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INTRODUCCION

Artemia salina es un crustaceo del orden

Anostraea, subclase Branchiopoda, cuyo ciclo biologico es

relativamente corto y puede reproducirse en el laboratorio
(Fig 1). La hembra adulta puede ser vivipara u ovipara.
En el Gltimo caso, los huevos fecundados se desarrollan
hasta el estadio de gastrula dentro del ovisaco, se enquis-
tan y son expulsados al exterior. Tras sufrir desecacion,
los quistes pueden permanecer viables durante afios. Cuan-
do estos quistes se colocan en una solucidon 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 division celular.
Lo que parece ocurrir durante este periodo, es un proce-
so de reagrupacion celular y el comienzo de la diferencia-
.7 . ’ «s 9 . .

cion hacia organos y tejidos especializados.

Los procesos de diferenciacion y desarrollo

- . -7
se pueden definir como la expresion temporal de un pro-

e ’ . - -7
grama contenido en las celulas que da lugar a la aparicion
de estructuras, propiedades y funciones no presentes en

las celulas originales. La idea basica que ha presidido es—
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te proyecto de investigacion ha sido el que la explicacion
a nivel molecular de la diferenciacion en los organismos
eucariotes, radica en la modulacion de la regulacion de
la expresion genetica en sus distintos niveles. La infor-
macidon geneéetica almacenada en el DNA debe ser transcri-
ta a moleculas de RNA y posteriormente traducida a mo-
leculas de proteinas que, a traves de sus funciones e in-
teracciones especificas, daran lugar a la sintesis de los
componentes moleculares, y estos a la formacion ordena-
da de las distintas estructuras de las celulas en distinto
grado de diferenciacion. Este flujo de informacién gené-
tica contenida en el DNA puede ser modulado a muy dis-
tintos niveles. La integracion concertada de estos niveles
de regulacidén seran los que en Gltimo término den cuenta
del proceso de diferenciacion. Como consecuencia de es-
te planteamiento, es de importancia basica el poder ir
analizando cada una de las etapas implicadas en el flujo
de informacidn y tratar de identificar los mecanismos que
las regulan. Ha sido el proposito de nuestro trabajo el cen-
trar la atencion, fundamentalmente, en el estudio de la
etapa de transcripcion y de la identificacidn de factores
que puedan regular esta etapa durante el desarrollo tem-

prano del crustaceo Artemia salina.
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El estudio de la transcripcion ha sido aborda-
do en un sentido amplio fijando la atencion en el estudio
del DNA y de la cromatina y su modificacion durante el
desarrollo de Artemia; en la caracterizacion de la propia
maquinaria enzimatica del proceso de transcripcion y de
los factores presuntamente implicados en su regulacion;
en la caracterizacion de actividades enzimaticas activas
sobre los productos de transcripcion. Por la importancia
que parece tener durante las primeras fases del desarro-
llo, ha sido tammbien abordado el estudio de enzimas acti-
vos en la degradacion de proteinas y del comportamiento
de las actividades mitocondriales durante el desarrollo
temprano de Artemia. A lo largo del trabajo ha sido nece-
sario desarrollar una metodologia dirigida a la obtencion
de poblaciones sincronizadas de Artemia, al marcaje de
macromoleculas con precursores radioactivos durante
las primeras fases del desarrollo y al estudio de las in-
teracciones proteina-acidos nucleicos que puede tener a-
plicacion a otros sistemas biologicos.

La utilizacion del sistema de Artemia salina,

como modelo experimental para el estudio de los procesos
de diferenciacion y desarrollo, ha ido incrementandose du-

rante los Gltimos cinco afios. Los resultados obtenidos
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con Artemia (por el hecho de que en el quiste estan sepa-
rados temporalmente los acontecimientos de division ce-
lular y morfogenesis) permitiran una mejor comprension
de fenomenos que no se han podido estudiar en otros sis-
temas biologicos. Distintos grupos de investigacion han
utilizado diversos tipos de abordajes para el estudio de
aspectos concretos de este proceso. Nuestros resultados
creemos que han contribuido al conocimiento bioquimico
basico de este organismo. Como apuntabamos al princi-
pio, solamente la integracion de los conocimientos obte-
nidos sobre los mecanismos que intervienen en el flujo de
la informacion almacenada en el DNA, pueden dar respues-

ta satisfactoria al problema de la diferenciacion celular.
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METODOLOGIA

Aparte de los metodos generales utilizados en
este trabajo y cuya descripcion detallada podra encontrar-
se en las referencias bibliograficas recogidas al final, du-
rante la ejecucion del mismo ha sido necesario desarrollar
procedimientos especificos dirigidos a obtener poblaciones
sincronizadas de Artemia, al marcaje de macromoléeculas
con precursores radiocactivos durante las primeras fases
del desarrollo y al estudio de las interacciones proteinas
acidos nucleicos.

Aproximadamente despues de 15 horas de in-
cubacion de los quistes de Artemia en un medio salino a-
propiado, aparece en ellos una fisura y el embrion empie-
za a emerger cubierto todavia por una membrana por la
que permanece unido a la cascara. A este estadio de desa-
rrollo denominamos prenauplias. Las prenauplias siguen
desarrollandose, 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 separacion de estos tres estadios de
desarrollo mediante aplicacion de la mezcla, una vez con-

. .y ,
centrada por filtracion a traves de una gasa, a una colum-



13

na (95 x 3 cm) que contiene un gradiente continuo de NaCl
entre 0 y 75% de saturacion. La columna se cubre con pa-
pel negro excepto la parte superior que se ilumina inten-
samente. Despues de 30 minutos en estas condiciones, los
componentes de la mezcla se separan y distribuyen del mo-
do siguiente: en la parte inferior, mas densa del gradiente,
se colocan los quistes no eclosionados, en la parte media
del gradiente, las prenauplias y en la parte superior, en

la zona mas iluminada, se colocan las nauplias que migra-
ron alli por su fototropismo positivo.

Los quistes durmientes y embriones de Arte-
mia, son practicamente impermeables a precursores de
macromoleculas. La necesidad de marcaje de estos com-
puestos con precursores radioactivos, hizo necesario bus-
car condiciones para la permeabilizacion de los mismos
al paso de metabolitos sin que perdiesen su viabilidad. Es-
to se ha conseguido mediante tratamiento de los quistes
con una solucion de hipoclorito sodico al 2,5% durante 5
minutos. Tras eliminar el hipoclorito mediante lavados
con agua, los quistes se trataban con acetona durante 5
minutos y posterior lavado hasta eliminar la acetona. Tras
este tratamiento conservan mas del 90% de viabilidad y

son permeables a precursores de acidos nucléicos y pro-
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teinas.

Reaccion de la fluorescamina v su aplicacion al estudio

de interacciones proteinas acidos nucléicos.

La fluorescamina, un compuesto sintetizado
por el grupo de Weigele ha sido utilizado ampliamente por
Udenfriend como un reactivo muy util de aminas primarias.
Como muchas de las moleculas biologicas mas importan—
tes son aminas primarias, la fluorescamina ha encontrado
amplia aplicabilidad. Hemos reexaminado los principales
parametros que afectan la reaccion, incluyendo los facto-
res que afectan el limite de sensibilidad de la reaccion y
puesto a punto un micrometodo que permite ahorrar gran
cantidad de reactivo y determinar cuantitativamente ami-
nas primarias en un rango muy bajo de concentraciones(1).

En estudios de biologia molecular tales como
estructura de cromatina, sintesis de DNA, regulacion de
transcripcion, etc., es importante poder disponer de mé-
todos sencillos y sensibles para estudiar interacciones
entre proteinas y acidos nucleicos. Utilizando la gran sen-
sibilidad de la fluorescamina como reactivo especifico de
proteinas, pero no de DNA y del acido diaminebenzoico

como reactivo de DNA, se han desarrollado metodos que
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permiten valorar la interaccion entre estos dos tipos de
macromoléculas. La proteina 0 el DNA del complejo nu-
cleoprotéico (previamente aislado bien por sedimentacion
o por filtracion a traves de filtros de nitrocelulosa), se
determinan con fluorescamina o acido diaminobenzo6ico
(2,3). El metodo de la fluorescamina ha resultado también
muy util por su gran sensibilidad para la determinacion

de actividades proteasicas (4).
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RESULTADOS

1. Caracterizaciédn bioquimica del genoma de Artemia

salina v su modificacion durante el desarrollo.

El aislamiento tanto del DNA como de la cro-
matina de Artemia, es necesario tanto para el conocimien-
to de la organizacion estructural y secuencial del genoma,
como para el estudio de la transcripcion in vitro por las
RNA polimerasas homologas y la dilucidacién de los me-
canismos de control operativos en este paso de flujo de la
informacion genetica.

Partiendo tanto de quistes como de larvas de
Artemia ha sido posible desarrollar metodos 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 de DNA: un DNA nuclear con un peso molecular
comprendido entre 10-80 x 106 y un DNA de la fraccion
plaquetaria (que representa aproximadamente un 20 por
ciento del total) con un peso molecular de 3-5x 10 . A
partir de larvas de 18 horas de desarrollo se ha obtenido

6

DNA nuclear de mas alto peso molecular entre 10-300 x 10
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Estos tipos de DNA sirven como moldes para la transcrip-
ciébn por las RNA polimerasas de Artemia. Igualmente se
han obtenido preparaciones de cromatina de alto peso mo-
lecular (5 x 107) que mostraron tambien ser funcionalmen-
te activas por el doble criterio de servir como molde para
transcripcion por las RNA polimerasas, y por contener la
actividad acetil transferasa capaz de producir la acetila-
cion tanto de histonas endogenas como exogenas.

La acetilacion de histonas es un tipo de modifi-
cacion de estas proteinas que parece ser muy importante
en los procesos de activacion de la cromatina y por tanto
en los procesos de regulacion de la expresion genica. En
este sentido hemos estudiado la evolucion de una actividad
enzimatica, acetil transferasa, y su posible regulacion 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 caracteristicas importantes que debemos resaltar. El
enzima acetila mucho mas eficazmente la histona H1 que .
las histonas H3 y H4 cuando se las ofrece independiente-
mente como sustratos. Sin embargo estudios realizados

mediante electroforesis de la acetilacion endbgena de his—
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TABLA 1

Caracterizacion de la acetil transferasa de histonas de A. salina

Estabilidad termica
Fuerza ionica optima
Optimo pH

Requerimiento de metales
divalente

monovalente

Requerimiento de grupos
sulfhidrico

Peso Molecular

Especificidad de sustrato

Histonas acetilantes in vivo

Pequefia (80% inactivacion en 2.5 min a 402)

Baja (0.05 M)

8.5

., 21
Ninguno (50% inhibicion con 1l mM Mn ")

1 1
Ninguno (50% inhibicién con 80 mM Na 6 K7)

Grande

170.000 (en 0.2 M KCI; presenta agregacion
ionica baja)

H1) H3) H4

H3 y H4, no Hl

Datos tomados de (5-7)
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i

tonas en preparaciones nucleares intactas, han puesto de

manifiesto que las Ginicas histonas acetiladas son la H

H

3 Yy
4 ¥ no se encuentra acetilacion de la H1 . Esto sucede
tambien cuando el enzima purificado se le ofrece una mez-
cla de las cinco histonas. Hemos visto que la causa res-
pcnsable de esta aparente contradiccion es la fuerte inhi-
bicion que la histona H4 a concentraciones muy pequefias
produce sobre la acetilacion de la Hl. Por tanto parece
existir una regulacion de la acetil transferasa por sus
sustratos. Otro hecho importante que queremos resaltar
en relacion con la actividad acetilante de histonas es la
caracterizacion 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 sustrayen-
dolas asl a la accion de la acetil transferasa. Por tanto,
parece que la acetilacion de histonas durante el desarro-~
llo de Artemia, puede ser regulada por cambios en los
niveles del enzima acetilante, por la aparicion durante el
desarrollo de un inhibidor del enzima y por sus propios
sustratos mediante un mecanismo verosimilmente de ca-

..
racter alosterico.
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El importante papel de las DNAsas en la repli-
cacion del DNA y su implicacion en los procesos de reor-
ganizacion del genoma eucariote, nos hizo centrar la aten-
cion en el estudio de estos enzimas durante el desarrollo
de Artemia. Por otra parte, el conocimiento de estas
DNAsas era tambien importante para poder impedir sus
efectos deletereos durante el aislamiento y caracteriza-
cion 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 experimentan un fuerte aumento después de la eclo-
sion de las larvas. El enzima de los quistes esta localiza-
do en la capa mas externa de las plaquetas de vitelo, utili-
za DNA bicatenario como sustrato y lo hidroliza preferen-
temente por mecanismo haplotomico, pero tambien por
mecanismo diplotomico. El aumento de actividad DNasa
después de la eclosion de las larvas parece debido mas &
una liberacion del enzima de las plaquetas durante su me-

tabolismo que a una sintesis de novo del enzima.

2. Maquinaria enzimatica de la transcripcion y su regula-

cion 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-
den separarse entre si mediante cromatografia en DEAE-
Sephadex. Siguiendo el orden de elucion, las tres RNA po-
limerasas se han denominado I, Il y IIl 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 ribosomico, 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, abriria la
posibilidad de que un mecanismo de control de la trans-
cripcion a nivel enzimatico pudiera ejercerse a traves de
cambios en 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 | aumenta durante la embrio-
g'énesis y disminuye despues de la eclosion de las larvas
para alcanzar un nivel que se mantiene practicamente cons-
tante durante las 50 horas siguientes de desarrollo. Los

niveles de la RNA polimerasa Il aumentan de un modo con-
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tinuo hasta alcanzar una actividad especifica a las 80 ho-
ras de desarrollo cinco veces mayor que en los embriones.
Los niveles de la RNA polimerasa III aumentan solo lige-
ramente durante la embriogenesis y el desarrollo larvario
temprano. Existe amplia evidencia en distintos sistemas
biologicos que demuestran una correlacion directa entre
niveles de las RNA polimerasas y la sintesis de RNA es-~
pecificos. 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 regulacion de la transcripcion por
variacion en los niveles de la maquinaria enzimatica res~
ponsable del proceso, otro tipo de regulacion puede ejer-
cerse a traves de efectores que modifiquen la actividad
y/ o la especificidad de las RNA polimerasas. La eviden-
cia de que actualmente se dispone, apunta a que algunos
dinucleosido polifosfatos, 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 metabolicos, nos llevo a

estudiar tanto en Artemia como en otros sistemas biolo-
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gicos, actividades enzimaticas que hidrolizasen estos com-
puestos (12, 13). Los resultados expuestos en las Tablas

2 y 3 recogen la especificidad de sustrato de dos de estas
hidrolasas.

Otro tipo de regulacion de la transcripcion pue-
de ejercerse a traves de modificaciones estructurales du-
rante el desarrollo de las RNA polimerasas que afecten
las propiedades cataliticas de estos enzimas. En este sen-
tido no hemos encontrado diferencias estructurales entre
las RNA polimerasas procedentes de distintos estadios del

desarrollo de Artemia.

3. Enzimas activos sobre los productos de transcripcibdn.

Los productos directos de la transcripcion en
organismos cucariotes no son las formas maduras de los
RNA ribosomales, mensajeros o de transferencia, sino
moleculas de RNA de mucho mayor tamafio molecular, que
deben sufrir un proceso de modificacion y reordenamiento
para dar lugar a las formas maduras. En estos procesos
de reordenamiento actuan distintos enzimas hidroliticos
o modificantes de las moleculas de RNA. Como contribu-
cion al conocimiento de estos mecanismos de procesa-

miento de los productos de transcripcion y de su eventual



TABLA 2

Especificidad de sustrato de la dinucledsidotrifosfatasa de higado de rata
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Sustrato Concentracibdn Producto Velocidad Km
?Z: Valorado relativa c.;\:
%
>Uu> 50 ADP 100 7
OUuO 30 GDP 46 2
vaC 200 ubDP 37 25
Xbux 200 Pi Am -
Ap A 40 ADP 2 -
OU»O 40 GTP 2 -
>UN> 40 Inosina 2 -~
OUNQ 600 Pi 3 -
P,A 50 ATP,ADP 3 -
>mTu 250 ADP 2 -
ADP f 300 w# 2 -
NADP 1.700 NADP  residual 5 -

Bis-p-nitrofenil
fosfato 3.000 p-nitrofenol 2

Datos tomados de (13)



26

TABLA 3

Especificidad de sustrato de la diguanosin tetrafosfatasa de higado de rata y
de Artemia salina.

Higado Artemia
Velocidad Velocidad
Sustrato KB?ZV relativa HABC»ZV relativa
% %
QU\__.Q 2 100 5 100
Ap A 2 62 2 88
CU\__.C 10 33 11 30
Xp X 16 78 18 123

Datos tomados de (12)
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regulacion durante el desarrollo de Artemia, hemos estu-
diado actividades RNasas y poli-(A) polimerasas en gas-
trulas durmientes y su evolucion durante el desarrollo.
Los quistes de Artemia contienen niveles casi
indetectables de actividades ribonucleasicas y estos bajos
niveles de actividad se mantienen durante todo el desarro-
llo embrionario. Al poco tiempo de la eclosion de las lar-
vas se induce la sintesis de una actividad ribonucleasa que
hemos caracterizado (14). La induccién del enzima es in-
hibida por inhibidores de sintesis de proteinas, sugirien-
do que la induccidn se debe a sintesis de novo del enzima.
Los resultados en la Tabla IV recogen las caracteristicas
mas importantes de este enzima. El enzima tiene activi-
dad sobre RNA y no es activo sobre DNA nativo o desnatu-
ralizado. El mecanismo de hidrolisis es endonucleolitico.
El enzima muestra una preferencia muy marcada para hi-
drolizar enlaces fosfodiester entre restos de uridina poli
(U), hidroliza mucho mas lentamente secuencias de poli(A)
y poli(C), y no tiene actividad detectable sobre poli(G). La
funcion fisioldogica de esta nucleasa no esta atin 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 implicacidn en



TABLA 4

Propiedades de la Ribonucleasa de Artemia salina

pH optimo
Requerimiento de metal
Estabilidad térmica

28

Especificidad de sustrato

rRNA (levadura)

rRNA (A. salina)

DNA (nativo o desnaturalizado)
poli (U)

poli (A)

poli (C)

poli (G)

7,5 ,
5.10 mM Mg>* 6 Mn?*

Pequefia (50% inactivacion
en 3 min a 549)

Velocidades relativas

100
66
indetectable
104 3
1,2 x 10
500

indetectable

Datos tomados de (14).
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la eliminacién 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-~
duracion.

Las poli (A) polimerasas son enzimas que es—
tan implicados en el procesamiento de RNA mensajeros
mediante adicion de restos de AMP al extremo 3! termi-
nal de las cadenas de RNA. Las gastrulas durmientes de

Artemia salina tienen una actividad poli (A) polimerasa

que hemos purificado y caracterizado (11,15). Las pro-
piedades mas 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 distribucion
celular cambia ligeramente durante la embriogénesis. En
larvas recien emergidas alrededor del 50% de la activi -
dad es particulada. El enzima incorpora cadenas de poli(A)
al extremo 3' terminal de varios poliribonucleotidos, tan-
to naturales como sinteticos, 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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TABLA 5

Propiedades de la poli (A) polimerasa de A. salina.

Especificidad de sustrato

Nuclebtidos ATP)dATPY CTP, GTP, UTP
Cebador WZWWUOE m&vVUo: QICVV poli AOVV UOEACVVVUZ\y
Cation Mn Mg“™ —= Co™7

Tamaiio de las cadenas de poli (A): 10 nucleobtidos

Condiciones de la reaccion

pH optimo 8.0-8.5
Fuerza ibnica 20-50 mM KCl1
Peso molecular del enzima; 70.000

Datos tomados de (11).
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4, Expresion de actividades enziméticas durante el desa-

rrollo temprano de Artemia.

Ademas de centrar nuestra atencion en el pro-
ceso de transcripcion en sentido amplio (estudio bioquimi-
co del genoma y su modificacion, maquinaria de transcrip-
cion y su regulacion y estudio de algunas actividades enzi-
maticas presuntamente implicadas en los mecanismos de
procesamiento de los RNA) parecia conveniente desde el
punto de vista de la diferenciacion y desarrollo, estudiar
la expresion de determinados productos génicos que nos
pudieran servir: a) como marcadores de un determinado
estadio del desarrollo, b) como proteinas tipo en las que
la regulacion de su sintesis pudiera ser objeto de estudio
y finalmente, de actividades enzimaticas que por sus pre-
suntas peculiaridades especificas (morfogenéticas, degra-
dativas, reguladoras de vias biosintéticas importantes)
pudieran tener interés potencial en el estudio de los pro-
cesos de diferenciacion y desarrollo.

La conclusion de tipo un tanto general a quée han
llevado estos estudios, es que el desarrollo embrionario .
es un periodo de activacién nuclear y morfogénesis inten-
sa, y que despues de la eclosién de las larvas hay un pe-

’ - . - . - - -
riodo de intensa induccidon de actividades en ziméaticas de
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funciones muy distintas. En apartados anteriores hemos
visto las caracteristicas de induccion de algunos enzimas
como la actividad acetilante de histonas, actividades DNasa
y RNasa. Durante el desarrollo larvario temprano se indu-
ce la sintesis de varias proteasas distinguibles entre si,
tanto por sus propiedades cromatograficas en DEAE-celu-
losa, como por su diferente expresion temporal durante el
desarrollo y distinta especificidad de sustrato. Cuatro de
estas actividades proteasicas (A, B, C y D) han sido puri-
ficadas (16, 17, 18) y sus caracteristicas diferenciales se
exponen en la Tabla VI.

Posteriormente a la aparicion de las proteasas,
tiene lugar durante el desarrollo larvario temprano, la in-
duccidon de una enzima que inespecificamente hidroliza ami-
noacil-tRNAs libres o N-sustituidos, dando como produc-
tos de la reaccion tRNA y el correspondiente aminoacido
(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 niveles de
actividad en quistes son altos y se mantienen practicamen-~
te constantes durante las primeras 40 horas de desarrollo

(19). Las caracteristicas diferenciales de estas aminocil-
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TABLA 6

Caracterizacion de las proteasas inducidas durante el desarrollo de A. salina

Substratos: A B < D
CLNE i - - -
BAPNA - 1 1 -
TAME - 1 1 -
Caselina - 1 - 1
Azocaseina - 1 1 1
Inhibidores:
STI 1 1 1 -
CTI 1 1 1 -
PMSF 1 - - -
TLCK - 1 1 -
Elucion de DEAE- ﬁAO_W 0.41 M 0.47 M 0.85 M 0.59 M
Peso molecular (x 10 38 33 34 35

Datos tomados de (16, 17 y no publicados)
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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 periodo es la carbamil fosfato sinteta-
sa (Fig3 ). Este enzima es claramente distinto de la car-
bamilfosfato sintetasa constitutiva implicada en la biosin-
tesis de pirimidinas. El enzima constitutivo esta localiza-
do en el citosol, y el inducible en las mitocondrias siendo
este Gltimo activado por N-acetilglutamato y no inhibido

por uridin nucleotidos.

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 gastrulas durmientes, implica
entre otros, dos parametros basicos: la hidratacion de los
quistes y la induccion de la respiracion. En este contexto
se ha estudiado la aparicion 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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TABLA 7

Propiedades de las aminoacil-tRNA hidrolasas de A._salina

Hidrolasa especifica Hidrolasa inespecifica

Niveles durante el desarrollo

Peso Molecular

Requerimiento de metales

Especificidad de sustrato

Afinidad por DEAE-Sephadex;
molaridad de KCI para elucion

Constante

35.000

Activada G_&v por,
Mg2+, Mn2+ ,0 Ca™ "~

Restringida. Solo
activa sobre N-
acetil Phe-tRNA

0.25 M

Inducida durante el
desarrollo larvario

55.000

Woncw?ﬁﬁ to abspluto
;\_m s.uma. o Ow.m.m

Amplia. Activa sobre
aminoacil-tRNAs libres
o0 N-sustituidos

0.5-0.6 M

Datos tomados de (19,20,21).
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TABLAS8

Comportamiento de las actividades enzimaticas mitocondriales durante el desa-
rrollo de Artemia.

Enzimas C:wamQQM\Hom animales
Quistes (hr) Larvas (hr)
0 4 12 16 24 43
Citocromo oxidasa 2 4 7 18 57 111
Succinato citocromo ¢ reductasa 0,8 1 2 6 13 10
Malato deshidrogenasa 33 66 62 302 837 277
Isocitrato deshidrogenasa (NADP) 3 3 8 10 86 42
Fumarasa 4 6 16 62 97 34

Datos tomados de (23).
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dades, tiene lugar alrededor de la emergencia de las nau-
plias (16-24 h) y esta aparicion de actividades mitocondria-
les coincide cronologicamente con la desintegracion de las
plaquetas de vitelo.

Cuando extractos procedentes de animales en
distintos grados de desarrollo se sometieron a fracciona-
miento subcelular, se observo 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-
driales en las fracciones mas pesadas en que sedimenta-
ban las plaquetas de vitelo. La observacion de las distin-
tas fracciones subcelulares al microscopio electronico,
muestra que a medida que avanza el desarrollo, en la frac-
cién 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 fracciéon y en su lugar se observan mi-
tocondrias. Justo antes y mejor ain inmediatamente des-
pues de la emergencia de las larvas, aparecen plaquetas

de vitelo en estadios intermedios de degradacion, mos-
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trando en su interior estructuras semejantes a mitocon-
drias. La conjuncion de los dos tipos de abordajes expe-
rimentales, bioquimico y morfologico, ha conducido a la
conclusion de que la abrupta aparicion de actividades mi-
tocondriales, se debe a la maduracion de las mitocondrias
almacenadas en las plaquetas de vitelo de los quistes, y
no a una biogenesis completa de toda la estructura mito-

condrial.
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CONCLUSIONES

Los resultados aqui resumidos, ponen de mani-
fiesto la existencia en gastrulas durmientes de Artemia
salina 6 la induccion durante las primeras fases del desa-
rrollo, de actividades enzimaticas capaces de: a) modifi-
car la cromatina y actuar sobre el DNA; b) modificar los
productos de transcripcion y actuar sobre determinadas
especies de aminoacil-tRNAs; c) intervenir en las vias de
sintesis de precursores de acidos nucleicos y d) actuar
sobre los productos de la traduccion del mensaje geneti-
co. Estas actividades enzimaticas han sido caracteriza-
das y parcialmente purificadas. Se apunta la posible inter-
vencion de estas enzimas como presuntos reguladores de
la expresion de la informacion genetica. Se ha caracteri-
zado la propia maquinaria enzimatica implicada en el pro-
ceso de transcripcion, su variacion durante el desarrollo

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

posible modo de regulacion de la transcripcion, puede
ejercerse a traves de cambios en los niveles de las RNA
polimerasas implicadas en la sintesis de las distintas es-
pecies de RNAs. Aparte de este tipo de control ejercido
mediante variacion en los niveles de las RNA polimerasas,

nuestros resultados apuntan a que la regulacion de la trans-—
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cripcidn puede lograrse tambien mediante cambios de ni-
veles y regulacion de la actividad de enzimas capaces de
modificar la cromatina o actuar sobre los productos de
transcripcion. El presunto interes de los dinucleosido po-
lifosfatos como reguladores metabolicos y la abundancia
de diguanosintetrafosfato en quistes de Artemia nos llevo
tambien a estudiar actividades enzimaticas capaces de hi-
drolizar estos compuestos. La puesta en marcha del pro-
ceso de desarrollo en Artemia a partir de gastrulas dur-
mientes, implica entre otros dos parametros basicos: la
hidratacion de los quistes y la inducci6n de la respiracibén.
En este contexto se ha estudiado la aparicion 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 maduracion mitocondrial, exis-
te como componente muy importante el desvelamiento de
estas organelas almacenadas en las plaquetas de vitelo.
Finalmente se ha desarrollado una metodologia que no so6-
lo es de utilidad en el‘estudio del desarrollo de Artemia,

sino que puede tener aplicacion a otros sistemas biologicos
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cién del campo visual.

Garcia-Sancho Martin, F. J.:
Uso del acido salicilico para la me-
dida del pH intracelular.

Garcifa Gargia, A.:

Relacion entre iones calcio, farmacos
jonéforos y liberacion de noradrena-
lina.

Trillas, E., y Alsina, C.:
Introduccion a los espacios métricos
generalizados.

Pando Ramos, E.:
Sintesis de antibiéticos aminoglicosi-
dicos modificados.

Orozco, F., y Lépez-Fanjul, C.:
Utilizacién optima de las diferencias
genéticas entre razas en la mejora.



52

55

56

57

59

63

66

69

76

80

Gallego Fernédndez, A.:
Adaptacion visual.

Castellet Solanas, M.:
Una contribucion al estudio de las
teorias de cohomologia generalizadas.

Sanchez Lazo, P.:

Fructosa 1,6 Bisfosfatasa de higado
de conejo: modificacion por proteasas
lisosomales.

Carrasco Llamas, L.
Estudios sobre la expresion genética
de virus animales.

Afonso Rodriguez, C. N.:
Efectos magneto-opticos de simetria
par en metales ferromagnéticos.

Vidal Costa, F.:
A la escucha de los sonidos cerca de
TA en el 4y liquido.

Andréu Morales, J. M.:
Una proteina asociada a membrana y
sus subunidades.

Blazquez Fernéndez, E.:

Desarrollo ontogénico de los recep-
tores de membrana para insulina y
glucagon.

Vallejo Vicente, M.:
Razas vacunas autéctonas en vias de
extincién.

Martin Pérez, R. C.:
Estudio de la susceptibilidad magne-
toeléctrica en el Cr,0, policristalino.

Guerra Suarez, M.* D.:
Reaccion de Amidas con compuestos
organoaluminicos.

82

84

86

87

88

89

91

92

93

95

96

Lamas de Leén, L.
Mecanismo de las reacciones de ioda-
cién y acoplamiento en el tiroides.

Repollés Moliner, J.:

Nitrosacién de aminas secundarias co-
mo factor de carcinogénesis ambien-
tal.

Il Semana de Biologfa:
Flora y fauna acuaticas.

Il Semana de Biologfa:
Botanica.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Il Semana de Biologia:
Zoologia.

Viéitez Martin, J. M.:
Ecologia comparada de dos playas de
las Rias de Pontevedra y Vigo.

Cortijo Mérida, M., y Garcia Blan-
co, F.:

Estudios estructurales de la glucige-
no fosforilasa b.

Aguilar Benitez de Lugo, E.:
Regulacién de la secrecion de LH y
prolactina en cuadros anovulatorios
experimentales.

Bueno de las Heras, J. L.

Empleo de polielectrolitos para la flo-
culacién de suspensiones de particu-
las de carbén.

Nofez Alvarez, C., y Ballester Pé-
rez, A.:
Lixiviacion del cinabrio mediante el

empleo de agentes complejantes.
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23

24

31

33

35

36

38

41

Serie Roja

{Geologia, Ciencias Agrarias, Ingenieria, Arquitectura y Urbanismo)

Velasco, F.:
Skarns en el batolito de Santa Olalla.

Aleman Vega, J.:
Flujo inestable de los polimeros fun-
didos.

Fernandez-Longoria Pinazo, F.:
El fen6meno de inercia en la renova-
cion de la estructura urbana.

Fernédndez Garcia, M.* P.:
Estudio geomorfolégico del
Central de Gredos.

Macizo

Ruiz Lépez, F.:
Proyecto de inversion en una empre-
sa de energia eléctrica.

Bastarreche Alfaro, M.:
Un modelo simple estatico.

Martin Sanchez, J. M.:
Moderna teoria de control:
adaptativo-predictivo.

método

Zapata Ferrer, J.:
Estudio de los transistores FET de
microondas en puerta comiin.

Ordéiiez Delgado, S.:
Las Bauxitas espafiolas como mena
de aluminio.

Jouvé de la Barreda, N.:
Obtencién de series aneuploides en
variedades espafiolas de trigo comin.

Alarcén Alvarez, E.:
Efectos dinamicos aleatorios en tiine-
les y obras subterraneas.

Lasa Dolhagaray, J. M., y Silvan Lo6-
pez, A.:

Factores que influyen en el espigado
de la remolacha azucarera.

Sandoval Hernadndez, F.:
Comunicacion por fibras opticas.

42

43

46

58

64

79

81

83

90

97

99

Pero-Sanz Elorz, J. A.:

Representacion tridimensional de tex-
turas en chapas metalicas del siste-
ma cbico.

Santiago-Alvarez, C.:
Virus de insectos: multiplicacion, ais-
lamiento y bioensayo de Baculovirus.

Ruiz Altisent, M.:
Propiedades fisicas de las variedades
de iomate para recoleccién mecanica.

Serradilla Manrique, J. M.:
Crecimiento, eficacia biolégica y va-
viabilidad genética en poblaciones de
dipteros.

Farré Muntaner, J. R.:
Simulacion cardiovascular
un computador hibrido.

mediante

Fraga Gonzélez, B. M.:
Las Giberelinas. Aportaciones al estu-
dio de su ruta biosintética.

Yafez Parareda, G.:
Sobre arquitectura solar.

Diez Viejobueno, C.:
La Economia y la Geomatematica en
prospeccion geoquimica.

Pernas Gali, F.:
Master en Planificacion y Disefio de
Servicios Sanitarios.

Joyanes Pérez, M.* G.:

Estudios sobre el valor nutritivo de la
proteina del mejillén y de su concen-
trado proteico.

Ferndndez Escobar, R.:

Factores que afectan a la polinizacién
y cuajado de frutos en olivo (Olea
eurcpaea L.).



17

34

37

Serie Azul

(Derecho, Economia, Ciencias Sociales, Comunicaciéon Social)

Ruiz Bravo, G.:
Modelos econométricos en el enfo-
que objetivos-instrumentos.

Duran Lépez, F.:

Los grupos profesionales en la pres-
tacién de trabajo: obreros y emplea-
dos.

Lazaro Carreter, F., y otros:
Lenguaje en periodismo escrito.

74

78

85

Hernandez Lafuente, A.:
La Constitucion de 1931 y la autono-
mia regional.

Martin Serrano, M., y otros:
Seminario sobre Cultura en Perio-
dismo.

Sirera Oliag, M.* J.:
Las ensefianzas secundarias en el
Pais Valenciano.
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