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INTRODUCCION 

Artemia salina es un crustáceo del orden 

Anostraea, subclase Branchiopoda, cuyo ciclo biológico es 

relativamente corto y puede reproducirse en el laboratorio 

(Fig 1). La hembra adulta puede ser vivípara u ovípara. 

En el último caso, los huevos fecundados se desarrollan 

hasta el estadio de gástrula dentro del ovisaco, se enquis­

tan y son expulsados al exterior. Tras sufrir desecación, 

los quistes pueden permanecer viables durante años. Cuan­

do estos quistes se colocan en una solución salina adecuada, 

pasan a animales adultos en, aproximadamente, tres sema­

nas. El desarrollo de quiste a larva capaz de nadar, tiene 

lugar en unas 16-20 horas y se realiza sin división celular. 

Lo que parece ocurrir durante este período, es un proce­

so de reagrupación celular y el comienzo de la aiferencia­

ción hacia Órganos y tejidos especializados. 

Los procesos de diferenciación y desarrollo 

se pueden definir como la expresión temporal de un pro­

grama contenido en las células que da lugar a la aparición 

de estructuras, propiedades y funciones no presentes en 

las células originales. La idea básica que ha presidido es-
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te proyecto de investigación ha sido el que la explicación 

a nivel molecular de la diferenciación en los organismos 

eucariotes, radica en la modulación de la regulación de 

la expresión genética en sus distintos niveles. La infor­

mación genética almacenada en el DNA debe ser transcri­

ta a moléculas de RNA y posteriormente traducida a mo­

léculas de proteínas que, a través de sus funciones e in­

teracciones específicas, darán lugar a la síntesis de los 

componentes moleculares, y estos a la formación ordena­

da de las distintas estructuras de las células en distinto 

grado de diferenciación. Este flujo de información gené­

tica contenida en el DNA puede ser modulado a muy dis­

tintos niveles. La integración concertada de estos niveles 

de regulación serán los que en último término den cuenta 

del proceso de diferenciación. Como consecuencia de es­

te planteamiento, es de importancia básica el poder ir 

analizando cada una de las etapas implicadas en el flujo 

de información y tratar de identificar los mecanismo~ que 

las regulan. Ha sido el propósito de nuestro trabajo el cen­

trar la atención, fundamentalmente, en el estudio de la 

etapa de transcripción y de la identificación de factores 

que puedan regular esta etapa durante el desarrollo tem­

prano del crustáceo Arte mi a salina. 

Fundación Juan March (Madrid)
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El estudio de la transcripción ha sido aborda­

do en un sentido amplio fijando la atención en el estudio 

del DNA y de la cromatina y su modificación durante el 

desarrollo de Artemia; en la caracterización de la propia 

maquinaria enzimática del proceso de transcripción y de 

los factores presuntamente implicados en su regulación; 

en la caracterización de actividades enzimáticas activas 

sobre los productos de transcripción. Por la importancia 

que parece tener durante las primeras fases del desarro­

llo, ha sido también abordado el estudio de enzimas acti­

vos en la degradación de proteínas y del comportamiento 

de las acti vi da des mi tocondriales durante el desarrollo 

temprano de Artemia. A lo largo del trabajo ha sido nece­

sario desarrollar una metodología dirigida a la obtención 

de poblaciones sincronizadas de Arte mi a, al marcaje de 

macromoléculas con precursores radioactivos durante 

las primeras fases del desarrollo y al estudio de las in­

teracciones proteína-ácidos nucléicos que puede tener a­

plicación a otros sistemas biológicos. 

La utilización del sistema de Artemia salina, 

como modelo experimental para el estudio de los procesos 

de diferenciación y desarrollo, ha ido incrementándose du­

rante los últimos cinco años. Los resultados obtenidos 
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con Artemia (por el hecho de que en el quiste están sepa­

rados temporalmente los acontecimientos de división ce­

lular y morfogénesis) permitirán una mejor comprensión 

de fenómenos que no se han podido estudiar en otros sis­

temas biológicos. Distintos grupos de investigación han 

utilizado diversos tipos de abordajes para el estudio de 

aspectos concretos de este proceso. Nuestros resultados 

creemos que han contribuído al conocimiento bioquímico 

básico de este organismo. Como apuntábamos al princi­

pio, solamente la integración de los conocimientos obte­

nidos sobre los mecanismos que intervienen en el flujo de 

la información almacenada en el DNA, pueden dar respues­

ta satisfactoria al problema de la diferenciación celular. 
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METODOLOGIA 

Aparte de los métodos generales utilizados en 

este trabajo y cuya descripción detallada podrá encontrar­

se en las referencias bibliográficas recogidas al final, du­

rante la ejecución de l mismo ha sido necesario desarrollar 

procedimientos específicos dirigidos a obtener poblaciones 

sincronizadas de Arte mi a, al marcaje de macromoléculas 

con precursores radioactivos durante las primeras fases 

del desarrollo y al estudio de las interacciones proteínas 

ácidos nucléicos. 

Aproximadamente después de 15 horas de in­

cubación de los quistes de Artemia en un medio salino a­

propiado, aparece en ellos una fisura y el embrión empie­

za a emerger cubierto todavía por una membrana por la 

que permanece unido a la cáscara. A este estadía de desa­

rrollo denominamos prenauplias. Las prenauplias siguen 

desarrollándose, rompen la membrana y la nauplia libre 

comienza a nadar. En un cultivo de Artemia pueden por 

tanto coexistir quistes no viables, prenauplias y nauplias. 

Se ha conseguido la separación de estos tres estadías de 

desarrollo mediante aplicación de la mezcla, una vez con­

centrada por filtración a través de una gasa, a una colum-
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na (95 x 3 cm) que contiene un gradiente continuo de NaCl 

entre O y 75 % de saturación. La columna se cubre con pa­

pel negro excepto la parte superior que se ilumina inten­

samente. Después de 30 minutos en estas condiciones, los 

componentes de la mezcla se separan y distribuyen del mo­

do siguiente: en la parte inferior, más densa del gradiente, 

se colocan los quistes no eclosionados, en la parte media 

del gradi e nte, las pre nauplias y en la parte superior, en 

la zona más iluminada, se colocan las nauplias que migra­

ron allí por su f ototropi smo positivo . 

Los quistes durmientes y embriones de Arte­

m1a, son practicamente impermeables a precursores de 

macromoléculas. La necesidad de marcaje de estos com­

pue sto s con pre cursores radioactivos, hizo necesario bus­

car condiciones para la permeabilización de los mismos 

al pas o de metabolitos sin que pe rdiesen su viabilidad . Es­

to s e ha conse guido mediante tratamiento de los quistes 

con una solución de hipoclorito sódico al 2, 5 % durante 5 

minutos . Tras e liminar el hipoclorito mediante -lavados 

con agua, los quiste s se trataban con acetona durante 5 

minutos y poste rior lavado hasta eliminar la acetona. Tras 

e s te tratamiento conse rvan más del 90 % de viabilidad y 

s on p e rm e able s a precursores de ácidos nuclé icos y pro-

Fundación Juan March (Madrid)
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teínas . 

Re acción de la fluorescamina y su aplicación al estudio 

c!e inte raccione s proteínas ácidos nucléicos. 

La fluor e scamina, un compuesto sintetizado 

por el g rupo de Weigele ha sido utilizado ampliamente por 

Ude nfri e nd como un r e activo muy útil de aminas primarias. 

C o rno muchas de las moléculas biológicas más importan­

tes son aminas primarias, la fluorescamina ha encontrado 

amplia aplicabilidad. He mos reexaminado los principales 

paráme tros que afe ctan la reacción, incluyendo los facto­

r es que afe ctan e l límite de sensibilidad de la reacción y 

puesto a punto un micrométodo que permite ahorrar gran 

cantidad de reactivo y determinar cuantitativamente ami­

nas primarias e n un rango muy bajo de concentraciones(l). 

En estudios de biología molecular tales como 

estructura de cromatina, síntesis de DNA, regulación de 

transcripción, etc. , es importante poder disponer de mé­

todos sencillos y sensibles para estudiar interacciones 

entre proteínas y ácidos nucléicos. Utilizando la gran sen­

sibilidad de la fluorescamina como reactivo específico de 

proteínas, pero no de DNA y del ácido diaminobenzoico 

como r e activo de DNA, se han desarrollado métodos que 

Fundación Juan March (Madrid)
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permiten valorar la interacción entre estos dos tipos de 

macromoléculas. La proteína Ó el DNA del complejo nu­

cleoprotéico (previamente aislado bien por sedimentación 

Ó por filtración a traves de filtros de nitrocelulosa), se 

determinan con fluorescamina Ó ácido diaminobenzóico 

(2, 3). El método de la fluorescami na ha resultado también 

muy útil por su gran sensibilidad para la determ i nación 

de actividades proteasicas (4). 

Fundación Juan March (Madrid)



16 

RESULTADOS 

1. Caracterización bioquímica del genoma de Artemia 

salina y su modificación durante el desarrollo. 

El aislamiento tanto del DNA como de la ero-

matina de Artemia, es necesario tanto para el conocimien­

to de la organización estructural y secuencial del genoma, 

como para el estudio de la transcripción in vitro por las 

f.¿NA polimerasas homólogas y la dilucidación de los me­

canismos de control operativos en este paso de flujo de la 

información genética. 

Partiendo tanto de quistes como de larvas de 

Artemia ha sido posible desarrollar métodos basados en 

los previamente utilizados por otros autores, que permi­

ten obtener tanto DNA como cromatina en estado de gran 

integridad y pureza. A partir de quistes, se han obtenido 

dos tipos dé DNA: un DNA nuclear con un peso molecular 

comprendido entre 10-80 x 10
6 

y un DNA de la fracción 

plaquetaria (que representa aproximadamente un 20 por 
6 

ciento del total) con un peso molecular de 3-5 x 10 . A 

partir de larvas de 18 horas de desarrollo se ha obtenido 

DNA nuclear de más alto peso mo lecular entre 10-300 x 10
6 

Fundación Juan March (Madrid)
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Estos tipos de DNA sirven como moldes para la transcrip­

ción por las RNA polimerasas de Artemia. Igualmente se 

han obtenido preparaciones de cromatina de alto peso mo­

lecular ()S x 10 
7

) que mostraron también ser funcionalmen- . 

te activas por el doble criterio de servir como molde para 

transcripción por las RNA polimerasas, y por contener la 

actividad acetil transferasa capaz de producir la acetila­

ción tanto de histonas endógenas como exógenas. 

La acetilación de histonas es un tipo de modifi-

cación de estas proteínas que parece ser muy importante 

en los procesos de activación de la cromatina y por tanto 

en los procesos de regulación de la expresión génica. En 

este sentido hemos estudiado la evolución de una actividad 

enzimática, acetil transferasa, y su posible regulación du­

rante el desarrollo embrionario y larvario temprano de 

Artemia (5-7). El enzima se induce durante los primeros 

estadios del desarrollo embrionario. Las propiedades esen­

ciales de este enzima se resumen en la Tabla I. Existen 

dos características importantes que debemos resaltar. El 

enzima acetila mucho más eficazmente la histona H
1 

que 

lüs histonas H
3 

y H
4 

cuando se las ofrece independiente­

mente como sustratos. Sin embargo estudios realizados 

mediante electroforesis de la acetilación endógena de his-

Fundación Juan March (Madrid)
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tonas en preparaciones nucleares intactas, han puesto de 

manifiesto que las únicas histonas acetiladas son la H
3 

Y 

H
4 

y no se encuentra acetilación de la H
1

. Esto sucede 

también cuando el enzima purificado se le ofrece una mez­

cla de las cinco histonas. Hemos visto que la causa res­

ponsable de esta aparente contradicción es la fuerte inhi­

bición que la histona H
4 

a concentraciones muy pequeñas 

produce sobre la acetilación de la H
1

. Por tanto parece 

existir una regulación de la acetil transferasa por sus 

sustratos. Otro hecho importante que queremos resaltar 

en relación con la actividad acetilante de histonas es la 

caracterización de un potente inhibidor de este enzima, 

que aparece en una determinada fase del desarrollo larva­

rio de Artemia y que ha sido identificado como un trozo 

corto de DNA (de aproximadamente 1500 pares de bases) 

que se compleja fuertemente con las histonas sustrayén­

dolas así a la acción de la acetil transferasa. Por tanto, 

parece que la acetilación de histonas durante el desarro­

llo de Arte mi a, puede ser regulada por cambios en los 

niveles del enzima acetilante, por la aparición durante el 

desarrollo de un inhibidor del enzima y por sus propios 

sustratos mediante un mecanismo verosimilmente de ca-

racter alostérico. 
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El importante papel de las DNAsas en la repli­

cac1on del DNA y su implicación en los procesos de reor­

ganización del genoma eucariote, nos hizo centrar la aten­

ción en el estudio de estos enzimas durante el desarrollo 

de Arte mi a. Por otra parte, el conocimiento de estas 

DNAsas era también importante para poder impedir sus 

efectos deletereos durante el aislamiento y caracteriza­

ción del DNA y la cromatina a que hicimos referencia an­

teriormente. Nuestros estudios han puesto de manifiesto 

que los quistes de Artemia salina contienen niveles casi 

indetectables de actividades DNAsicas y que estas activi­

dades expe rimentan un fuerte aumento después de la eclo­

sión de las larvas. E 1 enzima de los quistes está localiza­

do en la capa más externa de las plaquetas de vitelo, utili­

za DNA bicatenario como sustrato y lo hidroliza preferen­

temente por mecanismo haplotómico, pero también por 

mecanismo diplotómico. El aumento de actividad O Nasa 

después de la eclosión de las larvas parece droido mbs e. 

una liberación del enzima de las plaquetas durante su me­

tabolismo que a una síntesis de novo del enzima. 

2. Maquinaria enzimática de la transcripción y su regula­

ción durante el desarrollo de Artemia salina. 

Al igual que otros organismos eucariotes, Ar-
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temia salina tiene tres tipos de RNA polimerasas que pue-

de n separarse entre sí mediante cromatografía en DEAi::::-

Sephadex. Siguiendo el orden de elución, las tres RNA po­

limerasas se han denominado I, II y III respectivamente. 

Los tres isoenzimas han sido purificados y caracterizados 

(8, 9, 10}. Como parece ser general en organismos euca-

riotes, cada uno de estos tres isoenzimas, sintetiza un ti -

po de RNA. Los RNA ribosómico, mensajero y de trans­

ferencia, son respectivamente sintetizados por las RNA 

polimerasas I, II y III. 

La existencia en Artemia de estas tres formas 

de RNA polimerasas con funciones definidas, abriría la 

posibilidad de que un mecanismo de control de la trans­

cripción a nivel enzimático pudiera ejercerse a través de 

cambios e n los niveles de estos tres isoenzimas. Los re -

sultados expuestos en la Fig 2 muestran los cambios de 

niveles de las RNA polimerasas durante el desarrollo em­

brionario y primeras fases del desarrollo larvario de Ar­

temia. La RNA polimerasa I aumenta durante la embrio-
' 

génesis y disminuye después de la eclosión de las larvas 

para alcanzar un nivel que se mantiene practicamente cons­

tante durante las 50 horas siguientes de desarrollo. Los 

niv e les de la RNA polimerasa II aumentan de un modo con-

Fundación Juan March (Madrid)
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tinuo hasta alcanzar una actividad específica a las 80 ho­

ras de desarrollo cinco veces mayor que en los embriones. 

Los niveles de la RNA polimerasa 111 aumentan sólo lige­

ramente durante la embriogénesis y el desarrollo larvario 

temprano. Existe amplia evidencia en distintos sistemas 

biológicos que demuestran una correlación directa entre 

niveles de las RNA polimerasas y la síntesis de RNA es­

pecíficos. Las fluctuaciones en los niveles de las RNA po­

limerasas durante el desarrollo de Artemia pueden modu­

lar y regular la actividad transcripcional de determinados 

genes. 

Aparte de la regulación de la transcripción por 

variación en los niveles de la maquinaria enzimática res­

ponsable del proceso, otro tipo de regulación puede ejer­

cerse a través de efectores que modifiquen la actividad 

y/ Ó la especificidad de las RNA polimerasas. La eviden­

cia de que actualmente se dispone, apunta a que algunos 

dinucleósido poli fosfatos, como el diguanosintetrafosfato 

presente en grandes concentraciones en quistes de Artemia, 

son buenos candidatos como presuntos moduladores de la · 

actividad de las RNA polimerasas. El interés de estos 

compuestos como reguladores metabólicos, nos llevó a 

estudiar tanto en Artemia como en otros sistemas bioló-
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g1cos, actividades e nzimáticas que hidrolizasen estos com­

puestos (12, 13). Los resultados expuestos en las Tablas 

2 y 3 recogen la e specificidad de sustrato de dos de estas 

hid rol asas. 

Otro tipo de regulación de la transcripción pue­

de e j ercerse a través de modificaciones estructurales du­

rante e l desarrollo de las RNA polimerasas que afecten 

las propiedades c atalíticas de estos enzimas. En este sen­

tido no hemos encontrado diferencias estructurales e ntre 

las RNA po li me r asas procedentes de distintos estadías d e l 

desarrollo de Artemia. 

3. Enzimas activos sobre los productos de transcripción. 

Los productos directos de la transcripción en 

orgctnismos e ucariotes no son las formas maduras de los 

RNA ribosomale s, mensajeros o de transferencia, sino 

moléculas de RNA de mucho mayor tamaño molecular, que 

deben sufrir un proceso de modificación y reordenamiento 

para dar lugar a las formas maduras. En estos procesos 

de reordenamiento actúan distintos enzimas hidrolíticos 

o modificantes de las moléculas de RNA. Como contribu­

ción al conocimiento de estos mecanismos de procesa­

miento de los productos de transcripción y de su eventual 
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regulación durante el desarrollo de Artemia, hemos estu­

diado actividades RNasas y poli-(A) polimerasas en gás­

trulas durmientes y su evolución durante el desarrollo. 

Los quistes de Artemia contienen niveles casi 

indetectables de actividades ribonucleásicas y estos bajos 

niveles de actividad se mantienen durante todo el desarro­

llo embrionario. Al poco tiempo de la eclosión de las lar­

vas se induce la síntesis de una actividad ribonucleasa que 

hemos caracterizado (14). La inducción del enzima es in­

hibida por inhi bidores de síntesis de proteínas, sugirien­

do que la inducción se debe a síntesis de novo del enzima. 

Los resultados en la Tabla IV recogen las características 

más importantes de este enzima. El enzima tiene activi­

dad sobre RNA y no es activo sobre DNA nativo o desnatu­

ralizado. El mecanismo de hidrólisis es endonucleolí tic o. 

El enzima muestra una preferencia muy marcada para hi­

drolizar enlaces fosfodiester entre restos de uridina poli 

(U), hidroliza mucho más lentamente secuencias de poli(A) 

y poli(C),- y no tiene actividad detectable sobre poli(G). La 

función fisiológica de esta nucleasa no está aún aclarada. 

La marcada preferencia que tiene para hidrolizar secuen­

dias de poli(U) seguida por su capacidad para hidrolizar 

secuencias de poli(A), puede apuntar a su implicación en 
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la eliminación de secuencias internas de poli (U) o poli (A) 

presentes en formas inmaduras de muchos RNA mensaje­

ros y que deben ser eliminados durante el proceso de ma­

duración. 

Las poli (A) polimerasas son enzimas que es­

tán implicados en el procesamiento de RNA mensajeros 

mediante adición de restos de AMP al extremo 3 1 termi­

nal de las cadenas de RNA. Las gástrulas durmientes de 

Artemia salina tienen una actividad poli (A) polimerasa 

que hemos purificado y caracterizado (11, 15). Las pro­

piedades más importantes del enzima se resumen en la 

Tabla 5. Alrededor del 80 % de la actividad se encuentra 

en el citosol de los quistes de Artemia y esta distribución 

celular cambia ligeramente durante la embriogénesis. En 

larvas recién emergidas alrededor del 50 % de la activi -

dad es particulada. El enzima incorpora cadenas de poli(A) 

al extremo 3 1 terminal de varios poliribonucleótidos, tan­

to naturales como sintéticos, pero no a cadenas de DNA. 

El enzima sintetiza una cadena de poli (A) de unos 10 re­

siduos de AMP. Las propiedades de la poli A polimerasa 

de Artemia son basicamente similares a las de otros po­

li (A) polimerasas encontradas en otros sistemas. 
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4. Expresión de actividades enzimáticas durante el desa­

rrollo temprano de Artemia. 

Además de centrar nuestra atención en el pro­

ceso de transcripción en sentido amplio (estudio bioquími­

co del genoma y su modificación, maquinaria de transcrip­

ción y su regulación y estudio de algunas actividades enzi­

máticas presuntamente implicadas en los mecanismos de 

procesamiento de los RNA) parecía conveniente desde el 

punto de vista de la diferenciación y desarrollo, estudiar 

la e xpresión de determinados productos génicos que nos 

pudieran servir: a) como marcadores de un determinado 

e stadio de l desarrollo, b) como proteínas tipo en las que 

la regulación de su síntesis pudiera ser objeto de estudio 

y finalmente, de actividades enzimáticas que por sus pre­

suntas peculiaridades específicas (morfogenéticas, degra­

dati vas, reguladoras de vías biosintéticas importantes) 

pudi e ran tener interés potencial en el estudio de los pro­

cesos de diferenciación y desarrollo. 

La conclusión de tipo un tanto general a qué han 

llevado estos estudios, es que el desarrollo embrionario 

e s un período de activación nuclear y morfogénesis inten­

sa, y que después de la eclosión de las larvas hay un pe­

ríodo de intensa inducción de actividades enzimáticas de 
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funciones mu y distintas. En apartados anteriores hemos 

visto las características de inducción de algunos enzimas 

como la actividad acetilante de histonas, actividades DNasa 

y RNasa. Durante el desarrollo larvario temprano se indu­

ce la síntesis de varias proteasas distinguibles entre sí, 

tanto por sus propiedades cromatográficas en DEAE-celu­

losa, como por su diferente expresión temporal durante el 

desarrollo y distinta especificidad de sustrato. Cuatro de 

estas actividades proteásicas (A, B, C y D) han sido puri­

ficadas (16, 17, 18) y sus características diferenciales se 

exponen en la Tabla VI. 

Posteriormente a la aparición de las proteasas, 

tiene lugar durante el desarrollo larvario temprano, la in­

ducción de una enzima que inespecificamente hidroliza ami­

noacil-tRNAs libres o N-sustituídos, dando como produc­

tos de la reacción tRNA y el correspondiente aminoácido 

(19). La actividad de esta hidrolasa es practicamente in­

detectable en quistes y durante el desarrollo embrionario, 

a diferencia de otro enzima que hidroliza muy especifica­

mente N-acetilfenilalanil-tRNA (20, 21), cuyos ni veles de 

actividad en quistes son altos y se mantienen practicamen­

te constantes durante las primeras 40 horas de desarrollo 

(19). Las características diferenciales de estas aminocil-
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tRNA hidrolasas se expone en la Tabla 7. 

Durante las primeras fases del desarrollo de 

Artemia tiene lugar un intenso aumento de las actividades 

mitocondriales. Uno de los enzimas mitocondriales indu­

cidos durante este período es la carbamil fosfato sinteta­

sa (Fig 3 ) . Este enzima es claramente distinto de la car­

bamilfosfato sintetasa constitutiva implicada en la biosín­

tesis de pirimidinas. El enzima constitutivo está localiza­

do en el ci tosol, y el inducible en las mi tocondrias siendo 

este último activado por N-acetilglutamato y no inhibido 

por uridin nucleótidos. 

5. El comportamiento de las actividades mitocondriales 

durante el desarrollo de Artemia salina. 

La puesta en marcha del proceso de desarro­

llo en Artemia a partir de gástrulas durmientes, implica 

entre otros, dos parámetros básicos: la hidratación de los 

quistes y la inducción de la respiración. En este contexto 

se ha estudiado la aparición y el comportamiento de las 

actividades mitocondriales durante el desarrollo tempra­

no de Artemia (22, 23, 24). Los resultados expuestos en 

la Tabla 8 indican que a las 24 horas de desarrollo, hay 

un aumento de unas 25 veces en todas las enzimas mito­

condriales ensayadas. El mayor aumento en estas activi-
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dades, tiene lugar alrededor de la emergencia de las nau­

plias (16-24 h) y esta aparición de actividades mitocondria­

les coincide cronologicamente con la desintegración de las 

p !aquetas de vi te lo. 

Cuando extractos procedentes de animales en 

distintos grados de desarrollo se sometieron a fracciona­

miento subcelular, se observó un aumento en la sedimen­

tabilidad de las mitocondrias a medida que avanzaba el 

desarrollo, apreciandose alrededor de la emergencia de 

las nauplias, un claro aumento de las actividades mitocon­

dri.ales en las fracciones más pesadas en que sedimenta­

ban las plaquetas de vitelo. La observación de las distin­

tas fracciones subcelulares al microscopio electrónico, 

muestra que a medida que avanza el desarrollo, en la frac­

ción plaquetaria (2000 xg) van apareciendo plaquetas par­

cialmente degradadas, que presentan claros con aspecto 

membranoso (12 h) y ocasionalmente aparecen plaquetas 

rodeadas de membranas, hasta que alrededor de la emer­

gencia, las plaquetas de vitelo han desaparecido casi com­

pletamente de esta fracción y en su lugar se observan mi­

tocondrias. Justo antes y mejor aún inmediatamente des­

pués de la emergencia de las larvas, aparecen plaquetas 

de vitelo en estadios intermedios de degradación, mos-
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trando en su interior estructuras semejantes a mitocon­

drias. La conjunción de los dos tipos de abordajes expe­

rimentales, bioquímico y morfológico, ha conducido a la 

conclusión de que la abrupta aparición de actividades mi­

tocondriales, se debe a la maduración de las mitocondrias 

almacenadas en las plaquetas de vi te lo de los quistes, y 

no a una biogénesis completa de toda la estructura mito­

condrial. 
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CONCLUSIONES 

Los resultados aquí resumidos, ponen de mani­

fiesto la existencia en gástrulas durmientes de Artemia 

salina ó la inducción durante las primeras fases del desa­

rrollo, de actividade s enzimáticas capaces de: a) modifi­

car la cromatina y actuar sobre el D. A; b) modificar los 

productos de transcripción y actuar sobre determinadas 

e spe ci e s de aminoacil-tRNAs; c) intervenir en las vías de 

síntesis de pre cursores de ácidos nucléicos y d) actuar 

sobre los productos de la traducción del mensaje genéti-

co . Estas actividades enzimáticas han sido caracteriza-

das y parcialme nte purificadas. Se apunta la posible inte r­

v e nci ón de e stas en z imas como presu ntos reguladores de 

la e xpresión de la información genética. Se ha caracteri­

zado la propia maquinaria enzimática implicada en el pro­

ceso de transcripción, su variación durante e l desarrollo 

de Artemia salina, y se ha obtenido evidencia de que un 

posible modo de regulación de la transcripción, puede 

ejercerse a través de cambios en los niveles de las RNA 

polimerasas implicadas en la síntesis de las distintas es­

pecies de RNAs. Aparte de este tipo de control ejercido 

mediante variación en los niveles de las RNA polimerasas, 

nuestros resultados apuntan a qué la regulación de la trans-
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cripción puede lograrse también mediante cambios de ni­

veles y regulación de la actividad de enzimas capaces de 

modificar la cromatina o actuar sobre los productos de 

transcripción. El presunto interés de los dinucleósido po­

lifosfatos como reguladores metabólicos y la abundancia 

de diguanosintetrafosfato en quistes de Artemia nos llevó 

también a estudiar actividades enzimáticas capaces de hi­

drolizar estos compuestos. La puesta en marcha del pro­

ceso de desarrollo en Artemia a partir de gástrulas dur­

mientes, implica entre otros dos parámetros básicos: la 

hidratación de los quistes y la inducción de la respiración. 

En este contexto se ha estudiado la aparición y el compor­

tamiento de las actividades mitocondriales durante las pri­

meras fases del desarrollo. Se ha obtenido evidencia de 

que junto a un proceso de maduración mi tocondrial, exis­

te como componente muy importante el desvelamiento de 

estas organelas almacenadas en las plaquetas de vitelo. 

Finalmente se ha desarrollado una metodología que no só­

lo es de utilidad en el estudio del desarrollo de Artemia, 

sino que puede tener aplicación a otros sistemas biológicos 
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