a c io n  en E uglena no p ro g re s a ,  en 24 h o r a s ,  

de l a  f r a c c iô n  IV . Una a l t e r n a t i v a  - c ie r ta m e n te  e s p e c u la t iv a -  p a ra  e x p l^  

c a r  e s t e  d a to ,  s e r i a  a c e p ta r  que e l  DNA exogeno in c o rp o ra d o  en e s to s  

d io s  no n u t r i e n t  e s ,  60  ZntzgA/Uia 0it eZ VNA d c t  hu^Apexi^ o f re c ie n d o  un 

e s p e c t ro  con mâximo en l a  f r a c c iô n  IV cuando s e  c ro m a to g ra f la .  P ero  h e -  

mos de a c e p ta r ,  no o b s ta n te ,  que e l  DNA exôgeno haya s id o  d^K adado pfiz 

vÂjcanentZ. y  6o6 ^KagmzifitoA - in c lu s o  lo s  n u c le ô t id o s  p ro c é d a n te s  de l a  

e x o n u c le o l i s i s  ya  r e f e r i d a -  utULCzadoA en t a  deJi WA pKOptjO

d t t  c u t tc v o ,  que en e s e  tiem po  ex perim en tô  un aum ento de l a  p o b la c iô n  

in d iv id u a l  de 3 /4  aproxim adam ente (de 5 x 10 c e l l s /m l p asô  a  8 ,5  x  10 

c e l l s /m l a  l a s  24 h o ra s  de  ayuno en l a  o s c u r id a d ) .  La $ u s e n c ia  de f r a c ­

c io n e s  NR+II a  e s to s  tie m p o s , en c o n tra p o s ic iô n  a  lo  e n c o n tra d o  a  t i « n -  

pos mâs c o r to s  (15 m iA u to s), i n d i c a r l a  su  u t i l i z a c i ô n  e in c o rp o ra c iô n  a 

l a s  f r a c c io n e s  m a y o r i ta r ia s  d e l  DNA h u êsp ed , ace p tan d o  p a ra  ê s t a s  un PM 

en peso  pequefio (IV , V y V I) con mâxima p a r t i c ip a c iô n  de l a  f r a c c iô n  IV.

La p o s ib i l id a d  de  a c e p ta r  una e sc a sa  e f e c t iv id a d  de l a s  DNA a s a s  e n -
3

d o c e lu la r e s  de E u g len a , de modo que e l  H-DNA exôgeno e s c a p a ra  a  su  a c -  

c iô n ,  perm aneciendo i n t a c to  d ic h o  tiem po de 24 h o ra s  en e l  c i to p la sm a  

c e l u l a r ,  no p a re c e  una a l t e r n a t i v a  muy f irm e .

S in  em bargo, una AtXua<Uân de comp^omlôo e n t r e  ambas p o s ib i l id a d e s ,  

t r a e r i a  co n s ig o  que aunque frag m en tes  deg radados d e l  H-DNA exôgeno r e -  

s l s t i e r a n  l a s  24 h o ra s  en e s ta d o  p o lim e riz a d o  (a lg o  mener de f r a c c iô n  IV ),
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FIGURA 44. -  Dlspersl6n de tamaRos moleculares del ^H-DNA retenido ' 
por Euglena a las 24 horas de Incubaddn en medios no 
n u tr len tes .

KCl 35 mM.
^  NaCl 35 mH.

—e— Control ^H-DNA (a lto  PM ) .
P



lo s  n u c le ô tid o s  l ib e r a d o s  s lm u ltân eam en te  e In c o rp o ra d o s  a l  DNA huêsped 

(de tamailo m o le c u la r  mâs a l t o  que e l  su p u e s to  en l a  p rim era  p o s ib i l id a d )  

e/vm&ca/LOàejî ta  dZQHjojdacÂjôn ^yidomcZojotJüUcja a t  u to j i  tnt^gnada a u  /tu - 

dtactixftdad en la i  iaaccton ti wâji polÂmeAlzadoi, d e l  DNA d e l  huêsped .

35®) I n f lu e n c ia  de l a  te m p e ra tu re  en l a  d e g ra d a c io n  d e l  H-DNA in c o rp o ra d o

Se U ev ô  a  cabo un experim en tô  an a lo g o  a l  r e a l i z a d o  en Tetrahym ena 

p y r i f o r m is ,  c ro m a to g ra fiâ n d o se  p o r d u p lic a d o  l a s  in c u b a c io n e s  r e a l i z a -  

das a  0-4°C y a 29®C, d u ra n te  65 y 60 m inu tos re s p e c t iv a m e n te .

Los r e s u l ta d o s  ex p resad o s en l a  f ig u r a  45 fu e ro n  lo s  s ig u ie n te s :

FRACCION 29®C 0 -  4®C ^H-DNA CONTROL

N R + II 1 ,3* 0 ,0 * 0 ,0

I I I 7 ,0 2 ,9 0 ,0

IV 4 8 ,4  (± 5)* 6 3 ,1  C± 6)* 2 3 ,0
V 33 ,6 27 ,1 24 ,9

VI 9 ,1 6 ,2 30 ,0*

V II 0 ,7 0 ,8 16 ,9

V III 0 ,0 0 ,0 5 ,2

TOTAL 100,1 100 ,1 100 ,0

A un tiempo de 60~70 nUnuto6, e l  H-DNA in g e r id o  y a  ha s u f r id o  una 

degAodactân notable, con mâximo en f r a c c iô n  IV , hecho que c o n t r a s t a  con 

lo s  d a to s  o b te n id o s  de in c u b a c io n e s  mâs c o r t a s ,  in d i c a t iv e s  de una cier^ 

t a  s e le c t iv id a d  de c a p tu ra .  La tempenatuJia poAece aumentoA la  exonucleo_ 
I t i t i  a l  tiem po que d ism inuye l a  d e g ra d a c io n  a  f r a c c iô n  IV, La f i a b i l i -  

dad de lo s  d a to s  c ro m a to g râ f ic o s  (10% de e r r o r  en cada f r a c c iô n )  no nos 

p e rm its  e s ta b le c e r  e s t e  hecho d e f in i t iv a m e n te . Por e l  c o n t r a r io ,  pode- 

mos a f irm a r  que l a  degoadaciân a inacctân IV poogaeia aon^ome cumenta 
e l  tiempo de incjuhaciân (en  e l  i n t e r v a l e  in v e s t ig a d o  desde lo s  15 minu­

to s  a  lo s  60-70 m in u to s ) .
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FIGURA 45 .^ Influencia de la temperatura de Incubaciôn en la degr^
daclôn del ^H-DNA asociado a Euglena durante un tiempo
'hnedlo". Medio no n u tr ien te .

29*C, 60 minutos.
— 0~4*C,  65 minutos.

3.H-DNA c o n tr o l .



III.b.2. CINpiICA DE ASOCIACION ^H-DNA - EUGLENA.
PULSOS DE 1 MINUTO DE DURACION

Ya ha quedado d e s c r i t a ,  en e l  a p a r ta d o  I I I . b . 1 .3 ,  l a  c i n l t i c a  de a s £  

c ia c io n  que s ig u e  e l  DNA ex p u esto  a  un c u l t iv o  de Euglena p re in cu b ad o  

con DNA de tlm o de te r n e r a  d u ra n te  p é r io d e s  de tiem po d i f e r e n t e s .  En d ^  

cho experim en tô  llegam os a  c o n c lu i r  l a  e x i s t e n c ia  de una p in o c i to s i s  

"p o r c a rg a s  a c u m u la tiv a s"  d e l  DNA p r e s e n te  en e l  m edio , no n u t r i e n t e ,  

de in c u b a c iô n .

E sto s  mismos experim en tos  s e  r e a l i z a r o n  p re in cu b an d o  d i f e r e n te s  t i ^  

p o s ,  c u l t iv e s  ay u n an tes  de E uglena g r a c i l i s  en  p re s e n c ia  de RMA de le v a  

d u ra  y p o l ig lu tâ m ic o .

I I I . b . 2 .1 .  INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON RNA DE LEVADÜRA,

EN LA CAPTURA DE ^H-DNA

En l a  f ig u r a  46 s e  han re p re s e n ta d o  lo s  v a  lo r e s  o b te n id o s  p a r a  l a s  

cUfeAente^ capaccdadtA AeccpCcvcu que p r e s e n ta n ,  p a ra  e l  H-DNA de p u i­

s e ,  c ê lu la s  de Euglena p^e^cubacUu cU^eAentu tcempo6 con RNA de, leva - 
diuta,

Vtàde, ix>6 pAxmeA06 ÀJUtanteA, l a  c o n c e n tra c iô n  e x te rn a  de RNA (2 4 ,4  

y g /m l) , àaXuJUL ta, hwpefi^icJie, de, B igtena, de modo que en e l  m in u te  de
o

p u ls o ,  e l  H-DNA capaz  de in c o rp o ra r s e  e s  e l  mismo s e a  c u a l  s e a  e l  t i ^  

po de p re in c u b a c iô n ; e l  n iv e l  de in c o rp o ra c  iô n  e s ,  en to d o s  l o s  c a s o s ,  

muy b a jo .

E l fenôneno  co rresp o n d e  con lo s  hechos encont r a d e s  en T e trahym ena, 

in d ic a n d o  que e l  nOmero de m oles de RNA p r é s e n te  en  e l  m edio e s  s u f i c i w  

t e  p a ra  dm antener btoqaeado6 to6 puntcA A,ece.ptoA,e>6 de ^H-DNA. No 6 e, o6- 

6eAva tibeAACJjSn d e t RNA adhe/Udo en e l  p e r io d o  de tiem p o  in v e s t ig a d o .

I I I . b . 2 .2 .  INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PREINCUBACION CON PQ EN LA CAPTURA 

DE ^H-DNA

Segûn s e  o b se rv a  en l a  f ig u r a  4 7 , to d o  p a re c e  i n d i c a r  que ta , OCUpd- 
ctân de, la  6upeJL{XxUz de, Euglena poA, e l PG e6 méU le n ta  que oon cual" 
qute/L otHO polûne/LO antânlco en^ayado, A un tiem po  de  3 -5  m in u to s  de p r £

3
in c u b a c iô n , e l  H-DNA puede in c o rp o ra r s e  en  mayor p ro p o rc iô n ,  s i  b ie n
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no es muy s i g n i f i c a t i v e  l a  d i f e r e n c ia  c u a n t i t a t i v a  con r e s p e c to  a  o t r o s

tie m p o s .

No hay tCbzAa<Uân deJi potLQÙitânUxio (UocXado, Por e l  c o n t r a r io ,  a  

tiem pos mayores  de 8 m in u to s , e l  n iv e l  p e rm itid o  de c a p tu ra  e s  c o n s ta n ­

t e  y su  d i f e r e n c ia  con e l  n iv e l  mâximo a lcan zad o  muy pequefia. La c a n t i -
3

dad de H-DNA in c o rp o ra d o , en i r g /c ê lu la ,  e s  s ig n if ic a t iv a m e n te  mayor 

que l a  que hacen p o s ib le  e l  RNA y e l  DNA de p re in c u b a c iô n . Todo e l l o ,  

conduce a su p o n er una UCjI&cl àj\X.Vuxjo.oJjSïi t n t a t  zZ. pot^ùitArUco y  EugẐ
3na, E l H-DNA de p u ls o ,  in t e r a c c io n a r îa  fav o rab lem en te  con l a  s u p e r f i ­

c i e ,  d esp lazan d o  a l  PG r e te n id o .

I I I . b . 2 .3 .  SATURACION SECUENCIAL CON DNA, RNA Y PG

La f ig u r a  48 m u e stra  como cn zZ  XyitZAvaZo dz. ConcZJîZAacZonZ4 en que 

s e  ha ex p erim en tad o , no hay  voAZacZân ap-iccZab^-Z. de la  in c o rp o ra c iô n  de
3 IH-DNA, conform e s e  aum enta l a  c o n c e n tra  on de p re in c u b a c iô n  de c u a l -  

q u ie ra  de lo s  b io p o lîm e ro s . E s ta s  concea i tc lo n es  p a rec en  pues s u f ic i e i i  

t e s  p a ra  que se a lc a n c e  la  hcutuAacZân d? punZo6 6upzA^ZcX aZz^ que 

r e c ib e n  a l  DNA de p u ls o .

S in  em bargo, lo 6  oaZoKZit de tü que 4 e  a lc a tiza n  con z t  PG 6 on con&Zde- 

n a b lz m z n tz  mayoazM que con VHk y RNA (en  e s t e  o rd e n ) .  E l lo
3

supone que e l  H-DNA de p u ls o ,  d e sp la z a  con mayor v e n ta ja  e l  PG de lo s  

s i t i o s  r e c e p to r e s  (y  lo g ra  ocupar mâs h u e c o s ) ,  despuês a  un b io p o lîm e ro  

homôlogo (DNA de tlm o ) y f in a lm e n te ,  e l  d e sp laz am ien to  que e s  capaz  de 

h a c e r  a  m o lêcu la s  de RNA, es  e l  menos f a v o ra b le  p a ra  su  in c o rp o ra c iô n . 

E s to s  d a to s  c o n s t l tu y e n  una c o n firm ac iô n  de lo s  en co n trad o s  cuando s e  

e s tu d iô  l a  c l n ê t i c a  de a s o c ia c iô n  q n tre  d ic h o s  p o lia n io n e s  y  E ug lena .

Al mismo tiempo, coinciden conceptualmente con los datos encontrados en 
Tetrahymena.
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I V .  C O N C L U S K .  : ; e

Se han in v e s t ig a d o  d i f e r e n te s  v a r ia b le s  que in f lu y e n  en l a  /jncoKpOAa 

oL6n dOiZCXa. d e l  medio de H-DNA exôgeno a  c ê lu la s  de p ro to z o o s . Asimis^ 

mo, l a  i d i z  d z  ZntZAaccXân p r im a r ia  b io p o lîm e ro  0 — »» c ê l u l a  ha  s id o  ca_ 

r a c t e r i z a d a  en a te n c iô n  a  f a c t o r es  qu lm icos y f î s i c o s  cap a ces  d e  a l t e -  

r a r l a .

Los d a to s  e x p é rim e n ta le s  han  s id o  p ro cesad o s  con a r r e g lo  a  un ï/ULÙt- 

m izn to  zstadC&ZCco. Las c o n c ù u ^ n z ô  CJUumtCtatlvaA hay que v a l o r a r l a s , 

p o r  t a n t o ,  con e l  g rado  de f i a b i l i d a d  que p e rm ite n  lo s  ZAAjOAZ& ZXpZJUr 

m zntaZ zi o b te n id o s ,  rese fiad o s to d o s  e l l o s  en e l  a p ên d ice  de e s t a  Tes i s .

I )
A) La cuantZcL d z  l a  captuAa  s e  in c re m e n ts  de modo l i n e a l  conform e au  . 

ment a  l a  c o n c e n tra c iô n  de ^H-DNA p r é s e n te  en e l  m edio , en  e l  i n t e r v a lo  

desd e  0 ,2 4  y g /m l h a s ta  25 y g /m l.

o
B) E l ntzcUû d z  Incjubaccân, m o d if ie s  l a  c i n ê t i c a  de c a p tu ra  de H-DNA, 

m a n ife s tâ n d o se  de e s t e  modo a l t e r a c io n e s  f i s i o l ô g i c a s  r e la c io n a d a s  con 

l a  KZgulacüSn ZâffUca d e l  p ro to z o o  ; e s to s  fenôm enos son  cap a ces  de m odi- 

f i c a r  e l  e s ta d o  e l e c t r o s t â t i c o  de l a s  c ê lu la s  y  p o r  t a n to  su  ca p a c id a d
3

de in c o rp o re r  H-DNA.

C) Los d a to s  c in ê t ic o s  de in c o rp o ra c iô n  en p r e s e n c ia  de à j 6 h  A O < U jO  

e v id e n c ia n  un fenômeno de c a p tu ra  r â p id a - c e s iô n  g ra d u a i  d i s t i n t o  d e l  en 

c o n tra d o  en  o t r o s  m edios.

3
D) La c a p tu ra  de H-DNA es  m ayor, en u n id a d es  m âsicas  y  en u n id ad es  

m olar e s ,  conform e s e  in c re m e n ts  e l  pz^o m olzaila/L  p^umzÂio zn  pzAO d e l
3

H-DNA de e n say o . E s te  in c rem en to  e s  d i f e r e n t e ,  en su  o rden  de m ag n itu d .



a l  c o n s id e ra r  lo s  y g /c ê lu la  in c o rp o ra d o s  o e l  n** de m o lêcu la s  / c ê l u l a .

E) La a&odcucZân deJt ^H-VNA con kcàtoncu  t o t a l e s  de tim o  de t e m e r a ,

no a f e c ta  a  l a  c i n ê t i c a  de in c o rp o ra c iô n .

F) En xin mexLù) dc^isfûjio^ l a  c i n ê t i c a  de in c o rp o ra c iô n  es s im i la r  a  

l a  d e s c r i t a  p a ra  lo s  p ro c e so s  en p r e s e n c ia  de iô n  s o d io .  Los n iv e le s  

c a p tu ra d o s  s e  m o d ific a n  f  avo rab  lem ent e p o r  C^CctOdZi tnzZjoSoôUxJOh (ATP, 

GTP), que a p o r ta n  l a  e n e rg ia  n e c e s a r ia  p a ra  lo s  p ro c e so s  re la c io n a d o s  

con l a  e n d o c i to s is  (fo rm ac iô n  de c a n a le s ,  r e p a ra c iô n  de l a s  e s t r u c tu r a s  

em p leadas, e t c . ) .

G) E l ATP nttâ Ẑ JiQjOiZ como prom otor de l a  e n d o c i to s is  Cy como re p a  

r a d o r  de l a s  e s t r u c t u r a s )  que e l  GTP.

3
H) E l aumento de txmpZKoZiJJUx. d ism inuye l a  in c o rp o ra c iô n  de H-DNA a 

T etrahym ena. E l fenômeno e s té  re la c io n a d o  con una JijnhJüoJücJüSn dc ta  jd&C 

de IntznaccMSn pKÂmuUa D N A -cêlula, con una mayoK dzgJiadacZôn d e l  ^H-DNA 

a so c ia d o  a  Tetrahym ena y  con lo s  fenômenos de KZQüJtaCÀjSn JiônJica que 

tam biên  se  a l t e r a n  p o r e s t a  v a r i a b le .

K) En un mùiuto  de tiem po  de in te r a c c iô n  e l  H-DNA s o lo  a lc a n z a  l a  

s u p e r f i c i e  c e l u l a r  (auXoAAOcUogAaiZa),

L) La 6upza^txu,c c c tu to A  s ig u e  un p ro c e so  de ocupactJSn^tUbzAacUjôn
3

con un mînimo en l a  r e c e p t iv id a d  p a ra  e l  nuevo H-DNA de p u lso  a  3 -4  m i­

n u to s  y  una e s t a b i l i z a c i ô n  a  p a r t i r  de lo s  10 m inu tos ( n iv e l  mâximo).

M) La s a tu r a c iô n  de lo s  r e c e p to r e s  (de  DNA) con RNA mâA tznZa que 

con DNA; asim ism o o c u r re  con e l  pfLOCZ&o de de~4otuJia<Uân c o n s ig u ie n te .  

(E l mînimo en l a  r e c e p t iv id a d  d e l  p u ls o ,  s e  e n c u e n tra  a  13-15 m in u to s ) .

N) E l p o lîm ero  a n iô n ic o  potZgtutâirUjCO (PG) no p r é s e n ta  e l  d o b le  fe n £  

meno de o c u p a c iô n - l ib e ra c iô n  en co n trad o  con ^ A  y  DNA. La s a tu r a c iô n  de 

l a  s u p e r f i c i e  es gA odaat y  acuntitaZùoa, re la c io n â n d o s e  e s t e  com portam ie^ 

to  con l a  IndaccZôn  -no  tZncJiânZca- d e  p^cce606 d e  p tn ocX to6 t6  q u e , p r £  

g re s iv a m e n te , i n u t i l i z a n  lo s  r e c e p to r e s  s o e r f i c i a l e s  de p o l ia n io n e s .

0 )  La in h ib ic iô n  de l a  r e c e p t iv id a d  p a ra  e l  H-DNA de p u ls o  w  l a  sia 

p e r f i c i e  c e l u l a r  e s  mâs sensiblm@e& aum ento de l a  concent/uuU/fn de pfie-



ÂJicubacZân (en  u n id a d es  m â s ic a s ) ,  de RNA y DNA (en  e s te  o rd e n )  que de 

PG. E s te  hecho s e  r e la c io n a  con l a  de ta  tnteAaccXén p o -

l îm e r o - r e c e p to r .

P) E l RNA es  un in h ib id o r  levem ente mâs f u e r t e  que e l  DNA y ambos lo  

son c o n s id e ra b le m e n te  mâs p o te n tes  que e l  PG, dem ostrando a q u e l lo s  una 

mayor aitntdad pofi e t  xeeeptoa que e s te  û l t im o .

Q) E l H-DNA que in te r a c c io n a  con Tetrahym ena ttempot tan. cx)Ato6 CO- 

mo 1-2 mùiut06 a p a re c e  degradado ta n to  en e l  medio de in c u b a c iô n  como 

e l  que perm anece a s o c ia d o  a  l a s  c ê lu la s  iendonucteott&ti ectoenztundtica), 
La d e g ra d a c iô n  e s  endonacteotCtCca p r in c ip a lm e n te  aunque hay sîn tom as 

é v id e n te s  de exonucteoiZ&tt a  tiem pos mâs l a r g o s .  Ambas a c t iv id a d e s  

g re sa n  conform e aum enta e l  tiem po de in te r a c c iô n  ^H -D N A -cêlulas.

R) La p re in c u b a c iô n  con DNA y PG no a f e c ta  a  l a  d e g ra d a c iô n  endonu- 

c l e o l î t i c a ;  s i n  em bargo, ta  p^etncubactân con RNA ta  eàtimuta,

S) La tcbzAactân h a c ia  e l  m edio d e l  DNA u n id o  a l a  s u p e r f i c i e  de Te­

trahym ena, se  r e la c io n a  con l a  degàadactân p ro d u c id a  s o b re  a q u e l p o r una 

VNA-cua ectoenztndtcca. E s ta  a c t iv id a d  4e eAtUimta poa ta  pfte&encta de 
RNA en l a  s u p e r f i c i e  c e l u l a r ;  a l  mismo tiem po e t  tncaemento de ta  degHÔ  
dacMSn e s  e l  f a c t o r  re sp o n s a b le  de l a  ïïiayofi tnhtbtccân apoAente que pre^ 

s  e n ta  e l  RNA f r e n t e  a l  DNA. E l tê rm in o  " a p a re n te ” s i g n i f i e s  que e l  ^H- 

-DNA de p u lso  a p a re c e  a so c ia d o  en  menor c a n t id a d  (cuando l a  p re in c u b a ­

c iô n  s e  r e a l i z ô  con RNA) po rque 4tt tXbzAactân e4 mayoA a t  6eA wdA tn te^  
4Æ 4(1 degAodactSn,

T) Se ha p u e s to  de m a n if ie s to  un fenômeno de com petenc ia  p o r lo s  pun 

to s  r e c e p to r e s  e n t r e  DNA y  RNA, de form a que e l  RNA e s  d e sp laz ad o  con
3

mâs e f i c a c i a  p o r  e l  H-DNA de p u lso  de mayor tamafio m o le c u la r .  E s te  h e -  

22 ) cho s e  r e la c io n a  con l a  mayor c a rg a  e l e c t r o s tâ t ic è i  poy m o lâ c u la .

Por o t r o  la d o ,  u t i l i z a n d o  medUoà no nu tA ten tci p a ra  e l  e s tu d io  de l a  

in te r a c c iô n  DN A -cêlulas de Eugtena^ se  ha l le g a d o  a  la ^  s ig u ie n te s  con­

c lu s  io n e s :

U) La cuantXa de ta  tncoApoAocUân aum enta de modo l i n e a l  a l  incremeia 

t a r s e  l a  c o n c e n tra c iô n  de ^H-DNA en e l  medio de in c u b a c iô n . E l interva*» 

lo  de  c o n c e n tra c io n e s  ensayado  va desde  5 yg /m l h a s ta  25 y g /m l.



V) La CjoncentAOiUân exXzAioA de Zân 6odUo in f lu y e  en lo s  n iv e le s  de
3 ^H-DNA c a p tu ra d o s . Et mùu/no p re se n ta d o  a  c o n c e n tra c io n e s  18-30 mM de

NaCl se  i n t e r p r é t a  como una co n secu e n c ia  de lo s  e^ecto6 contACLpue6to6 
p ro d u c id o s  p o r l a  s a l  ta n to  en l a  acceàÂJbZJLùdad (con fo rm aciôn  d e l  recep^ 

t o r )  como en l a  c a rg a  e l e c t r o s t â t i c a  de l a s  c ê lu la s  como co n secu en c ia  

de l a  tntenZoAizacXôn de toneA Na*,

X) Et medio no nuXAiente de incubactân a f e c ta  a  l a  c i n ê t i c a  de in c o r
3 “

p o ra c iô n  de H-DNA.

En pfieAencZa de K* e x i s t e  un fenômeno de ptnocJXoAtA acwnutattva que 

t ie n d e  a l a  AatuJUicJjSn,
En p re s e n c ia  de Na"*", e x i s t e  un p ro ceso  de pXjnocXXoAZA dLiACjonZüfUiû. 

"po r c a rg a s"  d e te rm in ad o  p o r lo s  cU^eAenteô eAtado4 de ocupaciân-tibeAA 
<Uân que Aiguë ta  Aupefi^icie de E ug lena.

Y) E£ d e l  ^H-DNA p ré s e n ta  un oatoA ôptimo p a ra  su  in c o rp o ra c iô n

en p re s e n c ia  de iô n  K***. E l hecho s e  r e la c io n a  con l a  d u a l id a d  de e f e c -  

to s  a n ta g ô n ic o s  d e r iv a d o s  de l a  menoA a^inidad de l a s  m o lêcu la s  peque- 
fias (menor c a rg a  e l e c t r o s t ê t i c a  ) f r e n t e  a  l a  menoA oceeAiJbitijdad  a  lo s  

r e c e p to re s  de l a s  m o lêcu la s  g ran d es  {di^ZAente CX>n£oAnacij6n en ZAte mg- 

d io ) , ju n to  con una v a r ia c iô n  en l a  ZAtzquiomztAXa de l a  a s o c ia c iô n  

DNA-cêlula {ocupacidn de voAioA AeceptoKZà po r m o lêcu la s  g ra n d e s ) .

En pAe&encia de iô n  Na*, s e  p r e f ie r e n  J *s m o lêcu la s  de mayor tam afio, 

s ie n d o  p o r t a n t o , de im p o rta n c ia  p r in c i p a l  en e s t e  medio, e t  efecXO de 
t a  coAga zZettAJOAWULoa,

Z) Et de&cen&o de ta  tzmpzAatuAa dCminuye ta  capacidad endociXâtica 
de E ug lena.

A ')  E l RNA de p re in c u b a c iô n ,  s a tu r a  en tiem pos muy c o r t o s ,  l a  s u p e r f  

c i e  de E ug lena. En c o n tra p o s ic iô n  a  lo  o b servado  con e l  DNA de p re in c u ­

b a c iô n  en NaCl 35 mM, no s e  a d v ie r te n  v a r ia c io n e s  con e l  tiem po  en e l  

e s ta d o  de o cu p ac iô n  de l a  s u p e r f i c i e  p o r e l  RNA, y e l  n iv e l  de in c o rp o -
3

ra c iô n  d e l  H-DNA de p u ls o  e s  muy b a jo .

B*) La ocupaciôn de ta  AupeA^iaie poA e t  PG de p re in c u b a c iô n  e s  mâs 

l e n ta  que con RNA y  DNA. Tampoco s e  o b se rv a  e l  fenômeno de l ib e r a c iô n  

d e s c r i t o  p a ra  e l  DNA. E l PG a d h e r id o  a  l a  e n v o l tu ra  d e  E uglena e s  { d c it 
mente deAptazado p o r e l  ^H-DNA de p u ls o .



c*) La a^i/Udad p o r l a  s u p e r f i c i e  de E uglena de lo s  p o lia n io n e s  ensa^ 

yados e s ,  pOA ooden decAeciente: RNA » DNA »  PG.

3D *) Et H-DNA aAoclado a Eugtena en tiem pos c o r t o s , p ré s e n ta  una d i ^
3

t r ib u c io n  e s t a d î s t i c a  de tamafios m o le c u la re s  mayor que e l  H-DNA de p a r  

t i d a ,  p o s tu lâ n d o se  una captuAa AZJtectCva de la& moltcatoA de mayoA tcana
3

âo . A l mismo tiem po  e l  H-DNA d e l  m edio a p a re c e  mâs deg radado .

E*) La d e g ra d a c iô n  d e l  ^H-DNA d e l  m edio no Ae debe a  una endonucZea- 
Aa exocetutoA  como se  d e te c tô  en T etrahym ena.

F ')  E l â c id o  Io d o a c ê tic o  0 ,08  M provoca  un a r r a s t r e  a d ic io n a l  -s o b re  

e l  lav ad o  con NaCl- de l a s  f r a c c io n e s  de mayor PM  ̂ a s o c ia d a s  a  E uglena.

G ')  La degAadaciân en d on u cleo tù U ca  es  en E uglena de coASateA endoce  

ÙJütoA y  t r a n s c u r r e ,  p o r t a n t o ,  con mayor l e n t i t u d  que l a  d e te c ta d a  en 

Tetrahym ena, de n a tu r a le z a  e c to e n z im â tic a .

H ')  La ZJKOnacJieoZiAiA tam biên  e s t â  p r é s e n te  en E u g len a , m an ifes tân d o  

se  en tiem pos m edios (1 -2  h o r a s ) .  E s ta  a c t iv id a d  Ae incAZinenta con ta  
tempenatuAa.

I ' )  A tiempoA de incubaciân muy toAgoA, l a  d e g ra d a c iô n  d e l  ^H-DNA in^ 

co rp o rad o  no p ro g re s a  mâs a l l â  de l a s  f r a c c io n e s  IV y  V, en dependencia
3

i e l  tamafio d e l  H 

lexonucteotiAiA  ) .

d e l  tamafio d e l  ^H-DNA de p a r t i d a ,  dzAapaAedendo toA ^AaccionzA NR+II

J* )  E s te  com portam iento  s e  i n t e r p r é t a  como una co n secu en c ia  de l a  

p a r t i c ip a c iô n  en e l  e s p e c tro  g lo b a l  d e l  DNA a s o c ia d o  a  ^ g l e n a ,  de fra&  

m entos deg rad ad o s con e l  DNA p ro p io  d e l  h u ê sp e d , m arcado ra d ia c tiv a m e n ­

t e  p o r l a  u t i l i z a c i ô n  en su  r e s l n t e s i s  de lo s  n u c le ô t id o s  l ib e ra d o s  en 

l a  e x o n u c le o l i s i s .

K ') Tbdos lo s  d a to s  l l e v a n  a  p ro p o n er p a ra  E uglena un ZAquzma de Û0£ 

tuAa AzJiectiva  de l a s  m o lêcu la s  de mayor tam afio; toA {enânenoA de OAO- 
ciaciân-tXbzAociân  p re s e n ta d o s  p o r e l  DNA no ZAtdn AzZacUonadoA en Eu- 
gtena con una a c tiv id a d  ectoenzim dtica endonucteotitCca, s in o  con e f e c -  

to s  d e r iv a d o s  de l a  COAga ztectAO Atdtica  de d ic h a s  m o lêcu la s  m odificado^ 

r a s  de a lg u n o s  p ro c e so s  im p lic ad o s  en l a  r e g u la c iô n  iô n ic a  de e s t e  f l a -  

g e la d o .
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A P E N D I C E

A c o n tin u a c i6 n  s e  d e t a l l a n  l a s  c o n d ic lo n e s  e x p é r im e n ta le s  que en c a -  

da caso  d ie ro n  lu g a r  a  l a  oB tencidn  de lo s  r e s u l t a d o s  re c ie n te m e n te  d l£  

c u t id o s .

Las c o r re c c io n e s  r e a l iz a d a s  s e  ban  d e ta l la d o  en  e l  M a te r ia l  y  Mdtodos 

de e s t a  T e s i s ,  a l  ig u a l  que e l  p ro c e d im ie n to  em pleado en  e l  p ro ceso  e s -  

t a d i s t i c o  que ban  seg u id o  lo s  d a to s ,  con a r r e g lo  a l  CAiXzfiio de Chauve- 
n et.

En e s te  A pêndice s e  reco g en  asim ism o to d o s  lo s  v a lo r e s  ex p érim en ta ­

l e s  o b te n id o s ,  in d ic d n d o se  l a  desvtactân  estandaA OAtgtnaZ y l a  deÂVÀA- 
ciân estandoK KeduêCda despuês de h ab e r desechado  e l  v a lo r  mâs le ja n o  a  

l a  m ed ia , s ig u ie n d o  e l  m encionado c r i t e r i o  de C hauvene t.

Las nuevas m édias a r i tm é t i c a s  a s l  c o n se g u id a s , se  hap  u t i l i z a d o  p a ra  

l a  e la b o ra c id n  de lo s  d a to s  C n g /c e l)  que s e  r e p r e s e n ta n  an  l a s  c o r r e s -  

p o n d ie n te s  f ig u r a s  o b ie n ,  s i  l a  d is c u s i6 n  no lo  r e q u ie p e ,  s e  ban r e p r £  

s e n ta d o  d ire c ta m e n te  en cpm.

A lgunos v a lo re s  in d e p e n d ie n te s  no ban p o d ido  s e r  t r a t a d o s  de e s t e  mô  

d o , p o r  no d e r iv a r s e  de l a  m edia de t r è s  m edidas e x p é r im e n ta le s .

E l expex jm ento  de in c u b a c iô n  d i r e c t s  en  un m edio d e f ln id o  (en  p r e s e £  

c i a  de ATP y GTP) , . r e a l iz a d o  con Tetrabym ena p y r i f o r m is , e s  e l  û n ic o  ex  

p e rim en to  no p ro cesad o  con a r r e g lo  a l  c r i t e r i o  de C bauvenet.

Las C ro m a to g ra fla s  en DEAE-Celulosa, o f re c e n  unos v a lo r e s  p o rc e n tu a -  

l e s  de l a s  d i f e r e n te s  f r a c c io n e s  e lu id a s ;  l a  d e s v ia c id n  e s ta n d a r  e s tim a  

da p a ra  to d a s  l a s  f r a c c io n e s  e s  d e l  10% de su  v a l o r .  (E jem p lo : 68%+ 6 ,8% ). 

Los d a to s  esqperim en ta ies que f ig u r a n  con un s ig n o  ( - )  son  lo s  desacbados 

p o r e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o .
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INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION. DE H-DNA EN SU CAPTgRA DIRECTA DEL MEDIO

(TETRAHYMENA PYRIFORMIS)

Medio de in c u b a c iô n  «m edio de  c re c im ie n to  c o m p lé té .

(C ê lu la s ) :  1 ,5  % 10^ /m l.
3 '

( H-DMA) :  v a r i a b l e .

Tiempo de incid>aci6n: 10 m in u tes  ( c o n s ta n te ) ,

A lic u o ta s :  0 ,75  m l.

Lavados so b re  e l  f i l t r e : 2 x  5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a 0-4*C. 

Volumen in c u b a c iô n : 25 m l.

RESULTADOS: en Çpm, segûn  t a b l a  de t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  d e  d a to s .

TETRAHYMENA PYRIFORMIS

EXPERIMÉNTO: Influencia d« la  eoncantraciôn d* Ĥ-DNA en su captura d irecta  dal Mdio

Media De av. 
tipica. % iû ï i

Desv.
tipica. % i l ï i l

&) ’h-ona

344 618 -  1119 693 393 56,66 481 193 40,28 111 0,24 ugAil

423 713 -  1205 780 395 50,66 568 206 86,10 118 0,48 m

1449 2253 1813 1838 . 408 21,90 1838 402 21,80 282 1,00 m

3815 3608 4101 3841 247 6,44 9841 247 8,44 143 4,00 m

13504 13580 11621 12928 1132 8,76 12928 1132 8,76 653 8,00
f

m

14429 15775 16319 15507 972 8,27 15507 • 972 8,27 661 18,00 m

20444 19713 20935 20384 816 3,07 20364 816 8,02 865 16,00 m

26623 25289 27674 24479 119* 4,87 28479 1194 4,87 689 24,00 n



CINETICAS DE CAPTURA DIRECTA DE H-DNA EN MEDIOS NO NUTRIENTES CTetrahy,
mena Pyriformis)

Medics de in c u b a c iô n : L iC l, NaCl y KCl, 35 mM, pH 7 .

( C ê lu la s ) :  a )  L iC l = 1 ,1 5  x 10^ /m l.

b )  NaCl = 1 ,5  X 10®/ml

c )  KCl = 1 ,0 8  X 10®/ml 

(^H-DNA) = 1 ,27  yg /m l.

A c tiv id a d  e s p e c l f ic a  = 1 ,9 8  x 10^ dpm/ug (239 y g /m l) .

E f ic ie n c ia :  8,5% ( p a t r o n e s ) ,

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Lavados: 2 x  5 m l con e l  m edio de in c u b a c iô n  a  0-4*C.

RESULTADOS: T ab la  s ig u ie n te

çpm dpm 4 P " /cal *g /  ca l ^inc.
29110 342470 0,596 o ,îo 0,012 l 'IS "
20913 246035 0,428 0,22 0,012 10'
24910 293059 0,510 0,25 0,014 26* L itie
14387 169259 0,294 0,15 0,006 42'
12090 142235 0,248 0,12 80'
7013 82506 0,144 .. 0,07 0,006 106'

79512 935435 1,250 0,63 0,014 l'SO**
27519 323753 . 0,432 0,22 0,004 15'
20407 240082 0,320 0,16 0,002 26' SOdio
12464 146635 0,196 0,10 - 40'
6041 *71070 0,094 0,05 . 0,004 70'
5300* 62353 0,082 0,04 - 103'

15400 181176 0,336 0,17 0,002 l'15*
20160 237176 0,440 0,22 0,004 8'
14474 17028*2 0,316 0,16 0,004 24»
7941 93423 0,172 0,09 0,001 40' Fetanie
7125 83823 0,158 0,08 82*
5331 62718 0,116 0,06 0,001 90'
4900* . 57647 0,106 0,05 - 120'

*Incubacioa«s individu*!## (a ia  tratamiento ostad la tieo ).
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INCORPORACION DIRECTA DE UN COMPLEJO H-DNA-HISTONAS 

(T etrahym ena p y r ifo rm is  )

Medio de in c u b a c iô n : NaCl 35 mM.
6

(C ê lu la s )  = 1 ,3  X 10 /ip l.
3

( H-DNA-Histonas) = 1 mg/ml.
4.

A c tiv id a d  e s p e c i f ic a  = P esco n o c id a .

L avados: 2 x 5 ml de medio de in c u b a c iô n  a  0-4*C.

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

RESULTADOS: En cpm, segûn  f ig u r a  en e l  c o r re s p o n d ie n te  cuad rô  de t r a t a -  

m i e n to .e s ta d l s t i c o  de d a to s .

TETRAHYMENA PYRIFORMIS 
3.EXPERIMENTO: Ineorporaclôn d lracta da un eomplajo H-DNA-Hiatonaa an nadio no nutr ia n te . Cilia 35 mM.

^incub. Madia Daav.
tipica. % iû i t

Daav.
tipica. %

&
1'30" >8525 11468 11468 10620 1825 17,19 11667 282 2,42 162
7* 4732 5488 .6315 5178 396 7,65 5178 396 7,65 228

10' 4641 4361 4460 4487 141 3,16 4487 l4l 3,16 i t
IU'30" 3461 3560 3496 3505 50 1,43 3505 50 i .w 28
19'30" 3405 4145 3177 3575 506 14,15 8291 161 4,90 98
27' 2463 2259 2333 2351 103 4,39 2351 103 8.S* 59
37' 2190 2048 1990 2076 102 4,96 2076 !• 102 4,96 58
47' 1797 1900 1748 1615 77 4,27 1815 • 77 4,27 44
60' 1499 1687 1793 1659 148 8,97 1659 141 9,97 85
72' 1875 1316 1374 1355 83 2,49 1355 88 2,49 19
84' 1485 1394 -  1203 1360 143 10,58 1439 > 4,47 87
93' 1080 1025 960 1021 60 5,88 io2i 80 5,88 84

145' 779 704 -951 Oil 126 15,61 741 53 7,15 80
210' 486 -408 502 465 So 10,81 494 80 2,29 6 '
260' -461 349 336 382 68 17,90 842 9 ;,88 5
290' w e 285 296 296 11 3,88 896 11 8,M 6



I./W

INFLUENCIA DEL PM DEL ^H^DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO,

(Tetrahym ena p y r i f  o rm is)

(1 )  PM = 6 X 10 d a l to n s .
P

Medio de in c u b a c iô n : NaCl 35 mM.

(C ê lu la s )  = 1 ,5  X 10^/m l.

C^H-DNA) = 1 ,27  yg/m l
5

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  1 ,9 8  x 10 dmp/yg (239 y g /m l) .

E f i c ie n c ia :  8,5% ( p a t r o n e s ) .  ,

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Lavados: 2 x 5 ml con medio de in c u b a c iô n  a  0 -4°C .

(co rresp o n d e  a  l a  e x p e r ie n c ia  de " C in ê t ic a  de c a p tu ra  d i r e c t a  en medios 

no n u t r i e n te s 'J .

(2 )  W  = 10 d a l to n s . Se u t i l i z ô  e l  mismo H-DNA degradado e sp o n tâ n e ^

m ente h a s t a  d ic h o  PM y a  l a  mimna c o n c e n tra c iô n  en y g /m l, e l  mismo nü
P "

mero de c ê lu la s  p o r  m l, mismos volûm enes a l i c u o t a s  y  la v a d o s .

La e f i c i e n c i a  fu e  en e s t e  c a so  d e l  10% m edida tambiê%% con l a  ayuda 

de p a t ro n e s .

S in  em bargo, lo s  r e s u l t a d o s  no ban s id o  t r a t a d o s  e s ta d ls t ic a m e n te  

p o r d e r iv a r s e  de f i l t r a c i o n e s  û n ic a s  p a ra  cad a  tiem p o .

RESULTADOS

cpm dpm d pm /cel irg /c e l ^ in c .

58432 584320 0 ,7 8 0 ,3 9 1

23157 • 231570 0 ,30 0 ,1 5 6

18135 181350 0 ,2 4 0 ,1 2 15

13556 135560 0 ,1 8 0 ,0 9 27

6324 63240 0 ,08 0 ,0 4 80
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INFLUENCIA DE LA TEMPERATURA DE INCUBACION EN LA INCORPORACION DIRECTA

DE ^H-DNA-TETRAHÏMENA PYRIFORMIS

Medio de in c u b a c iô n : Medio de c re c im ie n to  co m p le to .

(C ê lu la s ) :  10^ /m l.

(^H-DNA): 1 ,2  y g /m l.

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  1 ,9 8  x  10 dpn /yg  (239 y g /m l) .

E f ic ie n c ia :  12,5% ( p a t r ô n ) .

A lic u o ta s :  1 m l.
Lavados so b re  e l  f i l t r o :  2 x  5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4®C. 

Volumen de in c u b a c iô n : 10 m l.

RESULTADOS: En cpm, segûn  t a b l a  de t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  de lo s  d a to s .

cpm dpm dpm/cel «g/eel 'in c . TÎ

125304 1002432 1,00 0,50 8»
112735 901880 0,90 0,45 30' 0*-4»C
95894 767152 0,77 0,39 60'

93379 747052 0,75 0,38 10?
82778 662224 0,66 0,33 33' 18*C
55621 444968 0,44 0,22 70»

46523 372184 0,37 0,19 5»
•178 65424 0.06 0,03 40'
2627 21016 .0,02 '  0,01 70»

TETRAHYMENA PYRIFORMIS
3

EXPERIMENTO: Influianci# de la températera de Incubacldn» en la  Ineorporaclôn d irecta de H-DNA.

'in c . Xt Media De av. 
Upica. %

Deav.
tipica. %

W
Obaervac.

8 mina 126548 1?5912 123452 125304 1635 1,30 125304 1635 1,30 943 0*-4*C
30 »! 112141. 1110Q8 115057 112735 2088 1,85 112735 2088 ; 1,85 1205 0*-4"C
60 W -113870 100623 91166 101889 11409 11,20 95894 6687 6,97 3860 y#4*c
10 w 91900 .94900 -74610 87122 10936 12,55 93379 2091 2,24 1207 18*C
33 w 76456 87828 84051 82778 5791 7,00 82778 5791 7,00 3343 18*C
70 * 59312 56588 50962 55620 4258 7,66 55620 4258 7,66 2458 18*C

S m 49285 43762 -34981 42676 7213 16,90 46523 3905 8,39 2254 29*C
40 H 5664 : 7999 8358 7340 1462 19,93 8178 ;  253. 3jl0 146 29*C
TO 2486 2635 2761 2627 137 6»24 2627 137 6,24 79 21«C
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DIFERENTES TIEMPOS ÙE PREINCUEACION CON RNA DE LEVADURA 

(Tetrabym ena P y r ifo rm is )

Medio in c u b a c iô n : Medio de c re c im ie n to  com ple to .

(C ê lu la s ) :  9 ,1  x 10^ /m l.

(^H-DNA): 0 ,49  yg/m l (p u ls o  con 2 y l ) .

(RNA) = 90 ,9  yg /m l (150 y l ,  s o lu c iô n  1 m g/m l).
g

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  2 ,4 7  x 10 dpm/yg (407 y g /m l) .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.
t

Volumen in c u b a c iô n : 1 ,6 5  m l.

E f ic ie n c ia :  5% (R elaciÔ n de c a n a le s ) .

Lavados so b re  e l  f i l t r O :  2 x  5 ml de m edio de In cu b ac iô n  a  0-4*C.

RESULTADOS:

Cpm dpm dpm /cel v g /c e l \ r e i n c .

1849 36980 0 ,0814 0,033 1»

1021 20420 0,0449 0,018 3*

1016 20332 0,0447 0,018 6 '

448 8974 0,0197 , 0 ,008 13*

2252 45040 0,0991 0 ,040 21*

3273 65472 0,1440 0,058 3 1 *
2506 50136 0 ,1103 0 ,045 4 V

TETRAHYMENA PYRIFORMIS 

EXPERIMENTO: Diferentes tiempo# de prelncubseidn con RNA df levadura.

'p re inc . ’ i V Media Desv.
tipica. %

Dfsvé
Uylca. %

1* •
. ' 

-2SS30 18122 18859 21933 5975 27,24 18490 » 2,82 300
3' 10599 9834 10428 10210 504 4,94 10210 504 4,94 291
6» 9995 10437 -13722 11351 2070 18,24 10166 383 3,77 221

13» 4183 . 4791 8335 5103 1109 21,74 4487 429 9,58 247
ai* 25173 21009 21379 22520 2304 10,23 22520 2304 10,23 1330
31' 33195 31835 20379 32736 4999 15,27 32736 4999 16,27 2836
45' 25009 23795 28403 25066 1306 5.21 26068 1306 6,21 . 763



DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON POLIGLüTAMICO 

(Tetrabym ena p y r i f o r m is )

Medio de in c u b a c iô n : Medio de c re c im ie n to  com ple to .

(C ê lu la s )  = 9 ,87  x 19^ /m l.

(^H-DNA) = 0 ,3 4  yg/m l (p u lso  con 2 y l ) .

A c tiv id a d  e s p e c l f ic a :  2 ,7 4  x 10^ dpm/yg (352 y g /m l) .

(PG) = 12 ,3  yg/m l (25 y l ,  s o l .  1 m g/m l); PM = 48000 d a l to n s ;  (308 r e s t o s ) .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Lavados so b re  e l  f i l t r o :  2 x 5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4*C.

Volumen de in c u b a c iô n : 2 ,025m l.

E f ic ie n c ia :  6,7% (P a trô n ) .

RESULTADOS:

cpm dpm dpm/cel »g/cel 'o re ln c .
33008 495120 1,004 0,180 1*
27176 407640 0,827 0,148 3»
26598 398970 0,809 0,145 5»
27148 407220 0,826 0,148 8»
26887 403305 0,818 0,147 15*
24370 365565 0,741 0,133 20*
25514 382710 0,776 0,139 30*
24110 361650 0,734 0,131 52*
21323 319845 0,649 0,116 70*

TETRAHYMENA PYRIFORMIS ,

EXPERIMENTO: Diferentes tlempos de preincubacidn con pollglut&nico.

'p relne ^2 Media Desv.
tipica. %

Media Desv.
tipica. % i g ï

1* 34566 31450 -26875 30963 3868 12,49 33008 22Q3 6,68 1271
3* 26550 27015 27964 27276 720 2,65 27176 720 2,65 415
5* 26660 26418 26716 26598 158 0,60 26598 158 0,60 91
8* 26776 • 27612 27056 27148 425 1,57 27148 425 1.87 245

15* . 27930 25735 26996 26887 1101 4,10 26887 1101 4,10 635
20» , 25078 24171 23863 24370 631 2,59 24370 631 2,59 364
30* -28420 25270 25758 26482 1695 6,40 25514 " 345 1,35 199
52» 24500 M720 28166 25462 2373 9,32 24110 ’ 551 2,29 316
70. 20285 22190 21495 21323 964 4,52 21323 964 ».S2 556



SATURÂCION SECUENCIAL CON DIFERENTES CONCENTRAGXONES DE DMA EN LA FREIN
CUBACION. (Tetrabymena Pyriformis)

Medio de in c u b a c iô n : e l  de c u l t iv o  com ple to .

(C ê lu la s )  = v a r i a b le .
3

( H-DNA) = v a r i a b le .

Volumen de in c u b a c iô n : v a r i a b le .

(DNA) = v a r ia b le  e x p e r im e n ta l.  (S o lu c iô n  de 1 m g/m l).
• 6A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  1 ,9 8  x 10 dpm/yg (239 y g /m l) .

E f ic ie n c ia  de c o n ta j e : 8,5% ( p a t r o n e s ) .

L avados: 2 x 5 ml con medio de in c u b a c iô n  a  0 -4 ^0 .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Tiempo de p re in c u b a c iô n : 20 m in u to s .

RESULTADOS: P a ra  e l  c â lc u lo  de w, debe s e g u ir s e  e l  p ro ced im ie n to  que s e  

d e s c r ib e  en  l a  t a b l a  s ig u ie n te .  Los v a lo re s  han s id o  c o r re g id o s  p o r  e l  

e f e c to  de d i lu c iô n  a l  aum entar e l  volum en de in c u b a c iô n . (N orm alizac iôn  

a  2 m l) .

M* DNAt
<4gr

V (al)
incub

DNA,
Clig/al)

DNA*
0*81

DNA*.10"* 
0*8 A il) epa dpa ( C 8 lu ^ ) /k l 8 * /o « l

iaeerp .
8 * /« # l

puaatoa
•h  DMA* 

(«aptaraOe)
pUBStO

41 DMA* 
oocvagiOe 

per T. ineub

1/* .  
,)/a* 10 *

1 10 2,02 4,99 0,06 2,97 2369 1799*.- 0 ,99 5,64 0,0289 0,030 .8800 . 98 t . 08 0,168

2 20 2,030 9,89 0,16 7,87 4941 98303 1,082 10,77 0,0944 0,073 . 7 4 8 .797 2 . 02 0,128

3 40 2,050 19,51 0,24 11,70 4903 97895 1,073 10,79 0,0949 0,108 .  900 912 t . 09 0,188

4 70 2.080 33,65 0,24 11,94 1929 18042 1,109 3,27 0,0169 0,104 . 188 188 2 . 04 0,284

9 79 2,085 39,97 0,24 11,91 969 11434 1,103 2,07 0,0104 0,104 '. 100 .104 2 . 01 0,312

6 100 2,110 47,39 0,24 11,87 1112 13122 1,137 2,81 0,0117 0,100 .  117 .128 2 . 02 0,417

7 100 2,102 47,57 0,48 22,83 2176 29678 1,000 9,89 0,0272 0,228 .1181 .128 2 . 03 0,208

8 129 2,139 58,55 0,24 11,24 798 9418 1,124 1,97 0,0084 0,100 . 084 . 08 t 009 0,928

9 19» 2,160 69,44 0,24 .u.u 889 8130 1,157 1,81 0,0071 0,088 . 074 . 08 t .007 0,628

10 179 2,185 80,08 0,24 10,98 988 8938 1,190 1,17 0,0059 0,082 .  084 . 07 2 .006 0,714

U 200 2,210 90,90 0.24 10,86 884 4531 1,178 0,77 0,0089 0,092 . 8 4 7 .048 2 .004 0,638

12 290 2,280 130,6; 0 ,24 10,82 488 8148 1,288 0,88 0.0042 0,088 #48 .088 2 008 1 .04

i  B i  ■ 9I4%
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SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES CONC^NTRACIONES DE RNA EN LA PREM
CUBACION. (Tetrabymena pyrif omis)

(1) Concentraçiones baias

Medio de incubaciôn: e l  de cu ltivo completo.
(Cêlulas): 10^/ml.
(RNA) = variable experimental.
(®H-DHA) = 0,352 Ug/tal (2 J il),
Actividad espTOlfica: 2,74 li lÔ  ̂ dpo/|ig (352 ligAtl)*
Eficiencia: 6,5% (Patrones).
Volumen de incubaciôn: 2 ml (se c^widera constants).
Tiempo de preincubaciôn: 13 minutos.
Alicuotas: 0,5 ml.
Lavados: 2 x 5 ml con medio de incubaciôn a 0*4^C.

(2) Concentraçiones médias y a lta s

Medio de incubaciôn: e l  de cu ltivo ccoq^leto.
(Cêlulas) a 1,4 X 10^Asl*
(RNA) a variable experimental.
3( H-DNA) a 0,700/volumen de incubaciôn; (pulso con 2 n i) .

Eficiencia: 5% (relaciôn de canales).
Volumen de incubaciôn: variable por diluciôn a l  afiadir el RNA Caoluoiôn

de 1 mg/ml).
Actividad especlfica: 3 x 10  ̂ dpm/yg (350 yg/ml).
Alicuotas: 0,5 ml.
Lavados: 2 x 5 ml de medio de incubaciôn a 0-4^C.
Tiempo de preincubaciôn: 13 minutos.

RESULTADOS: Para e l  câlculo de w debe seguirse el proĉ imiento que a s  

d éta ils  en ly  tabla adjunta.
Los valoreê que figuran en la  tabla (2) del trataffliendo estadlstico 

de los datos, son 4 x cpm.
En e l  câlculo de w estos valores han sido corregido# por el efecto 

de la  diluciôn provocada a l  afiadir e l  RNA (soluciôn de concentraciôn 
1 mg/ml).
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TETRAHYMENA PYRIFORMIS

EXPERIMENTO: Diferentea concentracionM. d« RNA d# lavadura en la  preincubaciôn. (1): Concentracionea bajae,

R/D* Media Dé av. 
tipica. %

Desv.
tipica.

r———  

% ëpfco.
&

0.71 28521 27862 27380 27921 572 2,05 27921 527 2,05 304
1,42 30522 30772 30647 .30647 125 0,41 30647 125 0,41 72
1.77 28548 30478 30049 29691 1013 3,41 29691 1013 3,41 584
2,84 2S843 31524 27997 29784 1769 5,94 29784 1769 5,94 1021
3,55 33242 31713 31471 32142 960 2,99 82142 960 2,99 554
7,1 18333 19017 17641 18330 486 2,65 18330 486 2,65 280

TETRAHYMENA PYRIFORMIS
EXPERIMENTO: Diferentea oonoentraclonee da RNA de levadura en la  preincubaciôn. C2): Cqncentraciene# a ltae .

Media Desv.
ttpica. % Desv.

tipica. % U ï i l&
7568 7821 8437 7942 446 5,63 7942 446 5,63 257
8631 7547 7717 7965 583 7,32 7965 583 7,32 336
8086 9449 5948 7827 1764 22,54 8767 963 10,99 555
7509 . 7371 7613 7497 121 1,62 7497 121 1,62 69
6515 -8099 6390 7001 952 13,61 6452 88 1,37 50
6101 6711 5838 6216 447 7,20 6216 447 7,20 235
5250 6061 5575 5628 408 7.25 5628 408 7,25 288
4173 5132 4402 4569 500 10,96 4569 ' 500 10,96 288
3750 4391 3951 4030 • 327 3,13 4030 327 8,13 188

-2305 1843 1690 1946 320 16,45 1766 108 8,12 82



SATURACION SECUENCIAL CON DIFERENTES CONCENTRACIONES DE POLIGLÜTAMICO
EN LA PREINCUBACION. [Tetrabymena pyriformis)

Medio de in c u b a c iô n : e l  de c u l t iv o  co m ple to .

(C ê lu la s )  = 5 X 10^ . V a r ia b le  p o r  l à  d i lu c iô n  p rovocada a l  a f ia d ir  e l  po 

lig lu t& m ico  ( s o lu c iô n  de 1 m g/m l).

(^]p-DNA) = 0 ,7 0 4  yg/volum en de in c u b a c iô n ; (p u ls o  con 2 y l ) .  

(P è lig lu tâ m ic o )  = v a r ia b le  e iq p erim en ta l.

Volumen de in c u b a c iô n : v a r ia b le  p o r  d i lu c iô n .
g

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  2 ,7 4  x  10 dpm/yg C352 y g /m l) .

E f ic ie n c ia :  6,66% (p a t r o n e s ) .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Lavados: 2 x  5 ml con medio de in c u b a c iô n  a  0-4*C.

RESULTADOS: P a ra  e l  c â lc u lo  de w debe s e g u ir s e  e l  p ro c e d im ie n to  que s e  

d e t a l l a  en l a  t a b la  a d ju n ta .  Los v a lo re s  han s id o  c o r re g id o s  p o r  e l  e f e ^  

t o  de l a  d i lu c iô n  que s e  p rovoca  a l  a f ia d ir  l a s  c o n c e n tra s io n e s  c r e c ie n -  

t e s  de P o lig lu tâ m ic o , a  p a r t i r  d e  una s o lu c iô n  de c o n c e n tra c iô n  1 m g ^ l .  

(N orm alizac iô n  a  2 m l) .
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PREINCUBACION SIMULTANEA CON DNA DE TIMO Y R*A DE LEVADURA 

[Tetrabym ena p y r ifo rm is )

Medio de in c u b a c iô n : Medio de c u l t iv o  com ple to .

( c ê lu la s )  = 2 ,5  x  10^ /m l ( v a r ia b le  segûn  V in c u b a c iô n ) .

( H-DNA) = 0 ,7  ug/volum en de in c u b ac iô n  (p u lso  Con 2 y l ) .
0 ■

A c tiv id a d  e s p e c l f ic a  : 3 x  10 dpm/yg (350 y g /m l) .

E f i c i e n c i a : 5% ( r e la c iô n  de c a n a le s ) .

Volumen de in c u b a c iô n : v a r i a b le  p o r  d i lu c iô n .

(DNA) = 5,. 1 0 , 1 5 , 20 (yg/volum en de in c u b a c iô n ) .

(RNA) = 25 , 30 , 50 (yg/volum en de in c u b a c iô n ) .

Tiempo de p re in c u b a c iô n : 10 m inu tos con afflbos b io p q llm w o s  a  l a  v e z . 

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

L avados: 2 x  5 m l con m edio de in c u b a c iô n  a  0^4*0.

RESULTADOS: P a ra  e l  c â lc u lo  de  W, debe s e g u ir s e  e l  p ro ced im ie n to  de l a  

t a b la  a d ju n ta .

RNA
ug/v

DNA
ug/v

. DNA* 
Ng/V ^(■1) cpm dpm dpm/e«l *g*/c«l.

incorpormdas
*g*/c#l
piieates

«
( •/* )

m( 4S> 
cmrrcg. D/D* m/D#

25 5 0,7 2,03 14508 290160 1,178 0,393 2,8 0,140 0,142 7,1 35,5
25 10 0,7 2,035 6139 122780 0,501 0,167 H 0,060 0,061 14,2
25 15 0,7 2,04 6323 126460 0,516 0,172 n' 0,061 0,062 21,21 w

25 20 0.7 2,045 3408 68160 0,279 0,093 n ■ 0,053 0,034 28,6 *

30 5 0.7 2,035 6334 126680 0,515 0,171 M o .o fl 0,062 7.1 42,0
30 10 0,7 2,04 4648 92960 0,379 0,126 I. 0,040 0,046 14,2 m

30 15 0,7 2.045 5084 101680 0,417 0,139 • ■ U O.OfO 0,050 21,4 n

30 20 0,7 2,05 2356 47120 .0,193 0,074 « ' 0 ,0 ^ 0,027 28,0 m

SC 5 0,7 2,055 3209 64180 0,264 0,088 o .o ji 0,032 7,1 91
50 10 0,7 2,06 2524 50800 0,209 0,069 0,095 0,026 14,2 m \

SO 15 0,7 2.065 1731 34620 0,143 . 0,048 m , 0,017 0,018 21,4 m ■ ,

50 20 0,7 2,07 18^3 36260 0,150 0,050 • « 0,017 0,018 28,0 ' M
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CPMPETËNCIA EM LA RECEPCIÔN ENTRE DNA Y RNA. PULSO CON H-DNA DE DISTIN

TO PM . (Tetrabym ena p y r i f o r m is ) .
P

Medio de in c u b a c iô n : Medio de c u l t iv o  com ple to .

(C ê lu la s )  = 8 ,3  x  10^/volum en de in c u b a c iô n .

(RNA) = 1 0 , 2 5 , 50 , 100 vg/volum en de in c u b a c iô n .

(^H-DNA). = 0 ,014  yg/volum en in c u b a c iô n  (PM. = 10^ d a l to n s ) .
6 P

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  2 ,4 7  x 10 dpm/yg (407 y g / m l ) .

(^H-DNA). = 0 ,7 0 0  yg/volum en in c u b a c iô n  (PM_ = 6 x  10® d a l t o n s ) .
2 ’ 6 P

A c tiv id a d  e s p e c l f ic a  = 3 x  10 dpm/yg (350 y g /m l) .

Volumen in c u b ac iô n  -  v a r i a b le  segûn  d i lu c io n e s  *

A lic u o ta s : 0 ,5  m l.

E f ic ie n c ia :  5% (R e la c iô n  de c a n a le s û .

Tiempo de p re in c u b a c iô n : 10 m in u to s .

RESULTADOS: P a ra  e l  c â lc u lo  de w debe s e g u ir s e  e l  p ro ced im ie n to  que s e  

d e t a l l a  en l a  t a b l a  a d ju n ta .

RNA
lig

RNA*
wg ''inc. cpm dpm dpm/cel *S/c#l

incorpopada#
«g/cal
puaatoa

M
VI

w
eorrag.. R/D«

10 0,814 1,51 . 2047 40940 .0,099 0,040 1,47 0,03 0,04 12,3
25 1,525 3146 62920 0,154 0,062 W 0,04 0,04 30,7
50 1,55 .4541 90820 0,226 0,091 # 0,06 0,06 61,4

100 1.65 6480 129760 0,344 0,139 W 0,09 0,09 123,0

10 0,700 1,51 4111 82220 0,199 0,080 1,20 0,06 0,07 14,3
25 1,525 6462 129240 0,313 0,126 N ' 0,10 0,11 31,7
50 1,55 2182 43840 0,109 0,044 N 0,04 0,04 71,4

100
( l) (1)

1,65 5558 111160 0,294 0,119 a 0,09 0,10 143,0

(l)ug puMto# «n voluMii inculMiolôa V.

EXPERIMENTO: Coap«t«neia an la  réeapoiôn da SNA da timo y RNA da lavadura.

R/D*
/ z Media Desv.

tipica. % i û Ë
Desv.
tipica.

r  ' " 
%

p

— ,— ---------

12,3 2043 1814 2286 2047 236 11,53 2047 236
■T '*■ 

11,53 136 10* D
30.7 -2347 2898 3394 2879 523 18,19 3146 350 11,15 202 #
61.4 -3590 4386 4697 4224 570 13,52 4541 219 4,84 126 m

123 7088 5642 6736 6488 754 11,62 6488 754 • 11,62 435 #

14.3 4126 4464 3745 4111 359 8,75 4111 359 8,75 207 6 »  10* D
35,7 6268 6253 6866 6462 349 5.41 6462 349 5,41 201 m

71.4 2356 1945 2275 2192 217 . 9,93 2192 217 9,93 125 m

143 5611 -4233 5505 5116 766 14,99 5558 74 1,55 42 m



INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO
(Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl 35 mM.

Tiempo de in c u b a c iô n : 10 m in u te s .

( C ê lu la s )  = 10® m l.
3( H-DNA ) = v a r ia b le  eaqperim ental.

Volumen de in c u b a c iô n : 2 m l.

A lic u o ta s  = 0 ,5  m l.

L avados: 4 x  5 ml de m edio in c u b a c iô n  a  0-4*C.

RESULTADOS: En cpm, segûn  f ig u ra n  en e l  c o r re s p o n d ie n te  cu ad ro  d e l  t r a ­

ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  de d a to s .

EUGLENA GRACILIS 
3.EXPERIMENTO: Jnfluencia de la concentraciôn de H-DNA en su incorporaciôn d irec ta .

(̂ H-DNA)
yg/ml ^2 Media Desv.

tipica. %
Media Desv.

tipica. % m a .
(±)

S 10485 11290 10887 10887 402 3,70 10887 10887 3,70 232
10 15140 15767 17848 16251 1417 8,72 16251 16251 8,72 828

• 15 ' -22420 32713 27567 27566 5146 18,77 30140 30140 12,07 2100
20 29846 . -44663 29687 34732 8600 24,76 29766 29766 0,38 64
25 47899 1 51117 49508 49508 1609 3,25 49508 49508 3,25 929



3
EFECTO DE LA CONCENTRACION DE NaCl EN LA INCORPORACION DIRECTA DEL H-DNA

(Euglena gracilis)

Medios de in c u b a c iô n : S o lu c io n es  de NaCl de c o n c e n tra c io n e s  v a r i a b le s .  

(C ê lu la s )  = 1 ,1 6  X 10®/ml.

(®H-DNA) = 0 ,985  yg/m l (5  y l ,  de una s o lu c iô n  de 690 y g /m l) .

A c tiv id a d  e s p e c l f i c a :  10 dpm/yg.

Volumen de in c u b a c iô n : 3 ,5  m l.

A lic u o ta s :  1 m l. .

L avados: 2 x  5 ml de NaCl 35 mM a  0-4*C.

Tiempo de in c u b a c iô n : 10 m in u te s .

E f i c i e n c i a : 2% [ p a t r o n e s ) .

RESULTADOS:

cpm dpm dpm /cel irg /c e l NaCl
(mM)

92546 4627300 3 ,9 9 3 ,9 9 9

68784 3439200 2 ,96 2 ,96 18

70585 3529250 3 ,0 4 . 3 ,0 4 35

88036 4401800 3 ,79 3 ,7 9 50

94037 4701850 4 ,05 4 ,0 5 70

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Efecto de la  concentraciôn de ClNa en la  ineorporaclôn de *H-MIA.

(NaCl)
mM / z ^3 Media Oesv.

tipica. %
Oeav.

; tipica. %

9 -84285 94410 90682 89792 5120 5,70 92546
f

2636 2,85 1521
18 64847 -80833 72721 72800 7993 10,98 68784 5567 8,09 3214
35 69278 71424 71054 70585 1147 1,63 70585 1147 1,63 662
50 84593 . 89699 89817 88036 2982 3,39 88036 2982 3,39 1721
70 94876 94876 93052 94037 920 0,98 94037 920 0,98 531



CINETICAS DE INCORPORACION DE H-DNA EN MEDIOS NO NÜTRIENTES CLiCl, NaCX,
KCl y NĤ Cl, 35 mM). CEuglena gracilis).

( C ê lu la s ) :  1 )  L iC l 1 ,068  x 10^ /m l.

2) NaCl 1 ,0 6 3  X 10®/ml.

3) K C l 1 ,1 6  X 10^ /m l.

4 ) NH^Cl 0 ,99  X lO ^/m l

(^H-DNA) = 8 ,8  yg/m l (PM = 2 x 10® d a l to n s ) .
P g ■

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,6  x  10 dpm/yg (483 y g /m l) .

E f i c ie n c ia r  2% ( r e la c iô n  de c a n a le s l .

Volumen de in c u b a c id n : 11 m l.

A lic u o ta s ;  0 ,5  m l.

L avados: 3 x  5 ml con e l  medio de in c u b a c iô n  c o r re s p o n d ie n te  a  0-4*C.

RESULTADOS: En cpm, segün l a  t a b l a  d e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  de l e s  

d a to s .

En l a  in f lu e n c ia  d e l  PM  ̂ en  c a p tu r a ,  s e  ban c o n v e r t id o  lo s  v a l w e s  

en NaCl y  KCl a  i rg /c 6 lu la .

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMCNTO: CinCtleaa d« incorporael6iu da Ĥ-DNA an medio» no nutrlanta» (ClLi, ClNa, CIK, 3S mM).

*lnc. ^2 7 : Media Deav.
tipica. % i û Ë

Deav.
tipica %

i l l
Medio

3'
11*
33*
55*

120*
155*

11257
8954

-8745
9249

15143
30*106

14602 
8787 

23027 
9765 
9499 

: 32414

14604
11112
25637
11678

-32521
-18127

13487
9617

19136
10230
19054
27149

1931
1296
9093
1279

11999
7849

14.32
13,48
47,52
12,51
62,97
28,91

13487
9617

24332
10230
12321
31660

1931
1296
1845
1279
3990
1060

14,32
13,48
7,58

12,51
32,39
3,37

1114
748

1065
738

2303
615

Li Cl

3*
11* • 
33*
55*

103*

150104
254246
300417
282878
386714

158171
-154372
260434

-545795
303374

155964
283623
170778
275179
333431

154746
230747
243876
367617
341173

4169
67754
66386
15434
42205

2,69
29.36 
27,22 
41,98
12.37

154746
268934
243876
278528
341173

4169 
2077? 
66386 

• 473$ 
4220$

2.69 
7,72

27,22
1.70 

12,37

2406
11992
38327
2734

24367

W^Cl

3*
11’
33*
M*

105*
130*

31732
34161
53468
46184
60837
84703

30402
23782
32238
50493
88465
68634

25165
28971
40707
70049
68484
47552

29116
28971
42137
55575
72595
66963

. 3490 
5189 

10687 
12718 
14265 
18631

11,99
17,91
25,36
22,88
19,65
27,82

29116
28971
42137
55575
72595
66963

3490
5189

10687
12718
1426$
18631

11,99
17,91
25,36
22,88
19,65
27,82

2014
2995
6170
7342
72595

10756

K Cl

3*
11*
33*
55*

120*
160*

39349
13437
25134
34704
36619

121194

47798
14685
25135
47624
40445

-166543

-10247
-23923
19623
41471
32050
86785

32464
17348
23297
41266
36371

124840

19699
5727
3182
6462
4202

40003

60,68
33,02
13.66
15.66 
11,56 
32,04

43573
14061
23297
41266
36371

103989

5974
882

3182
6462
4202

24330

1?,71
6,28

13.66
15.66 
11,56 
23,40

3449
509

1837
3730
2426

14046

Xa Cl



DIFERENTES TIEHPOS DE PREINCUBACION CON DNA EN Na 61 35 mM
CEuglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl 35 mM.

C C êlu las) = 10®/mï.

(^H-DNA) = 0 ,6 4  g /m l (p u ls e  con 5 1 ) .

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,4 ?  x  10® dpm/ g (407 g ^ l ) .

(DNA) = 4 7 ,6  g /m l (150 1 , so lu c iô n  1 m g/m l).

E f ic ie n c ia :  8,8% ( r e la c iô n  de c a n a le s ) .

A lic u o ta s :  1 m l.

L avados: 2 x  5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4*C.

Volumen de in c u b a c iô n : 3 ,150  m l.

RESULTADOS: En e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o ,  f ig u r a n  cpm x  1 0 .

Cpm dpm dpm /cel v g /c e l ^ p re in c .

5620 63864 0,0639 0,023 1

3970 45113 0,0451 0 ,016 a

7872 89454 0,0895 0,033 a

7715 87670 0,0877 0 ,032 15

9720 110455 0,110 0 ,040 40

7187 81670 0,0817 0 ,030 60

8663 98432 0 ,0984 0 ,036 110

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: OiterentM tlempos de preincubaciÔQ con DNA de time, en medio po nu trien te , ClNa 35 mN,

^preinc.

' 'T—
Media Deav.

tipica. %
Deev.
tipica. % w*

1 55831 56570 -71229 6)210 8684 14,19 56200 5?2 0,93 301
3 36088 39117 43900 39701 3938 9,92 39701 3918 9,92 2273

.  » 75416 76219 84529 78721 5045 6,41 78721 5045 6,41 2012
15 -56580 . 75234 79074 70299 12026 17,11 77154 27$5 3,52 1567
40 95752 58675 -118577 104328 12427 11,91 97208 2081 2,14 1201
50 73487 73932 68195 71871 3191 4,44 71871 3191 4,44 1842

110 85350 85570 88969 86623 2035 2,35 86628 20|S 2,35 1174



DIFERENTES TIEMPOS DE PREINCUBACION CON DNA EN MEDIO DE CULTIVO COMPLE-
TO A pH 7. (Euglena gracilis).

Medio de in c u b a c iô n : e l  de c u l t i v e  c o m p le te , pH 7 .

(C ê lu la s )  10®/m l.

( ®H-DNA) = 0 ,6 4  yg/m l (p u ls e  con 5 y l ) .

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,4 7  x 10® dpm/yg (407 y g /m l) .

(DNA) = 4 7 ,6  yg /m l (150 y l ,  s o lu c iô n  1 m g/m l).

E f ic ie n c ia :  8,8% ( r e la c iô n  de c a n a le s ) .

A lic u o ta s :  1 m l.

L avados: 2 x 5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4*C .

Volumen de in c u b a c iô n : 3 ,150  m l.

RESULTADOS

cpm ' dpm d p m /ce l w g /ce l f r e i n e .

2440 27727 0 ,0 2 8 0 ,0 1 1 1

1338 15205 0 ,015 0 ,006 3

2193 24920 0 ,025 0 ,010 8

2959 33625 0 ,0 3 4 0 ,014 15

4164 47318 0 ,047 0 ,019 30

3796 43136 0 ,043 0,017 40

4139 47034 0 ,0 4 7 0 ,019 60

4818 54738 0 ,0 5 5 0 ,022 119

3418 38841 0 ,039 0 ,016 150

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMI34TO: Diierentes tienpos d« preincubaciôn con DNA de timo (medio de cultivo  complete pH 7)<

^preinc. ^2 ^3 Media Deev.
tipica. %

Media Deev.
tipiça. % i g s .

1 2460 2421 -3264 2715 475 17,53 2440 27 1,13 15
3 1464 1212 -1863 1513 328 21,70 1338 178 13,32 102
8 2330 2057 -3436 2607 730 28,00 2193 193 8,80 111

15 3009 . 2910 -3815 3244 496 15,30 2959 70 2,37 40
30 4356 3814 4323 4164 303 7,30 4164 303 7,30 174
40 3835 3689 3863 3795 93 2,46 3795 93 2,46 53
60 4207 4091 4120 4139 60 l.*»6 4139 60 1,46 34

118 4411 4672 537» 4817 495 10,29 4817 495 10,29 285
150 3211 3625 -4504 3780 * 660 17,47 3418 292 8,56 168



*9^

ÇINETICA DE INééRPORACION DIRBCTA DE ̂ H-DlfAiEN MBDIO,HO NUTRIENTE NaCl,
35 mM. (Euglena gracilis).

(C ê lu la s )  = 8 X 10 m l.

(®H-DNA) = 14 yg/m l (PM = 3 ,5  x  10® d a l to n s ) .
P 5

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,8 6  x 10 dpma/yg.

Volumen de in c u b a c iô n : 16 m l. ^

A lic u o ta s :  1 m l.

L avados: 3 x 5 ml con e l  medio de in c u b a c iô n  a  0 -4 °C .

E f ic ie n c ia :  2,5% ( p a tr o n e s ) .

RESULTADOS : Sôl<l ise han u t i l i z a d o  p a ra  d e s c r ib i r  l a  in f lu e n c ia  d e l  PM 
3d e l  H-DNA en su  c a p tu ra  d i r e c t a ,

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: CinCtica de iacorporacidn de H-WA en medio no nutriente ClNa, 35 mM.

^inc. ^1 ^2 ^3 Media Desv.
tipica. % Desv.

tipica. %
(±)

2 13404 10072 11025 11500 1716 14,92 11500 1716 14,92 990 3,5 X 10*
10 3783 3806 5505 4364 987 22,63 4364 987 22,63 569
30 3998 4735 4144 4292 390 9,09 4292 390 9,09 225 M

60 4729 ■ 5905 5226 5286 590 11,17 5286 590 11,17 340 N

135 -10406 4192 3012 5&70 3972 67,67 3602 834 23.16 481 N



QINETZCA DE INCORPORACION DIRECTA DE H-DNA EN MBRIO NO NUTRIENTE (Com-
probaciôn). (Euglena gracilis).

Medio de in c u b a c iô n : NaCl, 35 mM.
5

(C ê lu la s )  = 6 ,1  X 10 m l.

Ip(®H-DNA) = 3 ,4 5  ug /m l (PM * lo ’  d a l to n a ) .

A c tiv id a d  e s p ^ l f i c a :  10 dpm/yg (690 y g /m l) .

Volumen de in p u b a c iô n : 20 m l.

A lic u o ta s :  1 fDl.

E f ic ie n c ia :  2% ( r e la c iô n  de c a n a le s ) .

Lavados: 2 x 5 ml con e l  m edio de in c u b a c iô n  a  0-4°C .

RESULTADOS: Se han u t i l i z a d o  p a ra  v e r  l a  in f lu e n c ia  d e l  PM  ̂ en  l a  incor^ 

p o ra c iô n  d e l  ®H-DNA, (en  y g /c ê lu la ) .

P a ra  l a  d e s c r ip c iô n  de l a  c i n ê t i c a ,  s e  han r e p re s e n ta d o  en  cpm, s e -  

gûn l a  t a b l a  d e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  de d a to s .

EUGLENA GRACILIS 
3.EXPERIMÉNTÔ: Cinêtica de ineorporacidn.directe de H-DNA en medio no nutriw ite ClNa 35 mM. (ComprobaciSn).

^inc. ^2 Media Deev.
tipica. % i û f ^

Deav.
tipica. % GgfcJ.l±)

V I S * 311308 305334 310436 309026 3226 1,04 309026 3226 1,04 1862
«V 231531 239597 238093 236440 4232 1,79 236440 4232 1,79 2443 e i

20' 238063 251675 -275126 254954 18747 7,35 244869 9625 3,93 5556 j
110' 266938 273596 280865 273799 6965 2,54 273799 6965 2,54 4021 1
155' 376779 -313941 351848 347522 31641 9,10 364313 17628 4,84 10177 m
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INFLUENCIA DEL PH DEL H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL NEDIO 
P

(E uglena g r a c i l i s )

I :  Medio de in c u b a c iô n  NaCl, 35 mM.

PM (d a l to n s )  
P

R e la c lS n  f S i m J v Ê i  
10 c ê lu la s

1) 10^ 5 ,6

2) 3 ,5  X 10® 17 ,5

3) 2 X 10® 8 ,6

N orm a|.izaciôn  p a ra  una

r e la c iô n  Kj
10 c ê lu la s

de 10.

De ex p érim en tes  in d e p e n d ie n te s  de in c o rp o ré e io n  d i r e c t a ,  a  d i f e r e n -  

t e s  tie m p o s , s e  o b tu v ie ro n  lo s  s ig u ie n te s  r e s u l t a d o s :

Las co n d ic io n e s  se  re se fla n  en  lo s  ex p erim en t o s  :

1) PM  ̂ = 10 : " C in ê t ic a  de in c o rp o ra c iô n  de H-DNA en m edio no n u tr ie jn  

t e  NaCl 35 mM" (com p ro b aciô n ).

2) PMp s 3 ,5  X 10®: " C in ê t ic a  de in c o rp o ra c iô n  de ®H-DNA en  m edio no

n u t r i e n te  NaCl 3 5 'mM.
6 3 *3) PM = 2 X 10 : " C in ê t ic a  de in c o rp o ra c iô n  de H-DNA en m edios no

n u t r l e n te s "  (L iC l, NaCl y  KCl 35 mM).

Los r e s u l t a d o s  s e  e x p re san  en u n id a d e s  m âsicas  t r a s  c o n v e r t i r  l a s  cpn
3 6y c o r r e g i r  lo s  i g / c e l  segün  l a s  d i f e r e n te s  r e la c io n e s  pg H-DNA/10 c ê ­

l u l a s ,  no rm alizando  a  10 , segün  s e  d é t a i l s  en l a  seccijSn M a te r ia le s  y 

m êtodos C 'C o rrecc io n es  a  lo s  d a to s  en l a s  experim m rias de in c o rp o ra c iô n  

d i r e c t a " , I I . 4 . 2 . ) .



t .in c . W g/cel t  E ,
PM

(d a ltB n s ) yg ®H-DNA/10® c ê lu la s

l '1 5 " 4 ,44 0 ,006 1 0 ?

8 3 ,32 0 ,07 it

20 3 ,60 0,023 ti 5 ,6

60 4 ,27 0,035 II

110 4 ,03 0 ,1 0 II

155 5 ,2 0 ,1 4 II

2 l j0 8 0 ,09 3 ,5  X 10®
............... ! ■'

10 0 ,41 0 ,05 II

30 0,39 0 ,0 .2 II 1 7 ,5

60 0,49 0 ,03 II

135 0,57 0 ,07 II

3 0 ,18 0,011 2 X 1 0 ^

11 0 ,06 0 ,0 2 II

33 0 ,09 0,007 II
8 ,6

55 0 ,17 0 ,0 1 1 II

120 0 ,15 0 ,0 1 II

160 0 ,44 0 ,06
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INFLUENCIA DEL PM DEL ®H-DNA EN SU CAPTURA DIRECTA DEL MEDIO 
P

CEuglena g r a c i l i s )

I I :  Medio de in c u b a c iô n : KCl, 35 mM.

PM ( d a l t o n s ) 
P

R e l^ c l f a  i»‘S ) 
10 c ê lu la s

l o ’ 1 ,57

2 X 10® 7,5 8

10® 1 ,^

/

Las c i n é t i c a s  en p r e s e n c ia  de H-DNA de Ml 10 d a l to n s  y  10 d a l to n s ,
—  P 6

co rresponden  p un mismo e x p é rim e n te . E l PM̂  2 x 10 d a l to n s  s e  ensayô

en l a  e x p e r ie n c ia  de a n â l i s i s  de l a  in f lu e n c ia  d e l  m edio -no  n u t r i e n t e -
3de in c u b ac iô n  en l a  in c o rp o ra c iô n  d i r e c t a  d e l  H-DNA.

6 7C ond ic iones en e l  ex p erim en to  10 -  10 d a l tc  r  r . :

C ê lu la s )  = 10®/m l.

H-DNA) = 10® d a l to n s :  1 ,1 4  y g /m l.
7

s 10 d a l t o n s : 1 ,5 7  y g /m l.

A c tiv id a d e s  e s p e c i f i c a s :

10® d a l t o n s : 10® dpm/yg (690 y g /m l) .

10^ ” : 2 ,8  X 10® dpm/yg (280 y g /m l) .

E f ic ie n c ia s :  2% ( r e la c iô n  de  c a n a le s ) .

Volumen de in c u b a c iô n  : 10 m l.

A lic u o ta s :  0 ,5  m l. La m edida m arcada con un a s te r i s c o C * )  e s  e l  r e s u l t a -  

do de una a l l c u o t a  d o b le  (de 1 ml en cada  f i l t r a c i ô n ) .

Lavados: 2 x 5 ml con m edio de in cu b ac iô n  a  0 -4 ^^ .

RESULTADOS: '



"4 4 4 0

^inc. wg/cel PMp
(dnltons) e g  ^H-OKA/10* celulAs

1 1,88 0,07 10^

15 2.41 0.06

28 2.78 0.07

40 2,91 0,07 1.57

57 3,14 0^16 : - «

145 3,66 0.07

170 3,43 0.20

3 1,26 0,15 2 X 10^

11 1,26 0.22

33 1.84 0,46 II
7,58

63 2.42 0.55

105 3,16 0.62

130 2,93 0,81 II

1 0.12 0,005 10*

11 0.23 0,005

25 0.30 0,014 1,40
44 0,37 0.012 M

57 0,37 0,011 N

135 0,56 0,014 ft

EUGLENA GRACILIS
EXPERIA1ENTO: luxluencia del, PM en la incorporaciôn de Ĥ-DHA en medio no nutriente CIK 35 #M.

^2 Media Deev,
tipica. % Ï Û i l

Deev.
tipica. %

i± )
72297 74295 77288 74624 2515 3,37 37312* 2515 3,37 1452
48360 46270 50428 48352 2079 4,30 48352 2079 4,30 1300
58517 54519 54155 55730 2420 4.34 55730 2420 4,34 1397
58721 . 60527 55701 58316 2438 4,18 58316 2438 4,18 1407
63275 68479 57158 62970 5666 9,00 62970 5666 9,00 3271

-57617 71281 75067 67988 9179 13,50 73174 2677 3,66 1545
6640 7250 6325 6738 470 6.98 6738 470 3,98 271

12935 12314 -10528 11925 1249 10,48 12624 ' 439 3,46 253
17634 15281 17730 16881 .1387 8,22 16881 1387 8,22 800
22853 -17884 21069 20602 2517 12,22 21961 1261 5,74 726

-22746 20281 18808 20611 1989 9,65 19544 1941 3.W 601
: 30635 -35120 28798 31517 3252 10,32 29716 1296 4,67 749
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INFLUENCIA DE LA TgMPmATURA EN LA INCORPORACION DIRECTA DE H-WIA
(Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl» 35 mM.
c

(C ê lu la s )  a 10 /m l.

(®H-DNA) = 1 ,2  y g /m l. ;
g

A c tiv id a d  e s p e c i f ic a  ® 1 ,9 8  % 10 dpm/yg (239 y g /m l) .

E f i c ie n c ia :  8,9% ( p a t r ô n ) .

A lic u o ta s :  1 m l.

Lavados so b re  e l  f i l t r o :  2 x 5  m l de m edio de in ç u b a c iô n  a  0 - W .
/

RESULTADOS: En cpm segûn  t a b l a  d e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o  d e  d a te s .

EUGLENA GRACILIS a
EXPERIMENTO: Influencia de la  temperatura de incubaciôn en la  incorporaciôn de H-DNA,

*inc. Y, ^2 Media Deev.
tipica. % i î s f y

Deev.
tipica. % TMq^eratiiri

Il» 23682 23324 -44284 30430 11999 39,43 23503 253 1,08 146
25* 46606 46135 43873 46204 2367 5,12 46204 2367 5,12 1366 0-4*C
65* 23671 26923 25439 25344 1628 6,42 25344 1628 6,42 939

10* 42761 37304 35812 38625 3658 9,47 38625 3658 9,47 2111
45* 47779 57513 57093 54128 5502 10,17 54128 5502 10,17 3176 18*Ç
70* 42061 41578 -32547 38728 5358 13,84 41819 341 0,82 196

8* 42013 45193 40956 42720 2205 5,16 4272Ô '2205 5,16 1273
30* 57108 49335 55496 . 53979 ' 4102 7,60 53979 4102 7,60 2368 29*C
60* 41150 46022 41981 43017 2627 6,11 43017 2627 6 ,U 1516



DIFERENTES TIEHPOS DE PREINCUBACION CON RNA DE LEVADURA
‘ (Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NàCl, 35 mM.

(C ê lu la s )  = 9 ,6  X 10®/m l.

(®H-DNA) = 0 ,3 4  g /m l (p u lso  con 2 1 ) .
6

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,7 4  x 10 dpm/ g (352 g /m l) .

(RNA) = 2 4 ,4  g /m l.

A lic u o ta s  = 0 ,5  m l.

Lavados so b re  e l  f i l t r o :  2 x 5 ml de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4*C. 

Volumen de in c u b a c iô n : 2 ,05  m l.

E f i c i e n c ia :  3,7% ( p a t r o n e s ) .

RESULTADOS: En e l  c o r re s p o n d ie n te  cuad ro  d e l  t r a ta m ie n to  e s t a d l s t i c o ,  

f ig u r a n  cpm x 10 ( c o n ta je  a  10 m in u te s ) .

cpm dpm dpm /cel w g /ce l ^ p re in c .

1421 38405 0,080 0,029 1
1411 38108 0 ,079 0,029 3

1252 33838 0 ,070 0 ,026 5
1515 40946 0 ,084 0 ,031 8

1574 42540 0,088 0 ,032 15
1733 46838 0 ,097 0,035 20

1396 37730 0,078 0 ,028 30

1424 38486 0 ,079 0 ,029 50

1629 44027 0 ,090 0,033 70

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: oiicrentes tienpos de preincubaciôn con RNA de levadura.

^preine ^2 Media Desv.
tipica. % i û f ^

"-1"" —
D fsv.
tiyica. % U r n .

&

1 12282 -8168 16141 12197 3987 32.69 14211
!

2728 19,20 1575
3 15538 10902 15851 14097 2771 19.66 14097 2771 19.66 1599
5 . 12582 11277 13702 12520 1213 9.69 12520 1313 9,69 700
• 16303 . 16554 12597 15151 2215 14.62 15151 2315 14.62 1278
15 17752 14457 15014 15741 1763 11.20 15741 1763 11.20 1017
20 17718 -9935 16937 14863 4285 28.84 17327 552 3.19 318
30 14988 -21713 12932 16544 4592 27,76 13960 1453 10.41 838
SO 16441 12039 14239 14239 2201 15,46 14239 *2201 15,46 1270
70 17124 15562 16196 16294 785 4,82 16294 785 4.82 453
140 --4699 2467 3537 3567 1116 31.29 3002 756 25,20 436



DJFEREHTES TIIHPOS DE PREINCUBACION CON POLIGLÜTAMICO
(Euglena gracilis}

Medio de in c u b a c iô n : NaCl, 35 mN.

(C ê lu la s )  = 6 ,4  x 10®/m l.

(®H-DNA) » 0 ,3 4  yg /m l (p u ls o  con  2 y l ) .

A c tiv id a d  e s p e c i f ic a  » 2 ,7 4  x 10® dpm/pg (3M yg/ml).
(PG) = 12 ,3  yg /m l (25 y l ,  s o l .  1 m g/m l).

PM = 48,000 d a l to n s  (308 r e s t e s ) .

A lîè u o ta s  » 0 ,5  m l.

Lavados so b re  e l  f i l t r o ;  2 x  5 m l de m edio de in c u b a c iô n  a  0-4®C 

Volumen de in c u b a c iô n  = 2 ,025  m l.

E f i c i e n c i a : 5% ( p a t r o n e s ) .

RESULTADOS

cpm dpm dpm/cel i%/cel ^orelno.
7368 147360 0,460 0.167 1*
7980 159600 0,498 0.181 8»
9198 . 183960 0,574 0,209 5»
8434 168680 0.527 0,192 •*
7207 144140 0.450 0.164 15'
6803 136060 0.425 0.155 20'
6633 132660 0.414 0,151 30'
8724 134480 0.420 0.153 50*
5971 119420 0.373 0,136 70*
6270 125400 0.391 0.142 140*

EUGLENA GRACILIS
EXPERIMENTO: Diferêntea ticsq>os de preincubaciôn con poliglutSaico.

*preioc. h Media D a a v .
tipica. %

P e a v »
tipica; %

1*
!

7330 7132 7642 7368 257 3.49 7368
1 " 

257 ) .» • 141
3» 7149 -4629 8812 6863 2106 30.69 7980 1175 14,73 678
5» 8987 -6900 9409 8432 1343 15.93 9198 298 ),24 172
8* 8057 —5868 8811 7578 1528 20.17 8434 533 6.32 309

15* 6980 6377 8265 7207 964 13.38 7207 964 13.38 556
20* 6912 6694 -9139 7581 1353 17.85 6803 16» 2,27 38
30* 6721 6212 6967 6633 385 5.80 6633 385 6 0 222
50* 7345 6103 -8529 7325 1213 16.56 6724 1621 9,23 635
70* 6235 * 5147 6531 5971 728 12,21 5971 728 12,21 420

140*. 6347 6208 6256 6270 70 1,1) 6270 70 1,13 40



DIFERENTES CONCENTRACIONES DE DNA DE TIMO EN LA PREINCUBACION
(Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl, 35 mM, pH 7 .

(C ê lu la s )  = 4 ,2  x 10®/ml.

(DNA) = v a r ia b le  e x p e r im e n ta l.

Tiempo de p re in e u b a c iô n : 3 m in u te s .

( H-DNA)=2 y l/vo lum en  de in c u b a c iô n  de  una s o lu c iô n  352 y g /m l, (p u lso  

^ de i  m in u te ) .

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,74  x 10® dpm /yg.

E f i c i e n c i a : 3,7% ( p a t r o n e s ) .

Volumen de iy c u b a c iô n : v a r i a b le  segûn  d i lu e io n e s .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

L avados: 2 x 5 ml de medio de in c u b a c iô n .

RESULTADOS : P a ra  e l  c â lc u lo  de w d e b e râ  s e g u i r s e  e l  p ro c e d im ie n to  que 

s e  d é t a i l s  en  l a  t a b l a  a d ju n ta .
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EXPERIMENTO: Diferentes conc«itraclonea de DNA de timo en la  preineubaciôn.

(DNA)
(pg/ml) Yz

Media Desv.
tipica. %

Desv.
t^ ic a . %

&

0,25 ' 1329 1110 806 1081 262 24,28 1081 262 24.28 151

0,50 ■,S7 461 795 681 190 27.98 681 190 27.98 109

0.62 684 549 580 604 70 11.70 604 70 11,70 40

1.00 883 662 677 740 123 16.67 740 123 16.67 71

1.25 531 475 618 541 72 13.31 541 72 13.31 41

2.49 440 355 337 377 55 14,58 377 55 14.58 31

2.48 274 210 253 245 32 13,28 245 32 13.28 18

4.97 292 191 304 262 62 23.66 262 62 13,66 35

7.44 -219 124 121 154 55 26.04 122 2 1.73 1

12,34 172 114 140 . 142 29 20.46 142 29 20.48 16

17.20 153 131 154 146 13 8.90 146 13 8.90 7

24.40 i n -47 128 117 65 55,95 152 34 22.72 19

. 47.60 92 115 -306 171 117 68.70 103 16 15.71 9

69.76 107 79 -339 175 142 81,55 • 93 19 21,29 11

. 90.91 70 44 -110 74 33 44.53 57 18 32,25 10

111.11 58 61 50 56 5 10.09 56 5 10,09 2

130.43 -73 46 46 55 15 28,34 55 15 28,34 8



DIFERENTES CONCENTRACIONES DE RNA EN LA PREINCUBACION
(Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl, 35 mM, pH 7 .

(C ê lu la s )  = 6 ,6  X 10®.
3

( H-DNA) = 0 ,704/volum en de in c u b a c iô n .

(RNA) = v a r ia b le  e iq p erim en ta l.
g '

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,7 4  x 10 dpm /yg. (0 ,3 5 2  y g /y l+  2 y l ) .

E f i c ie n c ia :  2% ( p a t r o n e s ) .

Tiempo de p re in e u b a c iô n : 5 m in u te s .

Volumen de in c u b a c iô n : v a r i a b le  segün  d i lu c io n e s .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

L avados: 2 x 5 m l con e l  medio de in c u b a c iô n .

RESULTADOS: P a ra  e l  c â lc u lo  de w, debe s e g u ir s e  e l  p ro ç e d im ie n to  que s e  

d e t a l l a  en l a  t a b l a  a d ju n ta .  En to d o s  lo s  c a s e s  s e  han d esco n tad o  40 cpm 

a t r i b u i b l e s  a l  fo n d e .

VB RNA 
^Inc

ueDIJA*
V’'inc.

Vincub.
(ni)

cpm dpm .ca lls  
ml

»g*/call 
incoFp. .

Sg*/Cfl
püamtpa

•A
M

R/D*

0,5 0,704 2,002 191 9550
........ . '4 I
6.6 X 10* 0,0106 0,53 0,02 0,71

1.0 ' M ' 201 10050 n  . 0.0109 N ' 0,02 1,42
1,5 « 2,005 219 10950 M 0.0120 M 0,02 3.1
2.0 . M 2,002 196 9800 # 0.0109 a 2,02 2.3
2.5 H M 243 12150 w 0.0135 m 0,025 3,6
5.0 m 2,005 223 11150 tt 0,0124 m ■ 0,030 7,1
7.0 N 2.007 276 13800 6.57 X 10* 0.0154 m 0,03 9,94

10.0 N - 2.01 350 17500 6.56 X 10* 0,0194 ■ 0,04 14,2
15.0 m 2.015 38# 19400 6 55 X 10* 0,022 0,04 21,3
25.0 m . 2,025 424 21200 6.52 X 10* . 0,024 0,04 35,5
35,0 M 2.035 265 13250 6.48 X 10* 0,0172 .  ^ 0,03 49,7
50.0 « 2,05 349 17450 . 6,44 X 10* 0,0202 a 0,04 71

100.0 N 2,1 285 14250 6.28 X 10* 0,018 ' a 0,03 142
150.0 2.15 266 13200 6,14 X 10* 0,017 a 0,03 284



EUGLENA GRACILIS
EXPERIM ENTO: O lfarentas concantpacionaa da RNA da lavadura an la  preineubaciôn.

RNA
g/ml ’'z / z Media Deav.

tipica. % i û Ë
Deav.
tipica. % t g î

0,25 204 188 182 191 11 5.94 131 11 5.94 6
0,5 161 206 216 201 18 8.97 201 18 8,97 10
0,62 228 217 214 219 . 7 3.36 219 7 3.36 4
1.0 189 . i85 215 196 16 8.30 196 16 8.30 9
1.25 243 226 260 243 17 7.00 243 17 7.00 9
2.5 244 . 219 208 223 18 8.25 223 18 8.25 10
3.46 268 -215 285 256 36 14.26 276 12 4,35 7
4,97 358 343 -425 375 43 11.63 350 • 10 3,03 5
7,44 401 -279 376 352 . 64 18,31 388 17 4,55 9

12,34 420 397 457 424 30 7.13 424 30 7.13 17
17,2 297 233 -361 297 64 21.55 265 45 17.08 25
24.4 367 335 346 349 16 4.65 849 16 4,65 9
47.6 294 280 283 285 7 2.58 285 7 2,58 4
69.8 281 -412 251 314 86 27.21 266 2Î* 7,97 12



DIFERENTES CONCENTRACIONES DE PG EN LA PREINCUBACION
(Euglena gracilis)

Medio de in c u b a c iô n : NaCl, 35 nM.

(C ê lu la s )  = 7 ,5  x 10®/ml.

( H-DNA) = 0 ,704  yg/volum en de in c u b a c iô n .

(PG) p v a r i a b l e  e x p é r im e n ta l.

Tiempo de p re in e u b a c iô n : 15 m in u te s .

A c tiv id a d  e s p e c i f i c a :  2 ,7 4  x 10® dpm/yg (352 yg/m l* 2 y l ) .

E f i c ie n c ia :  ( p a t r ô n ,  4 ,96% ).

Volumen de in c u b a c iô n : v a r i a b le  segün d i lu c io n e s .

A lic u o ta s :  0 ,5  m l.

Lavados: 2 x 5 ml con m edio de in c u b a c iô n .

RESULTADOS: P ara  e l  c â lc u lo  de  #  debe s e g u i r s e  e l  p ro c e d im ie n to  que s e  

d e t a l l a  en  l a  t a b l a  a d ju n ta

’'inc . *ine.
Vinc.

(ml)
ci» dpm cmlls.

*1
vg*/c«l.

. incorp.
«g/edl
ptlMtom

*
%

m
darr«g. P/D*

1,0 0.704 2.002 7977 15954 7^5 % 10^ 0.155 0.469 0,33 0,33 1,42
1,25 M 2,005 7050 141200 ■tt ■ 0,140 ■ • 0.50 0,30 1.80
2.0 N 2,002 10250 200000 0,202 M' 0.43 0,43 3.8
2,50 « , 2,005 9152 183040 m 0.180 0,38 0,38 3.58
5.0 M 8745 174900 w 0.171 . tt:,-' ' 0.36 0,36 7.1
7.0 2,007 10502 210040 n 0,204 0;43 0,43 8.84

10.0 « 2.01 9098 181960 7,46 X 10* 0,180 N 0.88 0,39 14,2
15.0 N 2.015 11368 227360 7.44 X 10* 0,222 0,47 . 0,48 21.3
20.0 , N 2.02 9728 194560 7.43 X  10* 0,103 tt 0,41 0,42 28.4
25.0 N 2.025 8365 167300 7.40 X 10* 0,170 # ' ■ 0,36 0,36 35,8
35,0 M 2.035 9653 193060 7,36.x 10® 0,193 0,41 0,42 48.7
50.0 M 2;050 7886 157730 7,30 X 10* 0,162 0,34 o;s6 71

100,0 ' N 2,100 . 8578 171560 7,14 X 10* 0,184 w 0.38 0,41 142
200.0 M 2.200 8256 165120 6,80 % 10* 0,198 0.42 0.44 .284



EUGLENA GRACILIS
EXPERIM ENTO: O ifer«ntes eonc«otzweloa«a d« p o llg lu tte io o  en la  pralncubaciôn.

(PG)
(yg/ml) ^3 Media b e  ay. 

tipica. % ipJS? peav .
tipica. % l l ï i S .

&

0.5 83436 67059 88834 79776 11339 14.21 79776 11339 14.21 6546
0.67 76045 61253 74507 70601 8132 11.52 70601 8132 11.52 4695
1.0 102185 92490 112843 102506 10180 9.93 102506 10180 9.93 5877
1.25 91684 ■ 91362 91523 91523 161 0.18 91523 161 0.18 93
2.5 92290 74179 95880 87449 11632 13.30 87449 11632 13.30 6715
3.5 109790 96485 111808 106027 8325 7b85 106027 8325 7.85 4806
4.9 87067 87692 98160 90973 6231 6.85 90973 . 6231 6.85 3597
7.4 111980 114936 114130 113682 1528 1.34 113682 1528 1.34 882
9.9 106093 82969 192781 97281 12504 12.85 97281 12504 12.85 7219

12.3 -100679 76576 73685 83646 14821 17.72 75130 2044 2.72 1180
17.2 100305 88366 100931 96534 7080 7.33 96534 7080 7.33 4087
24.4 83289 78469 74847 78863 4235 5.37 78868 4235 5.37 2445
47.6 96649 78919 81775 85781 9519 11.10 85781 9519 11.10 5495
90.9 89099 -54587 76018 73234 17428 23.79 82558 924# 11,20 533#


