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En 1966 Lewontin y Hubby (1966) publicaron su clásico tra­

bajo en el que estimaron la variabilidad genética en· Drosophila 

·pseüdoobs·cura, expresada en diferencias en la movilidad electro­

forética de proteínas, principalmente enzimas. Una tercera par­

te de los loci analizados resultaron polimórficos, a pesar de 

que con la técnica electroforética sólo suelen detectarse las 

sustituciones de aminoácidos con diferente carga eléctrica, de 

la superficie de la molécula. Posteriormente al trabajo ante­

rior se han realizado análisis semejantes en especies de las más 

variadas posiciones sistemáticas, con resultados esencialmente 

idénticos. La existencia .de esta abundante variabilidad gené­

tica detectable mediante una técnica sencilla, ha permitido la 

investigación de diversas cuestio~es relacionadas con la estruc­

tura genética de las poblaciones. 

Los Departamentos de Genética de las Facultades de Veteri­

naria de Córdoba y Zaragoza y el de la Facultad d~ Biología de 

la Universidad de Barcelona, tienen en curso de desarrollo un 

proyecto coordinado para estudiar la estructura genética de las 
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poblaciones de las especies ovina, bovina y de Drosophila. Den­

tro de este plan, se creyo -de interés aprovechar las oportuni­

dades que ofrece el análisis de los polimorfismos moleculares, 

solicitando a la Fundación Juan March la Ayuda que permite lle­

v ar a cabo el trabajo reseñado en la presente comunicación. 

El trabajo sobre Drosophila se ha centrado en las pobla­

ciones de dos especies: D. m€lanogaster y D. subobscura. Se 

trata de dos especies de características diferentes. Desde el 

punto de vista ecológico melanogaster está adaptada a los am­

bientes modificados por el hombre y es cosmopolita. Estas ca­

racterísticas ecológicas le re s tan interés como material de 

estudio de poblaciones naturales, pero por ser por mucho,. la 

especie animal mejor conocida genéticamente, ofrece la posibili­

dad de relacionar los datos obtenidos en su estudio con un 

conjunto de conocimientos más amplios que en otras especies. 

En cambio, subobscura es una especie silvestre de distribución 

poco influída por el hombre, común en toda Europa, norte de 

Africa y Próximo Oriente. Se trabaja en esta especie en nume­

rosos centros de investigación europeos y se conocen bastante 

bien algunas características de sus poblaciones naturales, en 

especial el polimorfismo cromosómico. En una reunión sobre 

genética ecológi~a de Drosophila, que tuvo lugar a principios 

de 1975 en la Universidad de Leeds (Inglaterra), se acordó la 

realización de un proyecto conjunto de varios centros europeos, 

para estudiar los _polimorfismos enzim&ticos de dicha especie. 

Tanto en D. subobscura como ·en D. melanogaster se trata 

en primer lugar de obtener información sobre las característi­

cas de estos polimorfismos en la_s poblaciones del suroeste de 

Europa y de las islas atlánticas ( Canarias , Madeira y Azores), 

es decir, de estimar el grado general de polimorfismo, su dis­

tribución por sis temas de aloenzimas y su distribución geográ­

fica. En segundo lugar,. se está obteniendo información de un 

interés más general. Los datos sobre sisTemas polimórficos 

dependientes de genes situad9s en e l mismo cromosoma permiten 

determinar si existe equilibrio o desequilibrio en el ligamien­

to de los diversos alelos. La importancia del desequilibrio en 

Fundación Juan March (Madrid)



11 

el ligamiento en la estructura genética de las poblaciones, está 

relacionada con el problema de si en la teoría genética de la 

Evolución deben considerarse como unidades de selección los ge­

nes aislados, grupos de genes ligados o ' incluso cromosomas en­

teros. Además, en especial en D. subobscura, se está analizan­

do la asociación entre alelos de los genes que controlan a las 

aloenzimas y las ordenaciones cromosómicas, que resultan de las 

inversiones. Generalmente se acepta que distintas ordenaciones 

cromosómicas están diferenciadas genéticamente, lo cual explica 

que tengan distinto valor adaptativo. No obstante, no se 

poseen pruebas directas de que ésto sea así. 

La investigación de la estructura genética de poblaciones 

de especies domésticas, como las ovina y bovina, ofrece algunas 

posibilidades de interés general para la teoría de la Evolución. 

En especial, en estas especies se tiene un mejor conocimiento 

del ambiente a que están sometidas sus poblaciones y, frecuen­

temente, también de su estructura reproductora, disponiéndose, 

a veces, incluso de genealogías. Esto, por si solo, justifica­

ría el interés de estudiar estas especies, para comparar con los 

datos obtenidos en las poblaciones naturales de Drosophila. No 

obstante, el estudio emprendido en ellas se dirige primordial- . 

mente, a objetivos más concretos y directos, obtener un mejor 

conocimiento de la estructura de su genotipo, con miras a la 

mejora. Concretamente, en las especies ovina y bovina se pre­

tende como en Drosophila obtener, en primer lugar unos datos 

descriptivos sobre los polimorfismos enzimáticos, a saber el . 

grado general de polimorfismo, qué enzimas son polimórficas, 

cómo se distribuye el polimorfismo por razas y dentro de éstas 

su distribución geográfica por poblaciones. También en estas 

especies se analiza el desequilibrio en el ligamiento. Final-

mente, en este caso, los datos obtenidos podrán utiliz.arse para 

comparar genéticamente las distintas razas y aclarar las rela­

ciones, principalmente filogenéticas, entre ellas. 

Resultados obtenidos 

Drosophila melanogaster. Se han recogido datos d e 6 poblaciones 
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españolas: Vilavert (Tarragona), S. Sadurni d'Anoia (Barcelona), 

Bages (Barcelona), Perelada (Gerona), Yecla (Murcia) y Cheste 

(Alicante). Actualmente están en curso de estudio otras varias. 

Para poder relacionar el polimorfismo cromosómico con el enzi ­

mático y para poder diagnosticar los casos de desequilibrio en 

el ligamiento propiamente como tales o como debidos a la presen­

cia de inversiones, en esta especie ha sido necesario investi­

gar el polimorfismo cromÓsómico además del enzimático. Las fre­

cuencias de inversiones halladas son muy superiores a lo que 

generalmente se admitía para esta especie. Por término . medio 

un 25% de individuos de las poblaciones presentan alguna inver­

sión. La más frecuente es la Curly del brazo izquierdo del 

cromosoma II que en Bages alcanza una frecuencia del 17,2%, le 

siguen la Payne del brazo derecho del cromosoma III con fre­

cuencia de 12,3% en Vilavert y la Payne del brazo izquierdo 

que se halla en 10,3% de los individuos de Bages. Se han en­

contrado algunas inversiones nuevas, pero con frecuencias pe ~ 

queñas. 

Los sistemas enzimáticos estudiados, hasta ahora, en esta 

especie son: la esterasa-c, esterasa-6, leucinoaminopeptida­

sa-D, xantino deshidrogenasa y alcohol oxidasa que dependen 

de genes del crómosoma ITI y la alcohol deshidrogenasa , 

a-glicero fosfatasa deshidrogenasa, amilasa y málico deshidro­

genasa, cuyos genes se encuentran en el cromosoma II. En ge­

neral. los datos obtenidos están de acuerdo con la situación 

hallada para los polimorfismos aloenzimáticos: hay considera­

ble uniformidad en las diversas poblaciones estudiadas y con­

cordancia con los datos obtenidos por otros autores en otras 

áreas geográficas. El resultado más interesante obtenido en 

estos datos es la existenci 'a de un fuerte desequilibrio en el 

ligamiento entre los alelos de las ADH y a-GPDH. Se observa 
f + s un fuerte exceso de gametos ADH a-GPDH y ADH a-GPDH , con 

el consiguiente déficit de las combinaciones recíprocas. Los 

valores hallados para el desequilibrio en el ligamiento, calcu­

lado por la fórmula d = ru - st , oscilan entre d = 0.046 y 

d = 0.099, muy próximos a los máximos · posibles dadas las fre-
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cuencias alélicas en los genes afectados . Dicho s valore s má­

ximos oscilan entre d = 0.052 y d = 0.099. En la r e gión donde 

se hallan localizados los genes para estos do s s istemas s e ha 

detectado una inversión, que podría ser la causa del des equi­

librio observado. No obstante, analizando sólo los individuo s 

en los que no está presente la inversión se comprueba el mismo 

desequilibrio en el ligamiento y estadísticamente significativ o. 

Debe concluirse que la inversión sólo refuerza y fija un dese ­

quilibrio que existe independientemente de ella. Este desequi­

librio debe tener por origen una interacción epistática, que 

favorece las combinaciones de alelos que se encuentran en e x ce­

so. 

Drosophila subobscura. Se llevan recogidos datos de 12 pobla­

ciones: La Magdalena (Santander), Uztegui (Navarra), Castellar­

nau (Barcelona), Picos de Europa (Santander), Córdoba, Ronda 

(Málaga), Las Mercedes I (Tenerife), Breña Alta (La Palma) y a 

estudiadas y Las Mercedes II (Tenerife), .Hermigua (Gomera), 

Lovaina la Nueva (Bélgica) y Villars (Perigord, Francia) en 

curs¿ de estudio. Los sistemas de aloenzimas estudiados son: 

esterasa-3, esterasa-5, esterasa-7, leucinoaminopeptidasa, 

xantindeshidrogenasa, aldehido oxidasa, peptidasa del cromoso­

ma O, fosfatasa alcalina, fosfatasa ácida y amilasa. En lo 

que a la distribución geográfica de los polimorfi-s mos -halla­

dos en estas enzimas se refiere, en general, coincide con las 

características de uniformidad halladas e n los sistemas d e 

aloenzimas. No obstante, se encuentra una importante e x cep­

ción, en algunos sistemas, como la EST-5 y la LAP, la . varian­

za de las frecuencias génicas es considerablemente menor en 

las poblaciones de las Islas Canarias. A diferen c ia de lo que 

ocurre en las poblaciones de Drosophila willistoni de las An­
tillas (Ayala et al., 1971), donde la reducción de v ariabilidad 

en el · polimorfismo cromosómico en las poblaciones insulares 

comparadas: con las continentales, no va acompañada de igual 

reducción en el polimorfismo enzimático, en las poblaciones 

canarias, por lo menos para algunas enzimas , la reducción se 

encuentra en ambos tipos de polimorfismos. Por lo demás , hasta 
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la terminación del trabajo es prematuro sacar otras conclusiones 

generales sobre la distribución geográfica de los polimorfismos 

enzimáticos de esta especie. 

Otro resultado interesante es la asociación comprobada en­

tre ordenac'iones del cromosoma O y alelos de la EST- 5 y la LAP. 

El alelo LAP1 · 00 y las ordenaciones cromosómicas que contienen 

el complejo o3+4 , así como LAP1 · 11 y la ordenación "standard" 

se encuentran asociados a un alto nivel de significación esta­

dística. El fenómeno es general en las poblaciones hasta ahora 

estudiadas y se comprueba tanto dentro de las mismas, como al 

comparar las frecuencias génicas y las ordenaciones cromosómicas 

entre poblaciones. En este Último caso, la correlación entre 

dichas frecuencias es de r = 0.76! 0.17. 

La asociación entre alelos de la EST-5 y las ordenaciones 

del cromosoma O es más débil. Sólo en algunas poblaciones, es 

estadísticamente significativa, aunque en general se observa 

la misma tendencia en todas: frecuencias más altas del alelo 

EST-s1 · 00 en la ordenación o7 y del alelo EST-s 0 · 91 en la Ost· 

La correlación entre poblaciones es, en este caso, de 

r = 0.61:0.25; es decir, bastante alta, pero no llega al nivel 

de significado de O.OS. Parece que puede concluirse que, como 

en el caso de la LAP, los alelos de la EST-5 también están ~so­

ciados a distintas ordenaciones del cromosoma O, aunque más 

débilmente, por lo que es más difícil llegar a los niveles de 

significación estadística. 

Hasta el momento no se ha detectado desequilibrio en el 

ligamiento entre los genes de los sistemas aloenzimáticos estu­

diados en esta especie. 

Especie ovina. En esta especie se han obtenido muestras de in­

dividuos de 12 poblaciones, en general pertenecientes a diferen­

tes razas: Castellana negra, Castellana blanca, Lacha, Churra te~ 

sina, Talaverana, Churra ordeño (León), Lacha (Navarra), Segure­

ña, Ojalada , Merino, Merino Landschaff y Rasa. Hasta ahora se 

han analizado los polimorfismos en las siguientes proteínas: 

hemoglobinas, albúminas , transferrinas, prealbúminas, a-caseina, 
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~-caseina, arilesterasas y, además, en el potasio eritrocitario. 

Todos estos polimorfismos se han analizado en la raza merina 

espafiola, siendo 4 las poblaciones de distinto origen estudiadas 

de esta raza. La raza merino, en general, tiene una alta fre­

cuencia del alelo Esª de las arilesterasas. Los datos obtenidos 

en esta especie, hasta ahora, se han empleado principalmente 

para analizar las relaciones. filogenéticas entre las razas es­

tudiadas. Debe esperarse a tener datos más completos, para re­

lacionarlos con los de Drosophila y considerar su significado 

en relación con la estructura genética de las poblaciones. 

Especie· bovina. En esta especie el trabajo se halla menos 

adelantado que en las anteriores. De momento, sólo se ha puesto 

a punto la técnica para analizar las albúminas, transferrinas, 

hemoglobinas, amilasa y anhidrasa carbónica. 

DiscuS;iÓn· ·de Tós ·res\il tados· y c·on·clUsiónes. 

Puesto que el trabajo está en curso -de desarrollo (no se 

ha llegado todavía a la mitad del período proyectado para el 

mismo), las conclusiones que pueden sacarse ahora son provisio­

nales. 

En la especie ovina (como se ha dicho antes) las conclu­

S;iones haS;ta ah.ora obtenidas se refieren a la filogenia de las 

razaS; espafiolas estudiadas. El análisis de las arilesterasas 

demues·tra una gran semejanza entre el merino espafiol y el de 

Rambouillet, descendiente directo del espafiol. 

Con las frecuencias génicas de las albúmin.as, hemoglobinas, 

transferrinas, prealbúminas y nivel de potasio se han calculado 

las distancias genéticas entre las razas Rasa, Manchega, Cas­

tellana negra, Lacha, Talaverana, Segurefia, Churra y Merino 

espafiola. Los ·resultados obtenidos sobre las relaciones filoge­

néticas entre dichas razas están de acuerdo con las previsiones 

anteriores de los etnólogos. Se comprueba que las razas Churra 

y Lacha, a pesar de constituir una agrupación independiente de 

las. demás:, están perfectamente diferenciadas. La raza Segurefia 

queda próxima al conjunto de las Manchega y Castellana. 
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En Drosophila, la existencia de asociación entre alelos de 

los genes aloenzimáticos y ordenaciones cromosómicas, constituye 

una prueba directa de que las ordenaciones cromosómicas están 

diferenciadas genéticamente. Por otra parte, el hecho de que se 

encuentre una correlación entre poblaciones, del mismo sentido 

que la asociación comp.robada dentro de las mismas, apoya el sig­

nificado adaptativo de las aloenzimas que presentan la asociación . 

. Puesto que hay fuertes razones para admitir que la variación geo­

gráfica en el polimorfismo cromosómico en 'D. ·sub'ob's'c"lira es adap­

tativa, el anterior paralelismo apoya dicho significado adapta­

tivo, más que la hipótesis neutralista. No obstante, esta hipó­

tesis no queda totalmente excluida, puesto que cabe la posibili­

dad de que el distinto valor adaptativo de las ordenaciones cro­

mosómicas, dependa de genes distintos de los aloenzimáticos aquí 

estudiados. El análisis de la variabilidad aloenzimática en cada 

ordenación cromosómica, dentro y entre poblaciones, puede ayudar 

a dilucidar este problema. Por ello, de algunas poblaciones, ac­

tualmente se están recogiendo más datos, para tener muestras su­

ficientes de cada ordenación cromosómica. El aumento del número 

de poblaciones estudiadas también facilitará este análisis. 

El desequilibrio en el ligamiento entre alelos de la ADH 

y cx-GPDH del cromosoma II de D. · ·meTanogas.ter, también apoya la 

interpretación adaptativa de los polimorfismos en dichos siste­

mas. En este caso la prueba es más decisiva que en el anterior, 

sobre todo porque el desequilibrio se encuentra incluso si sólo 

se consideran los cromosomas libres de inversión en la zona don­

de s.e hallan los genes afectados. De momento, por tanto, los da­

tos obtenidos en Drosophila apoyan más la hipótesis seleccionis­

ta que la neutralista, por lo menos en lo que se refiere a los 

sistemas de aloenzimas en los que se detectan los anteriores 

fenónemos de asociación y desequilibrio en el ligamiento. 
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Extracto de la comunicación 

INTRODUCCION. -

Este proyecto de investigación intenta conocer la di­

mensión citogenética en la etiología de las malformaciones 

congénitas y pretende valorar el alcance de determinados fac­

tores peristáticos en la génesis de las mismas, 

Asi mismo, trata de reconocer, mediante el análisis 

pertinente, la relación vigente entre una cromosomopatía y di­

ferentes parámetros fenotípicos, y de estudiar algunas de las 

posibles alteraciones moleculares subyacentes en una anomalía 

o en ciertos tipos de heteromorfismo cromosómico. 

Para los efectos del estudio, se ha entendido por 

"malformación congénita" cualquiera de las afecciones enumera­

das en las categorias 310-315 y 740-759 de la "Clasificación 

Internacional de Enfermedades" (O.M.S., Vol. l. 1968). 

Para llevar a cabo esta investigación pluridimensio­

nal e~ torno a las malformaciones congénitas humanas, se ha 

desarrollado un plan de actuación desglosado en los s i ,";ui ,•n­

tes capítulos o líneas de actuación: 

Examen citogenético de la desviación fenotípica 

congénita. 

- Neonatos y niños malformados. 

Matrimonios con hijos polimalformados 

o aborto habitual. 

Abortos espontáneos. 
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los mecanismos o de los factore s invo -

la génesis de una cromosomopatía. 

Estudio de la meiosis. 

Va loración de det e rminados factores 

exógenos : sustancias de posible acción 

teratógena. 

- Examen de posibles trastornos de la función molecu­

lar y estudio de ciertos marcadores genéticos en 

probando s portadores de una alteración cromo sómica. 

En esta comunicación se ofrec en los resultados obte ­

nidos en los d o ce primeros meses de realización de l proyecto. 

DESARROLLO DEL PROYECTO Y RE SULTADOS.-

La investigación en curso se ha desarrollado desde 

distintas perspectivas parciales, aunque sin perder el hori­

zonte d e la tota lidad, c o nforme a las líneas de a c tuación que 

a continuación se detallan. 

EXAMEN CITOGSNETICO DE P ROBANDO S AFECTOS DE MALFORMACIONES 

CONGENITAS: 

Se ha e fectuado el análisis . citogenético d e todos los 

paci ent e s previo microcultivo de linfocitos de sangre perifé­

rica. Cuando se ha detectado al$Una anomalía cromosómica, so­

bre todo, estructura l, s e han apl i cado las técnicas de bandas 

GTG ó QFQ, a fin de identificar los cromos o mas o regiones cro­

mosómicas implicadas e n la alteración. 

Este capítul o d e l proyecto se ha d ividido en dos 

aparta dos fund a mentales, de acu e r d o con l a s caract e rística s 

d e la p oblación ana lizada: 

l. - Mu es tra de población af e cta de a lguna anomalía 

congénita.-

El núm e ro d e probandos e xaminado s asciende a 182. 

La cifra obt enida de anomalías cromosómicas, numéri­

cas o estructura les se e leva a 43. La frecuencia es, por con-
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siguiente, de 23,97 o/o. 

En cuanto a las alteraciones estructurales me nor es o 

variantes del cariotipo, el número encontrado es de 15¡ si e n­

do, por tanto, la frecuencia 8,28 o/o. 

En consecuencia, la incidencia g lobal de alteracio­

nes citogenéticas hallada en la muestra analizada es de 

32,25 o/o. 

Entre los resultados obtenidos cab e destacar las si­

guientes fórmulas cromosómicas: 46,XY,4(r). f_i gura l. 

46,xx,t(3;17)(ql2 ó ql3¡ q25). Figura 2. 46,xX,-21,+t( 2 lq 2lq) 

46,XY,-14,+t(l4q 2lq). 46,XY,18p-/46, XY. 47,XXX. 

2.- Matrimonios con hijos polimalformados o aborto 

habitual.-

La población es tudiada consta de 42 matrimonios, con­

creta mente,de 82 esposos, ya que en dos matrimonios sólo pu­

do estudiarse uno de los cónyuges. 

El análisis citogenético ha revelado que 18 d e e sos 

matrimonios presentan, en uno o en los dos cónyuges, alguna 

alteración cromosómica numérica o e struc tural, incluidos tam­

bién los casos de h eteromorfismo o variant es menor e s d el ca­

riotipo. 
Las frecuencias se distribuyen de la siguiente mane­

ra: 4,92 o/o de anornalias crornosómicas numéricas y 19,94 o/o de 

anomalias estructura l es denominadas menores. 

La incidencia global de alteraciones citogenéticas 

ha sido, por consiguiente, de 24,86 o/o. 

Finalmente, e n r ela ción a la posibl e acc ión d e los 

factores peristáticos, destacamos el caso de un matrimonio e n 

el que la mujer, aún siendo de cariotipo normal, pre sentaba 

en los cultivos un número relativame nte alto de metafas e s 

aberrantes con aneuploidias, roturas y deleciones, causadas 

proba blemente por la medicación que recibia (psicofármacos y 

otros preparados). Este matrimonio habia t e nido ~res abortos. 
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ESTUDIO DE LA FRECUENCIA Y TIPO DE ABERRACIONES CROMOSOMICAS 

EN ABORTOS ESPONTANEOS.-

Se han puesto a punto las técnicas de cultivo de fi­

broblastos, para poder asi realizar el cultivo del tejido em­

brionario. El análisis viene condicionado, en gran parte, por 

la disponibilidad del material. Los restos abortivos se reco­

gen, en la mayoría de las veces, después de legrado y debido 

a ello los huevos llegan incompletos e incluso con restos de 

tejido materno, que es necesario desechar. En otras ocasione~ 

los tejidos están tan macerados que es _imposible conseguir un 

crecimiento celular aceptable. Otras veces, el material está 

contaminado por diversos microorganismos. Todo ello limita la 

eficacia de la técnica de cultivo. 

En el transcurso de estos dos semestres se han reci­

bido 57 restos embrionarios. Todos ellos fueron observados 

minuciosamente, consignando en cada caso las características 

morfológicas del huevo. Se han eliminado los restos que ofre­

cían dudas en cuanto a su constitución. 

Entre los casos cariotipados cabe destacar las si­

guientes fórmulas cromosómicas: 47,XX,+16.Figura 3., en el 

que no se apreciaron ni el saco vitelino ni algún tipo de 

primordio embrionario. 45,X, con vellosidades coriónicas es­

trechas de aspecto muy denso y sin apenas ramificaciones, so­

lamente algunas yemas trofoblásticas.46,XYq+ y 46,XX/45,XX,-D. 

Cabe añadir un complemento triploide, no cariotipado, en una 

muestra con vellosidades coriónicas de aspecto pseudomolar, 

muy peculiares en las triploidías. 

ANALISI S DE LOS EFECTOS CAUSADOS SOBRE LOS CROMOSOMAS HUMANOS 

DE DETERMINADAS SUSTANCIAS DE USO HABITUAL EN LA TERAPEUTICA 

CLINICA, CON POSIBLE ACCION TERATOGENA.-

En nuestro estudio hemos elegido psicofármac~s, dada 

su frecuente utilización en la terapeútica psiquiátrica y de-

Fundación Juan March (Madrid)



25 

bido a que no existe un estudio profundo sobre su posible 

acci6n mutagénica desde el punto de vista citogenético. 

Nuestra experiencia de laboratorio, por otra parte, 

ya nos había proporcionado la oportunidad .de observar diver­

sas alteraciones a nivel celular en algunos pacientes someti­

dos a la acci6n de preparados psicotropos. 

El trabajo se ha realizado con pacientes que requie­

ren atenci6n psiquiátrica y cuyo tratamiento comporta la ad­

ministraci6n de psicofármacos durante largos períodos. Se ha 

efectuado en todos ellos un microcultivo de 72 horas de lin­

focitos de sangre periférica. 

Los medicamentos administrados se distribuyen de la 

siguiente manera: l.- Preparados neurolépticos. 2. - Tranqui­

lizantes. 3.- Antiespasm6dicos y antiepilépticos. 4.- Anal­

gésicos. 

Con el fin de obtener unos valor2s compara t ivos se 

ha venido realizando un estudio control paralelo con indivi­

duos sanos que no e~tán sometidos a medicaci6n alguna. 

Hasta el momento, el número de pacientes estudiados . 

asciende a 18. La poblaci6n normal testigo está compuesta por 

10 individuos. En todos ellos se han examinado 50 metafases. 

Los resultados obtenidos se han distribuido en dos apartados 

fundamentales: aberraciones cromosómica s estructurales 

("breaks", "gaps" y "h+". Figura 4) y aberraciones cromosó­

micas numéricas. Estas s e distribuyen en un espectro más am­

plio, dentro de las poliploidías y aneuploidías, para mostrar 

la dispersión hallada en algunos casos. 

ESTUDIO CROMOSOMICO DE LA MEIOSIS HUMANA.-

Se ha llevado a cabo en el varón, a partir de biop ­

sias testiculares, y en la mujer, sólo en casos esporádicos 

y a nivel básico, a partir de ovarios fetales. 

Inicialmente, se ha realizado el estudio de una se­

rie de 12 varones afectos de anomalías a nivel del sistema . 
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genitourinario. El análisis de los espermatocitos primarios 

ha comprendido la interpretaci6n de las diferentes fases de 

la primera profase meiótica. En el estado de paquitena pueden 

individualizarse los bivalentes. El estado de diacinesis/me­

tafase I permite un estudio amplio de la morfología y estruc­

tura de los 23 bivalentes, analizando el número de quiasmas 

por célula, por bivalente, por brazo de bivalente y el coefi­

ciente de terminalización de los quiasmas. 

El estudio de los espermatocitos secundarios se ha 

centrado en la identificación de los cromosomas en la meta­

fase II. 

Posteriormente, el análisis de la meiosis ha sufri­

do, en el contexto del proyecto, un nuevo planteamiento. A 

ello nos ha obligado, por una parte, el escaso número de ca­

sos en que ha podido realizarse una biopsia testicular, por 

otra, la necesidad de disponer de técnicas más precisas para 

poder individualizar los bivalentes meióticos en el estado 

de paquitena. 

En este sentido, las técnicas de bandas G y bandas 

Q, aplicadas anteriormente a los cromosomas mitóticos, están 

permitiendo establecer unos patrones de bandas específic•s 

para cada bivalente e identificar de una manera objetiva ca­

da cromosoma (~ra 5). 

EXAMEN DE POSIBLES TRASTORNOS DE LA FUNCION MOLECULAR Y 

ESTUDIO DE CIERTOS MARCADORES GENETICOS.-

Se ha realizado una investigación sobre deficiencias 

enzimáticas en: glutation-reductasa, piruvato-kinasa y gluco ­

sa-6-fosfato dchidrogenasa. Paralelamente, se ha efectuado la 

determinación de las fracciones hemoglobínicas. 

La muestra estudiada es de 43 probandos, afectos de 

malformaciones, que han sido distribuidos en diferentes gru­

pos según sus características. Los resultados obtenidos no 

revelan anomalías importantes. 
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Fig . 1 .- Ba nda s GTG d e 
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si n restos e mbrionarios , proc edent e d e abort o 
e s pontáneo . 
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La introducción de caracte res extragenéricos o extraespecíficos e n pl~ 

tas cultivadas tiene interés teórico y una reconocida importancia práctica 

(ver p.ej. ref.1). 

En el caso de los trigos cultivados, pueden actuar como donadores de 

genes que contro·lan caracteres de calidad, d e resistencia a agentes patógenos, 

etc., especies afines de los géneros Secale, Agropyron y Aegi l ops. 

Los métodos empleados para la introducción de estos caracteres son va­

riados y dependen de la afinidad existente entre la especie donadora y la re­

ceptora. 

El proceso de transferencia requiere, en primer lugar, salvar los imp~ 

dimentos que se presentan para el acceso del material genético extraño al nú­

cleo receptor y, posteriormente, lograr la integración estable de dicho mate­

. rial. 

El objetivo primordial del presente trabajo ha sido estudiar, por una 

combinación de métodos bioquímicos y citogenéticos, la transferencia génica 

extraespecífica en un cruzamiento doble {Tri ticum turgidwn AABB x Aegi lops 

ventricosa DDMvMv} x T. aestivwn AABBDD. El interés de este estudio estriba en 

las posibles ventajas que dicho tipo de cruzamiento puede presentar para la 

transferencia e integración estable de material genético del genomio MV de Ae . 

ventricosa en trigo hexaploide, frente a posibles métodos alternativos, tales 

como la hibridación directa o la obtención de un anfidiploide puente. 

Ae .ventricosa es una especie alotetraploide, de constitución genómica 

DDMVMv, que posee caracteres interesantes, tales como resistencia al mal de 

pie, causado por el hongo Cercospore ZZa herpotrichoides, y al mosquito del tri 

go Phytophaga destructor. Su potencial como especie donadora de caractere s úti 

les ha sido sólo parcialmente explotado, habiéndose centrado los esfuerzos en 

la transferencia de genes del genomio D responsables de resistencia al mal de 

pie (ver refs.2,3). 
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MATERIAL Y METODOS 

Material biológico. Se han utilizado 70 líneas (H-93-1 a 70) obtenidas 

-del modo -siguiente: 

T.turgidwn (AABB) x Ae .vent ricosa (DDMvMv) 

' l , ' híbrido 1nterespec1f 1co 

no autofértil (ABDMV) x T.aestivwn (AABBDD) 

1 , ' 
F1 autofertil 

1 ~ 20 generaciones 

líneas H-93-

(42 cromosomas) 

Dichas líneas, el material parental y muestras de las especies Ae . squarrosa 

(DD) Ae . comosa (MM) y Ae .uniaristat a (MuMu) fu~ron donadas por M. Alonso Peña 

(Cuenca). Se obtuvieron híbridos entre líneas H-93- y el parental T. aestivwn 

(H-10-15) (fig.1). 

Métodos bioquímicos. Se ha estudiado la distribución de 48 marcadores 

bioquímicos cuyo control genético y métodos de ensayo han sido descritos en 

las referencias que se citan entre paréntesis: proteínas NGE (4-8), extracto 

urea 2M (9), gliadinas (9), purotioninas (10-1 2), ésteres de esterol (13-17), 

isoenzimas de peroxidasa (9,18), isoenzimas de alcohol deshidrogenasa (19), 

isoenzimas de fosfatasa alcalina (9,19) y esterasas (9,20). 

Los análisis de nitrógeno y de aminoácidos, la determinación de la cali 

dad tecnológica y el fraccionamiento de proteínas se realizaron por métodos 

standard . 

Métodos citológicos. Se r ealizaron recuentos cromosómicos en meriste­

mos radiculares de las líneas H-93- y se estudió la meiosis de dichas lí~eas 

y de sus híbridos con el parental T.aestivwn . Las tinciones se llevaron a cabb 

por e l método de Feulgen (figuras 2· y 3) . 

Determinaciones de resistencia a enfermedades. Fueron realizadas por 

los Dre s. F.Dosba y G.Doussinault (CNRS, Rennes, Francia) segun métodos descri 

tos por ellos (3) . 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

En la figura 4 se representan los posibles casos de localización crom~ 

sómica de marcadores genéticos en el material parental y se consignan las fr!':_ 

cuencias esperadas en la descendencia H-93- para los marcadores correspondie.!2_ 

tes a cada uno de los casos: a) marcador asociado a los genomios A, B o D de 

una sola de las especies parentales; b) marcador presente en los genomios A,B 

o D de dos de las especies parentales, pero en posición distinta; e ) caso aná 

logo al a, salvo que el marcador está además presente en el genomio MV; d) ma.E_ 

cador en posiciones homólogas de los genomios A, B o D de dos de las especies 

parentales; e ) marcador asociado s6lo al genomio MV; fl caso análogo al d , sal 

vo que el marcador está también presente en Mv. 

Sólo ia presencia de marcadores correspondientes al caso e demuestra 

inequívocamente 'la transfer~ncia de material genético del genomio Mv, ya que 

los casos d y f pueden explicarse también por deleción y el caso e no resulta 

útil cuando, como en nuestro estudio, la muestra de la descendencia no es alea 

toria. 

Se ha estudiado la distribución de 48 marcadores bioquímicos en las e~ 

pecies consignadas en la figura 4, con el objeto de realizar tentativamente su 

asignación a los distintos genomios, y en las líneas H-93-. 

Los datos correspondientes a marcadores de los genomios A y B de T. t ur 

gidum y T. aes tivum son compatibles con que la mayor parte de las ovocélulas 

del híbrido no autofértil ABDMV, recuperadas por fertilización con polen de 

T.aesti vum, llevaran los genomios A y B completos. Los 10 marcadores del tipo 

d y el marcador del tipo f asignados a estos genomios aparecen con la frecue.!2_ 

cia esperada del 100% en las líneas H-93-, mientras que los 5 marcadores tipo 

a , asociados a los parentales Tri tieum, aparecen con frecuencias comprendidas 

en el intervalo 32-72%, que son compatibles con la esperada del 50%, por no 

representar las líneas H-93- una muestra aleatoria de la descendencia. 

Respecto al genomio D, 3 de 8 marcadores tipos d o f aparecen en las 

líneas H-93- con frecuencias próximas pero infe riores a la esperada del 100%, 

lo que, según se indicó, puede ser debido a transferencia no homóloga o a dele 

ción. Los marcadores tipo a o b aparece n con frecuencias compatibles con las 

esperadas. 

Se encontraron 6 marcadores bioquímicos presentes en Ae . ventrieosa 

(DDMV.MV), Ae . eomosa (MM) y Ae . uni aristata (MUMU) y ausentes en T.aestivum 
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(AABBDD), T. turgidwn (AABB) y Ae.squarrosa (DD), que, por tanto, son presuntcs 

marcadores del genornio Mv. La distribución de estos marcadores en las líneas 

H-93- resultó ser la siguiente: isoenzirna de fosfatasa alcalina (Aph-3), pre­

sente e n las líneas H-93-1 y -33; isoenzirna de peroxidasa (Pxrnl, ausente en 

las líneas H-93-; isoenzirna de alcohol deshidrogenasa (Adhµ), presente en 

H-93-33; componente del extracto urea 2M (U-1), presente en las líneas H-93-1, 

-8, y -35; (U-3), ausente; cornponente(s) NGE-17Ae 1 , 2 , 3 , presente(s) en 22 de 

las 70 líneas H-93-. La alta frecuencia de transmisión de este Último marcador 

hace suponer que la localización del gen o genes que lo controlan correspondía 

al genornio D en e l momento de realizar el cruzamiento objeto de nuestro estu­

dio. Es decir, su translocación debió tener lugar del genornio MV al D en el 

Ae .ventricosa parental. Hay que señalar que en todas las líneas portadoras de 

este marcador está ausente el marcador NGE-17, controlado por el cromosoma 4D 

de T.aestivwn cv. Chinese Spring. 

Se ha determinado la resistencia al oidio (Erysiphe grarninis; Pm), que 

es un caracter rnonogénico, en e l material parental y en las líneas H-93-. Los 

resultados, que se resumen en la figura 4, indican que dicho factor de resis ­

tencia se transmite corno controlado por el genornio Mv. 

Con objeto de estudiar la forma de integración del material genético 

transferido, se estudió la rneiosis de las líneas H-93-1, -8, -33 y -35 y la 

de sus híbridos por el parental T.aestivwn . También se incluyeron en el estu­

dio las líneas H-93-10 y -51, en las que están ausentes los marcadores .NGE-3 

y -4. La rneiosis de todas las líneas, excepto la H- 93-33, resultó ser regular, 

no difiriendo significativamente de la del parental T.aestivwn más que en el 

número de bivalentes abiertos . La línea H-93-33 presentó mayor irregularidad 

en las tres fases estudiadas: rnetafase I, anafase I y tétradas. El estudio 

rneiótico de los híbridos revela la formación de 2-4 univalentes, según la lí­

nea H-93- hibridada, lo que indica, según los casos, 1 ó 2 cromosomas extraños 

Esto supone una acotación por alto del número de cromosomas del genornio MV 

transferidos,por dos razones: i) por la incompleta homología de los genornios 

D de Ae . ventricosa y de T.aestivwn y ii) porque en la práctica puede bastar 

que existan segmentos crornosórnicos terminales translocados para que no tenga 

lugar apareamiento rneiótico. 

De las observaciones rnitóticas en rneristernos radiculares se había con­

cluido previamente que todas las líneas H-93-, con la posible excepción de 

H-93-1, poseen 42 cromosomas. La línea H-93-1 presentaba rnosaícos de células 
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con números crornosórnicos .rnúl tiplos de 7. Corno se ha indicado, la rneiosis de 

esta línea es, en cambio, regular y pone de manifiesto que posee también 42 

cromosomas. 

En el cuadro 1 se resumen los datos bioquímicos y citológicos corres­

pondientes a estas líneas. Dichos datos indican que ha tenido lugar transfe ­

rencia no homóloga del genornio MV de AegiZops ventricosa a trigo hexaploide, 

por sustitución crornosórnica y ~or recombinación. Esto Último se infiere de la 

distribución de los. marcadores Aph-3, U-1 y Prn en confrontación con los núme ­

ros máximos de cromosomas MV presentes en las líneas que se consignan en el 

cuadro. 

CUADRO 1 . DISTRIBUCION DE .. MARCADORES GENETICOS Y NUMERO MAXIMO DE CROMOSOMAS 

MV EN LINEAS H-93- PROCEDENTES DE UN CRUZAMIENTO {T. turgidum X Ae .ventricosa } 

x T.aestivum. 

Genornios Marcadores* 

Aph-3 

U-1 

Prn 

Adh-µ . 

NGE-3 y -4 

NGE-11 

NGE-17Ae1,2,3 

Es-1 y -2 

NGE-17 

A\ih-0 

Ath-1 y -2 

Número máximo de 

cromosomas Mv 

8 

+ 

+ + 

+ 

+ 

+ + 

+ + 

+ 

+ 

2 

10 33 35 51 

+ 

+ 

+ + 

+ 

+ + 

+ + + + 

+ + + 

+ 

+ 

+ + 

+ 

2 

* Símbolos explicados en el texto, excepto Ath-1 y -2 < > Athinas 1 y 2 

Se_ ha investigado también si las rnodif icaciones en las caractersticas 

bioquímicas del endospermo de trigo , resultantes de la transferencia génica, 

afectan a su calidad nutritiva y t ecnológica. Los análisis de proteínas y de 

aminoácidos, así corno los ensayos reológicos realizados, indican que, si bien 

algunas líneas presentan propi edades interesantes, no hay ninguna línea con 
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características excepcionales. 

Otro aspecto de interés abordado en nuestro estudio ha sido el referen 

te a la transferencia de resistencia al ataque por CercosporeZZa herpotrichoi ­

des . El 47% de las líneas presentan a un ni vel de resistencia que no difiere 

significativamente del correspondiente al parental Ae .vent ricosa . Los intentos 

de Kirnber (2) y de Dosba y Doussinault (3) no dieron por resultado líneas de 

trigo con resistencia equivalente a la de Ae.ventricosa , por lo que se espec~ 

ló que dicha resistencia estaba sujeta a un control poligénico y que al menos 

algunos de los genes deberían estar localizados en el genornio MV. Los resulta 

dos presentes no soportan ninguna de las dos hipótesis. 

El doble cruzamiento interespecífico objeto del presente estudio es 

extensible, corno método de transferencia de variabilidad genética extraespec.f. 

fica, a otras especies del mismo complejo Aegi Zops -Triticum y, posiblernente,a 

otros complejos aloploides. Concretamente, se ha cubierto la primera etapa del 

cruzamiento para Ae .crassa (DDMcrMcr) y Ae .cyZindrica (DDCC) y se ha obtenido 

el híbrido doble correspondiente a Ae .triunciaZi s (CCCUCU). 

Finalmente cabe señalar que no es imposible que se puedan dar de for~a 

natural cruzamientos del tipo del estudiado, ya que, ·por ejemplo, está bien 

establecido que el cruzamiento {T.turgidum x Ae .vent r icosa }, primera etapa del 

que hemos .estudiado, ocurre espontáneamente en Argelia. 

RECONOCIMIENTO. Los autores reconocen la colaboración de Concepción Rodilla 

en el estudio citológico y de Pilar Gil en los análisis de proteínas. 

REFERENCIAS 

1. Lacadena, J.R. (1976) Genetica, 2ª Ed. AGESA, Madrid. 

2. Kirnber, G. (1967) J. Agria . Sci. Camb. 68, 373-376. 

3. Dosba, F. & Doussinault, G. (1973) In Proc. 4t h Int . Wheat Genet. Symp. 

Columbia, Mo. (ed. E.R.Sears & L.M.Sears} pp.409-414. 

4. García-Olmedo, •F. & Carbonero, P. (1970) Phytochemis try , 9, 1495-1497. 

5. Aragoncillo, C., Rodríguez-Loperena, M.A., Carbonero, P. & García-Olrnedo,F. 

(1975) AnaZ. Biochem., 63, 603-606. 

6. Rodríguez-Loperena, M.A., Aragoncillo, C., Carbonero, P. & García-Olrnedo,F. 

(1975) Phytochemistry , 14, 1219-1223. 

Fundación Juan March (Madrid)



39 

7. Aragoncillo, c., Rodríguez-Lope rena, M.A., Carbonero, P. & García-Olmedo, 

F. (1975) Theoret . App Z.. Genetics , 45, 322-326. 

8. Rodríguez-Loperena, M.A., Aragoncillo, C., Torres, J.V. Carbonero, P . & 

García-Olmedo, F. (1975) PZ.ant Sci . Lett., 5, 387-393. 

9. Oelibes, A. & García-Olmedo, F. (1973) In Proa. 4th Int. Wheat Genet . 

Symp., Columbia, Mo. (ed. E.R.Sears & L . M.S.Sears) pp. 161-166. 

10 . Carbonero, P. & García-Olme do, F. (1969) Experientia , 25, 1110. 

11. Fernánde z de Caleya, R., He rnández-Lucas, C., Carbonero, P. & Garcia-Olme 

do, F. (1976) Genetics, 83, 687-69 9. 

12. Hernánde z-Lucas, c., Fernández d e Cale ya, R. , Carbonero, P. & García-Olme 

do, F . (1977) Geneti cs (en prensa). 

13. García-O:Lme do·, F. (1968) Nature , 220, 1144-1145. 

14. Torres, J.V. & García-Olme do, F . (1974) PZ.ant Sci . Lett ., 3, 213-217. 

15. Torres , J.V. & García-Olme do, F. (1975) Biochi m. Biophys. Acta , 409, 

367-375. 

16 . Carbonero, P., Torres, J.V . & García-Olmedo, F. (1975) FEBS Lett ., 56, 

198-201. 

17. Torres, J.V., Carbonero, P . & García-Olmedo, F . (1976) Phytochemist ry , 

15, 677-680. 

18. MacDonald, T . & Smith, H.H. (1972) Genetics, 72, 77-86. 

19. Hart, G.E. (1970) Proa . Nat . Acad. Sci . u.s., 66, 1136-1141. 

20. Nakai, Y. & Tsnewaki, K. (1971) Jap. J. Genet ., 46, 321-336. 

Fundación Juan March (Madrid)



GENOMIOS (n = 7) 

ESPECIES 

A B D M 

....,:.._ ....... ~--~ T. turgidum 
AABB 

'+---~ 
.,._¡.. __ ~ Ae. ventricosa 

DDMVMV 

............. 
~----- '+---~ T. aestivum 

AABBDD 

Gen % esp'er'ado en H-93 --------- Ae. squarrosa --
a 50 DD 

b 75 Desviaciones debidas a e f Ae. comosa 
e 50 -----..... MM transferencia no homologa· 

d y f 100 idem o delección e f Ae. uniaristata 
e o transferencia no homologa ............. 

MUMU 
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Entre los problemas mayores de la Biología todavía no 

resueltos está el de entender cómo se construye un organí~ 

mo. Fue planteado a grandes rasgos por Aristóteles como el 

problema de la morfogénesis. Hoy día está formulado como -

el problema de la diferenciación. En ambos casos consiste 

en entender los mecanísmos que hacen que células se hagan 

di~erentes unas de otras y se ordenen en sistemas espacia­

les (patrones morfológicos) característicos . 

El desarrollo de un organísmo, desde el huevo hasta el 

adulto aparece ante nuestra observación como un proceso COQ 

tinuo. Para entender sus mecanísmos causales es necesario -

introducir variables en el proceso. Dos son las variables 

más importantes: intervención experimenta l y mutación géni­

ca. Los resultados de esa interferencia se pueden describir 

en términos de unidades de varios niveles de complejidad; -

desde el nivel anatómico o histológico hasta el molecular. 

Precisamente el elegir este nivel es de mayor importancia. 

~l gran éxito de la Biología molecular se ha derivado 

de elegir un nivel de observación, el molecular, que es el 

mismo del de intervención experimental o genética. Los org~ 

nísmos de estudio de la Biología molecular clasica son org~ 

nísmos unícelulares, bacterias y aun subcelulares bacterio­

fagos. En estos últimos está siendo posible entender la mor 

fogénesis en términos de las propiedades de las moléculas -

que los integran. Hoy día se puede decir que la forma de la 

cápsida de u~ virus se deriva por autoensamblaje de proteí­

nas, cuya estructura terc iaria y cuaternaria resulta de la 
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secuencia primaria de sus aminoácidos y esta directamente de 

la secuencia de los nucleótidos del ADN que los codifican. -

Esta descripción molecular es imposible de realizar en proc~ 

sos supracelulares porque la complejidad molecular es enorme. 

El nivel siguiente al molecular es el celular. 

El gran paso de la Biología del siglo pasado fue el de~ 

cubrimiento de que la unidad de construcción de los organís­

mos son las células. Hoy día, sabemos que todas ellas llevan 

la información genética del z.igoto y que esta se expresa en 

opera ciones moleculares dentro de ellas. Debemos a C. Stern 

el fundamental descubrimiento de que las mutaciones génicas 

se manifiestan primariamente y autonomamente en células. Así 

pues la descripción ' de cómo se construye un organísmo puede 

hacerse en términos de genes y de células. El problema de la 

morfogénesis, en organísmos multi celulares, puede plantearse 

entonces así: ¿ por qué mecanísmo s genéticos las células se 

hacen diferentes y se ordenan en sistemas?, o dicho de otra 

manera, ¿ cómo las señales genéticas originadas dentro de -

las células se expresan en operaciones celulares y suprace­
lulares?. 

Este es el enfoque que damos en nuestro laboratorio en 

el análisis del desarrollo de un organísmo multicelular co­

mo Drosophila. En este organísmo convergen las posibilidédes 

de distinguir y manejar células discretas y las variables y 

técni cas genéticas más sofisticadas de un organísmo multic~ 

lular. El método de análisis básico utilizado en este estu­

dio es el análisis clonal. Consiste en producir clones de -

células marcadas genéticamente, descendientes de una s ola, 

y estudiar su comportamiento en un conjunto de células en -

crecimiento no marcad.8 s. Una de las operaciones genéti cas ·­

que pueden dar lugar al origen de un clon es la recombina­

ción mitótica que puede ser i nducida por varios agentes (p.e. 

rayo s X) a tiempos deseados durante el desarrollo. 
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Si el marcador celular utilizado no afecta el proceso 

en crecimiento, el comportamiento de las células que lo lle 

van es representativo de toda la población normal. Así, de 

manera análoga al método de dilución isotópica, si sabemos 

cuando se inicia el clon, podemos conocer los parámetros n~ 

méricos normales del sistema en el que ha aparecido: número 

de células, ritmo de división, número de ciclos mitóticos, 

etc. Además, este análisis permite descubrir propiedades es 

paciales del sistema . en crecimiento: orientación de ejes mi­

tóticos, extensión y forma de los clones, que son caracte­

rísticos de las distintas regiones de un sistema, etc. 

Donde este análisis ha avanzado más es en el estudio -

de los discos imaginales. Son estos derivados del ectodermo 

temprano, cuyas· células se multiplican en superficie, mant~ 

niéndose en una capa monocelular, hasta la metamorfosis, -

cuando estas células diferencian cada una, una estructura -. 
c~ticular discreta que permite identificarlas. Entre estos 

di scos imaginales hemos elegido en este laboratorio uno como 

modelo, el disco imaginal dorsal mesotorácico que formará· el 

mesotorax y ala del adulto. Es este el sistema hoy día mejor 

conocido en sus parametros clonales normales y en el cual - · 

preguntas sobre el control genético de su mor.fogénesis tie­

nen más posibilidades de estudio. 

Existen en Drosophila mutantes que se d.enominan morfo­

genéticos porque sin afectar la diferenciación cuticular ca!!!_ 

bian el ordenamiento espacial de la s estructuras cuticulares. 

De ellos, . hay fundamentalmente dos tipos, aquellos que desoE 

ganizan el sistema, disruptivos, y aquellos que sustituyen -

un sistema por otro, homoeóti cos . El estudio a ·nivel celular 

de los primeros puede permitirnos entender que funciones ce­

lulares son necesarias para la morfogénesis normal. El estu­

dio de los segundos intenta conocer que mecanísmos controlan 

el que las células se organizen en un número de sistemas, p~ 

siblemente finito, y como la información genética de las cé-
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lulas se expresa en ordenarlas en estos conjuntos . 

Durante el disfrute de la Beca de Biología, concedida 

a este grupo que dirijo, se han estudiado nuevos parámetros 

celulares, mutantes que los afectan, así como mutantes es­

trictamente morfogenéticos de las dos clases citadas arriba. 

A la vista de estos resultados está empezando a descubrirse 

una lógica genética en los mecanísmos de morfogénesis. En -

lo que sigue trataremos de resumir los resultados fundamen­

tales de este estud-io. 

Una propiedad de los mutantes Minute es reducir el ri1 

mo de división celular (Morata y Ripoll 1975; Ferrús 1975). 
Son factores dominantes y su pérdida por recombinación mit.Q. 

tica en individuos heterozigóticos da lugar a clones de cé­

lulas normales que crecen a un ritmo normal. Estos clones -

son, pues, mucho más grandes que lo s clones normales produ~ 

cidos en individuos normales, no-Minute. · Sorprendentemente 

estos clones grandes muestran líneas de restri cción en la -

superficie de la cutícula derivada del dis co de ala, delimi 

tanda "compartimentos" fijos (García - Bellido, Ripoll y Mor_§_ 

ta 1973 y 1976) . Durante el desarrollo y conforme la pobla­

ción celular deldisco aumenta, clones iniciados más tarde -

descubren nuevas restri ciones que delimitan nuevos comparti 

mentas. Es regla general que 1) estos compartimentos. s'urgen 

por una segregación de la población celular en dos poblaciQ 

nes, y 2) estas poblaciones son siempre de varias célula s. 

Así pues el desarrollo de un sistema multicelular como el -

del disco de ala, y esto ya se ha comprobado en otros dis­

cos imaginales, ocurre por segregaciones binarias de esta -

población que delimita y define l as posibilidades de dife­

renciación de sus descendientes clonales. 

Es en este contexto en el que cabe entender las trans­

formaciones homoeóti cas . Los alelos más extremos de los mu­

tantes que las causan, afectan compartimentos enteros. Su -
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efecto es convertir los derivados de un compartimento en de 

rivados de otro. Sorprendentemente, la transformación causa 

da por los alelos que corresponden a la falta de función del 

gen (amorfos) es unidireccional; entre segmentos embrionarios 

el cambio es de cualquier segmento hacia mesothorax y dentro 

de cada segmento, en cada disco imaginal, de compartimento 

posterior a anterior, de ventral a dorsal y posiblemente de 

distal a proximal. De estas reglas se infiere que la función 

normal de aquellos genes es permitir que existan caminos de 

desarrollo (segmentos o compartimentos ) como alternativas a 

uno, posiblemente más primitivo (Ga r c ía-Bellido 1975). Estos 

mutantes son específicos de segmentos y de compartimentos y 

dobles mutantes entre ellos muestran un efecto aditivo. De 

esto se infiere que la acción de sus alelos normales es co~ 

binatorial, es decir, el camino de desarrollo queda defini­

do por el efecto combinado de varios de estos genes funcio­

nando, o no, en un código binario (García-Bellido 1975). 

El análisis clonal de algunos de estos mutantes homoeóti:_ 

cos (García-Bellido y Santamaría 1972; Morata y García-Belli 

do 1976) ha permitido descubrir que este efecto sistémico so 

bre las células de un compartimento se refleja autónomamente 

en cada una de las c élulas que llevan el genotipo mutante. -

Estos resultados, confirmados para otros mutantes homoeóticos 

en otros laboratorios indican que 1 ) las señales génicas se 

registran e implementan en todas las células correspondien­

tes del segmento o c ompartimento y 2) son necesarias constag 

temente para mantener en sucesivas generaciones celulares un 

determinado camino de desarrollo. En un esquema funcional e~ 

tos genes se han llamado "selectores" (Ga rcía-Bellido 1975) . ,· 
Dos preguntas se derivan inmediatamente de este esquema: Gpor 

qué mecanísmos se activan estos genes en determinadas posicio 

nes, segmentos o c ompa rtimentos, y no en otras? ¿cómo estas 

señales abstractas que actúan combinatorialmente se expresan 

en opera c iones celulares concretas que definen las ca racterí~ 

ticas morfogenéticas de un compartimento?. 
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Contrariamente a lo que ocurre con la sustitución aléli 

ca durante el desarrol lo de un selector por un alelo mutante, 

se dan casos en los que una alteración experimental al co­

mienzo del desarrollo permanece irreversible durante todo el 

desarroll o subsiguiente, dando finalmente un fenotipo mutan­

te . Este e s e l caso, p. e., de las fenocop i as de b i thorax, -

una mutación correspondiente a un sel ector que determina la 

sustitución del segmento metatorácico por el mesotorácico. 

Tratamiento de huevos en el es.tadio del blastodermo con pul­

sos de temperatura o de eter etílico producen alteraciones 

semejantes (f~nocopias) a las c ausadas por los mutantes del 

sistema bithorax. Análisis clonal y genético de estas feno­

copias han mostrado que 1) la alteración se registra a nivel 

cel vlar ·Y se mantiene clonalmente, y 2) que la sensibilidad 

celular a estas fenocopias depende de la const i tución gené­

tica del zigoto : aumenta cuando las célul as son heterozigó­

ticas para una mutación en la región operador del s i stema, 

pero no cuando son mutantes para alel os de lo s genes estru~ 

turales (Capdevi la y García-Bellido 1974). Estos y otros r~ 

·sultados indican que estas fenocop i as resultan de una i nterf~ 

rencia en el mecanísmo de señalización· de posi c i ón. Esto oc~ 

rre posiblemente a l terando la concentración de u n inductor 

que define posi ción y que i nteractua c on e l product o de un 

gen "activador " del sistema b i thorax, det er mi nando qu e en 

unos caso s e l s i stema b ithorax quede abier t o (est o es trans­

crib ible) en el s egmento met atór áci co en l a c ondi c i ón norma l 

o cerrado, como est á n ormalmente en e l me s otorax y en e l ca ­

s o d e la feno c opia en e l metatorax . Toda v í a n o se sabe c omo 

est a condi c ión d e l sel ector, abi e r to o cerrado pa r a trans­

~~ i pc i ón, se mant i ene clonalmente . 
¡ 

La segund a pregunta : cómo se implementan las señales g! 

nicas de los sel ectores en términos morfogenéticos, no tiene 

una respuest a experimenta l todavía . Como hipótesis de t rabajo 

se propone qu e l as seña l es de los select ores se expresan por 

l as operaciones de otro s gen es que , llamado s " r ea li za d ores " 
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(García-Bellido 1975), determinarían comportamientos celula­

res genéricos, como ritmo de división, orientación ejes mi­

tóticos, adhesividad y reconocimiento celular, etc., propi~ 

dades que se expresan en todos los sistemas en c recimiento 

pero de manera cualitativamente distinta en cada uno de ellos. 

Mutaciones morfogenéticas de tipo disruptivo podrían c orres­

ponder a algunos de estos genes realizadores. Mutaciones ya 

conocidas de _ este tipo (Santamaría y García-Bellido 1975) y 

otras aisladas nuevas (Ripoll y García-Bellido 1973 ; García­

Bellido y Dapena 1974; Ferrús y García-Bellido 1976) han si­

do y están siendo estudiadas a nivel celular c on el fin de 

entender . qué funciones celulares son relevante s para la mor­

fogénesis y preparar el c amino para un entendimiento de c ómo 

estas funciones Se coordinan y J On controladas g enéti camente 

durante el desarrollo. 
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En el estudio del desarrollo, uno o quizá el mas importante 

tipo de análisis es el que se puede realiza r sobre mosaicos genéticos. 

Un mosaico genético refiere a l individuo, tejido o célula formado por 

más de un genotipo . Los mosaicos gené ticos permiten analizar el proceso 

seguido . por una célula y sus descendientes en un organ ismo en desarrollo. 

Es decir analizar procesos como : ritmo de división, migr a ción celular, 

af'inidad celular, in.teracciones celulares, estado de de terminación, au­

tonomia de diferericiaciÓn, etc. 

Existen distintas técnicas para producir mosaicos genéticos, 

cada una con sus di_stintas aplicaciones, ventajas o desventajas. 

Una de las más empleadas es l a r ecombinac ión mitÓtica -lo que, 

hasta hace poco se ha venido llamando "cross ing-over" som~tico- inducida 

por irrad i a ción, normalmente r ayos ~- Mediante e s t a técnica una célula 

puede generar dos células descendientes, y los subsecuent es clones que 

son homocigÓticos para todos los genes colocados en el -cromosoma dis­

t a lmen te a l :i. reg iÓn que sufre la r ecombin ~. ci Ón. Esos clones pueden ser 

ident ificados si el brazo cromosÓmico que ha sufrido l a recombinación 

poseia en heterocigosis mutantes denominados ma rcadores celulares. 

La ventaja de la técnica de r ecombinac ión mitÓtica i nducida por 

rayos X e s que el clon puede ser producido en un momento conocido. -La 

desventaja es que, siendo la frecue nc i a en que se origina la recom bina­

ción, función del ni'.imero de células, es dificil obtener mosaicos en los 

primeros estadios del desarrollo . Por otra parte, en el es tudio de mu­

tantes debe existir l a pos ibilidad de asocia rle s mutantes marcatlores 

celulares , lo cual no es s iempre posible. Adem~s, l a posibilidad de una 

cierta mortalidad celul a r deb i da a l a propia irrad i ación, de~e siempre 

ser t enida en cuenta en el an<Í.l is i s <le los resulta-los. 
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Otro tipo de a~á li sis en mosaicos genéticos es el q_ue se pue­

de rea liüa r en ginandros, individuos parte macho y parte hembra, produ­

cidos por l a pérdida espontánea de un cromosoma sexual. Mutantes mar­

cadore s celulares pueden aparecer en hemicigosis en las células macho, 

p e rmitiendo su r econocimiento . 

En Drosophila, exi sten a l 5unos cromosomas sexuales en anillo 

con una a lta frecuencia de pérdida. También pueden producirse ginandros 

por el empleo de mutantes de accion materna o paterna como claret non­

disjunct ion, paternal loss o mitotic loss inducer. La eliminaci6n del 

cromosoma en an illo a la acc i6n de claret tiene lugar preferentemente 

en la primera divisi6n nuclear del huevo. 

La ventaja del empleo de ginandros es su espontaneidad. El 

inconveniente es que s6lo permiten el análisis de genes lig<i;dos a l cro­

mosoma sexual aunque teoricamente se puede aceptar que translocaciones 

de peq_ueños fragmentos autos6micos a l cromosoma X puedan ser perdidos 

con el mismo . 

Otra técnica para producir mosaicos es la tran splantaci6n de 

Órganos, tejidos o reag regados celulares en larvas o adultos. Asi se 

pueden poner en contacto células o tejidos que en el desarrollo normal 

están separados y se pueden analizar las potencialidades de desa rr'ollo 

de cada uno de los 6rganos , tejidos o células implantados. Esto permite 

analizar las interacciones entre 6rganos o células especificos con los 

genotipos deseados, mientras que con la recombinac i6n mit6tica o los 
, 

ginandros, hay que esperar que e l clon aparezca por suerte en el organo· 

deseado. Por otra parte, células q_ue en e l desarrollo normal nunca están 

en contacto pueden, por técnicas de transplantac i6n, exper imentar un 

desarrollo en contiguidad. 

Un c;iso e:dremo de mosfl.ico genético es el pr.oducido por fusi6n 

celulfl.r. Esta técnica puede ser muy Útil en el anális is de regul aci6n 

6 ~nic~, su inconveniente es que en gener a l, necesita el cultivo celu-

lar, lo q_ue excluye eu empleo en un análisis del ·desarrollo normal de 

un or¿;;1,no. 
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La transplantaciÓn nuclear o celular en huevo es otro método 

de producciÓh de mosaicos que, en este caso, reciben el nombre de quime­

ras. Técnicamente m~s dificil que los mecanismos anteriormente resumidos, 

posee ciertas caracteristicas que pueden darle ventaja en determinados 

estudios de desarrollo. Estas c a r ~cteristicas y l as posibilidades de 

análisis que abre son estudiadas a continuación. 

a) Esta técnica permite estudiar el es t ado de determinación de un 

núcleo o la reversibilidad de tal estado, si es que l a determinación 

entendida como el compromiso de la célula en un camino especifico de de ­

sarrollo, afect.a en alguna manera al nucleo y no es un fenómeno que sÓlo 

puede ser aplicado a la célula como un ente indivisible. Los experimentos 

de tran splantaciÓn nuclear en huevo han demostr ado tanto en anfibios .como 

en insectos que n~cleos de células aparentemente diferenc iadas son toti ­

potentes y pueden asumir el desarrollo completo de un· individuo. 

b) Mediante la técnica de transplantaciÓn nuclear en huevo, se pue­

den analizar problemas de interacción nucleocitoplásmica. El huevo recibe 

de la madre, además del núcleo, una cantidad de organulos, algunos de los 

cuales como las mitocondrias, se autoreproducen. Las mitocondrias aun 

teniendo functiones semejantes son diferentes entre especies muy prÓximas 

e incluso entre individuos de la misma especie, variando la estructura 

de su D N A, lo cual puede estar en el origen de algunos de l os fenómenos 

,de efecto materno o de herencia extracromosÓmica descubiertos. Algunos 

genes nucleares pueden estar regulado s por represores codificados por el 

D N A mitocondrial . 

c) También med i ante la transplantaciÓn en huevo puede ser posibl e 

identificar los factores que pueden producir especificos microambientes en 

el ooplasma. Asumiendo que la madre deja en el huevo, si no una informa­

ción en mosaico, es decir especifica para cada uno de los Órganos que se 

van a originar de las distintas regiones del huevo -por ejemplo en forma 

~e m R N A-, si al menos una informaci ón general que puede ser interpre­

tada por las células condic ionando la elección de un camino especifico de 

desarrollo. Estos experimentos podrán rea l izarse mediante l a transplanta- · 

ciÓn entre embriones de piezas del cortex e implantación en el huevo de 
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ci tuplasma proveniente u.e· células diferenciada s o la implan t ación de 

1 3.S mis mfl.s cél ul 3.S en region es espec ifica s del huevo, 

d) El análisis de los mosaicos producidos por transplantaciÓn nu­

clear puede permitir la iden tificación de tejidos particul ares direc­

tamente afectados por mutaciones especificas, leta les o morfogenéticas 

e identificar qué Ór6anos y en qué forma - autónoma o no- son afectados 

por la mutación. Con la venta j a sobre otras técnicas de producción rl.e 

mosaicos genéticos , de que lo s mu.tantes marcadores celulares pueden estar 

en cualquier cromosoma y no necesa riamente ligados a l a mutación en es­

tudio. También, cierto tipo de mutantes , leta le s o esteriles (especial­

mente los domin~ntes) que afectan tejidos especificas, podrin ser man­

tenidos y estudiados mediante la producción de las quimeras adecuadas 

por medio de la transpl antaciÓn nuclear o celular en huevo. 

e) La localización de centros especificas de coordinaci~n o control 

en estudios de n~urobiologia o de comportamiento, puede recibir un aporte 

sustancial mediante l a producci~n de mosa icos por transplantaciÓn nuclear. 

f) Es un método ideal para realiza r un análisis genético de célul a s 

somáticas. Trabajando con cultivo celul ar de Drosophila, se puede hacer 

todo el análisis bioquimico rea lizado en E. coli. Con la ventaja de que 

por la transplanta ciÓn, ni'.'icleos provenientes de esos cultivos celulares 

pueden ser integrados en el polo ger minal del huevo, integrarse en las 

gonadas y dar origen a individuos en lo s que poder estudiar el efecto 

del mutante en cuanto a desarrollo y morfogénesis se refiere. 

g ) Ya de por si interesantes desde el punto de vistainmunolÓgico, 

las quimeras, en circunstancias adecuadas, pueden ofrecer claves en el 

análisis de fenómenos de inmuno-reacciÓn y producción de anti5enos. 

h) El análi s i s de tumores, l a especificidad de tejido de ciertas 

line:;i.s tumora les y l as dist intas posibilidades de des'l.rrollo y diferen­

ciación de l as mi smas pueden ser analizadas también en quimeras. 
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El intl ividuo completo (Fi¡;. 1) es una hembra Drosophila 

mel·lr10, .;c, ster mosaico en l a cabeza. El huevo receptor era de genotipo 

vermili on brown, produciendo l as células s in pigmento del ojo i zquierdo . 

Lo s núcleos inyectados eran de genotipo y e llow-forked . Estos núcl e o s 

son norm'l.le s para lo s ¿enes que con trol an l a producc i6n de p i gmentos 

en el ojo . L~ s c~ lul as formad ~s con dichos núcleos aparecen en l a 

mitad derecha Qe l a cabeza . 

La Figura 2 corresponde a. l a cabeza de un mosaico in ter espe­

cifico. El huevo rec eptor era de Drosophila s imul ans y normal . Los 

núcl eos inyectado s e r :m de Drosophil a mel ano0aster y mutan t es para 

y e llow- y forked. Las células formadas con l os núcleos iny ectarlos apa­

recen en la. mitad i zquierda de la cabeza d onde se aprecian l as quetas 

cla r as y torc idas , debido a los mutantes yellow y forked . Mitad i zquier da 

Dros ophila mel anoéjaster. Mitad d e r echa Drosophil a simulans. 
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Este proyecto cubre varias líneas de investigación diferentes 

en bacterias y hongos, relacionadas todas con la obtención y la 

utilización de mutantes. La variedad interna del proyecto puede 

ser desventajosa desde el punto de vista del avance rápido en una 

dirección determinada y también para el prestigio de los científ~ 

cos que lo realizan, pero es producto de una decisión consciente 

motivada por la necesidad de mejorar la formación de estudiantes 

y nuevos investigadores dentro del contexto científico general 

del país y del sevillano en particular. 

l. Mecanismo de la mutagénesis con nitrosoguanidina. Este com­

puesto, cuyo nombre completo es N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanid~ 

na, llama la atención porque las abundantes mutaciones que induce 

no están distribuidas aleatoriamente sobre el ADN, sino concentr~ 

das en las regiones en replicación en el momento del tratamiento. 

Esta relación entre acción de la nitrosoguanidina y replicación 

del ADN abre la posibilidad de que una o varias proteínas celula­

res intervengan como mediadoras en la acción mutagénica del com­

puesto. 

Hemos intentado obtener mutantes de Esche r ichia coli en los 

que la nitrosoguanidina no sea capaz de inducir mutaciones. Par­

timos de una estirpe desarrollada por nosotros para la que el az~ 

car arabinosa es un eficaz antibiótico, diseñamos un microensayo 

rápido que permite detectar en una sola colonia bacteriana si la 

nitrosoguanidina es capaz de inducir mutaciones a resistencia a 

arabinosa y lo aplicamos a unas veinte mil colonias procedentes 

de células tratadas con nitrosoguanidina. Aislarnos así la estir­

pe SE43, en la que la nitrosoguanidina no es capaz de inducir mu-
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taciones, no s6lo a resistencia a arabinosa, sino a cualquier otro 

fenotipo mutante. 

SE43 es extraordinariamente sensible a las acciones letales 

de la radiación ultravioleta y de la nitrosoguanidina, lo que su­

giere que tiene algún defecto en los mecanismos de reparación de 

daños inducidos al ADN. Es normal, tanto en mutación como en in­

activaci6n, ante el metanosulfonato de etilo. Es distinta de las 

demás mutaciones conocidas hasta ahora en los mecanismos de repa­

raci6n, ya que todas éstas son mutagenizadas normal o casi normal 

mente por la nitrosoguanidina. SE43 crece defectuosamente y nun­

ca alcanza altas densidades en cultivo líquido, motivos por los 

que probablemente no ha sido encontrada al buscar mutantes defec­

tuosos en el mecanismo de reparaci6n: 

La existencia de la estirpe SE43 indiéa que la mutagenicidad 

de la nitrosoguanidina no es consecuencia exclusiva de su acci6n 

química sobre el ADN, sino que exige la participación de proteí­

nas bacterianas. Nos proponemos investigar la naturaleza del de­

fecto de este mutante en cuanto a mutación y reparación. 

Otra forma de abordar .el mismo problema es estudiar el efec­

to de la nitrosoguanidina sobre mutantes con diferentes alteracio 

nes conocidas en el mecanismo de replicaci6n. La nitrosoguanidi­

na es capaz de mutagenizar normalmente todas las estirpes de . este 

tipo. Encontramos que alguJtOs mutantes dnaE (ó polC) eran menos 

sensibles a la acci6n mutagénica de la nitrosoguanidina en condi­

ciones en que la tercera polimerasa del ADN se encontraba inacti­

va, pero no hemos podido confirmar este resultado en general y no 

podemos asegurar que esta enzima intervenga necesariamente en el 

mecanismo de mutaci6n por nitrosoguanidina. 

2. Mecanismos de replicaci6n del cromosoma bacteriano. Dadas 

las propiedades de la nitrosoguanidina, la mutaci6n simultánea de 

dos genes tras un tratamiento con este compuesto sugiere que am­

bos se replican a la vez. Con este criterio se puede estudiar el 

recorrido de los puntos de replicaci6n sobre los cromosomas. He­

mos investigado la inducción simultánea de mutaciones en pares de 

genes de Esaheriahia aoli, con frecuencia superior a la esperada 

si los dos hechos fueran independientes. 
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Las mutaciones en los genes ara (incapacidad de utilizar ar~ 

binosa como fuente de carbono) van acompañadas muy frecuentemente 

de mutaciones en los genes Zeu (requerimiento de leucina) , como 

era de esperar, dada la estrecha vecindad de estos dos grupos de 

genes sobre el cromos.orna, y también de mutaciones en el gen crp 

(implicado en la represión catabólica). Los genes crp y ara se 

encuentran muy lejos sobre el cromosoma y hemos de concluir que 

son replicados simultáneamente por equipos de replicación difere~ 

tes. Este resultado está de acuerdo con la replicación bidirec­

cional del cromosoma por dos equipos de replicación distintos que 

hayan salido simultáneamente de un origen situado en el minuto 87 

del mapa normalizado del cromosoma y avancen simultánea y sincró­

nicamente en direcciones opuestas. Hemos encontrado además indi­

cios de otros pares de genes lejanos que se replican simultánea­

mente. 

Hemos investigado también la inducción simultánea de mutaci~ 

nes dobles en la región donde presumiblemente se encuentra el o­

rigen de replicación (minuto 87 del mapa normalizado y sus veci­

nos) . Se encuentran abundantes mutantes dobles que afectan a ge­

nes situados a más de cinco minutos de distancia en el mapa gené­

tico, por lo que han tenido que ser inducidos por los dos equipos 

de replicación al comienzo de su recorrido, cuando empiezan a ale 

jarse uno del otr9. 

Proyectamos determinar con mayor precisión el origen de la 

replicación y el avance de los puntos de replicación. 

3. Biosíntesis de caroteno. En trabajos anterio=es, aplicamos 

un nuevo método experimental que aprovecha las peculiaridades de 

la heterocariosis en Phycomyces , la complementación cuantitativa, 

para estudiar la ruta de síntesis del a-caroteno y su determina­

ci6n genética. Intervienen fundamentalmente cuatro genes: carB , 

responsable de la enzima deshidrogenasa del fitoeno, 4 de las cu~ 

les actúan sucesivamente para convertir el fitoeno en licopeno; 

carR, responsable de la enzima ciclasa del licopeno, 2 de las cua 

les actúan sucesivamente para convertir e éste en a-caroteno; 

carS , gen regulador, formalmente análogo a un represor bacteriano; 

y carA, gen de función desconocida, cuyos mutantes carecen de a-

Fundación Juan March (Madrid)



12 

caroteno y de sus precursores de 40 carbonos. La biosíntesis tie 

ne lugar en un complejo enzimático que funcfona como una cadena 

de montaje, pasando sustratos de unas enzimas a otras. 

Nuestra actual hipótesis de trabajo es que carA y carR no 

son genes distintos, sino dos partes de un mismo gen, productor 

de una cadena polipeptídica bifuncional. Por ahora, esta hipóte­

sis se ve apoyada por las siguientes observaciones: 

(a) Muchos mutantes carecen de ambas funciones, y no comple­

mentan con mutantes carA ni carR . Es difícil aceptar que sean do 

bles mutantes carA carR. 

(b) La clasificación de los mutantes blancos y rojos obteni­

dos por tratamiento de estirpes amarillas, productoras de 8-caro­

teno, con los mutágenos nitrosoguanidina, que produce sobre todo 

sustituciones de unas bases por otras en el ADN, e ICR-170, que 

produce con frecuencia desfases en la clave genética apoya la idea 

del gen bifuncional. 

(c) El análisis de los pigmentos producidos por heterocarion 

tes con diversas combinaciones de alelos carA nos ha llevado ac01 

cluir que el producto de este gen interviene en la ciclación del 

licopeno, facilitando el transporte de sustratos de unas enzimas 

a otras y la readmisión de sustratos semielaborados del medio ex­

terno al complejo enzimático. 

(d) No hemos encontrado recombinantes entre carA y carR. Los 

mutantes carR son estériles, pero se han podido estudiar cruzamie~ 

tos con heterocariontes que llevan mutaciones carR y alelos norma­

les. 

(e) Este laboratorio descubrió que la vitamina A estimula 

grandemente la síntesis de caroteno y es capaz de compensar el de 

fecto genético de los mutantes carA , haciéndoles producir una ca~ 

tidad apreciable de caroteno. Por otra parte, la 2-(4-clorofeni! 

tio)-triatilamina, ó CPTA, impide la ciclación y provoca la acum~ 

lación de los precursores licopeno y y-caroteno. Los mutantes q.e 

hemos aislado por responder poco a la vitamina A son poco sensi­

bles al efecto del CPTA y los mutantes que hemos obtenido por re~ 

ponder poco al efecto del CPTA son también poco sensibles al de 

la vitamina A. Finalmente, en la estirpe s~lvestre, la presencia 
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de la vitamina A impide el efecto anticiclación del CPTA . Estas 

observaciones sugieren alguna relación entre los producto s d e car>A 

y car R , blancos probables respectivos de la vitamina A y del CPTA. 

4. Comportamiento de Phycomyces . La comp lejidad de sus respue~ 

tas sensoriales y la sencillez organizativa y facilidad de manejo 

del organismo hacen de Phycomyces un buen modelo para el estudio 

del comportamiento. Desde hace tiempo se sospecha que el fototr~ 

pismo de los esporangióforos de Phycomyces es mera consecuencia 

de variaciones locales en la velocidad del crecimiento (mecismos), 

aparecidas en respuesta a variaciones locales en intensidad lumi­

nosa. Hemos completado un modelo cuantitativo del funcionamiento 

de Phycomyces , que supone que los fotoreceptores están colocados 

en la superficie celular y giran con ella alrededor del eje del 

esporangióforo. Expuestos a iluminación lateral, el cambio de in 

tensidad más significativo que encuentran los fororeceptores en 

su giro es el paso por una de las dos bandas brillantes prov ocadas 

por el enfoque de la iuz por el propio esporangióforo. Hemos cal 

culada las respuestas esperadas en cada momento de este giro y h~ 

mos simulado el comportamiento de Phycomyces con ayuda de un arde 

nadar del Ministerio de Educación y Ciencia. Los resultados con­

cuerdan con las numerosas observaciones experimentales e x istentes, 

explican, por primera vez, diversas relaciones matemáticas entre 

estímulos y respuestas antes conocidas pero incomprensibles, e i~ 

tifican los elementos fundamentales de la geometría y de la meca­

nica del hongo responsables de su fototropismo. 

Tras el aislamiento y el estudio de numerosos mutantes, he­

mos hecho _anteriormente un esquema general de las conex iones en­

tre receptores sensoriales y respuestas, determinando el lugar 

que corresponde a cada uno de los productos génicos identificados. 

Hemos estudiado ahora nuevos mutantes, pero sin añadir nada real­

mente nuevo al esquema anterior. Hemos estudiado la fotoinduc­

ción de caroteno en algunos de los mutantes ya existentes, concl~ 

yendo que sólo los mutantes del gen madB son anormales para esta 

función sensorial. La fotocarotenogénesis es la única respuesta 

sensorial bien estudiada que depende del nivel absoluto, y no del 

cambio, en la iluminación, lo que supone la ausencia del mecanisrn~ 
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d e adaptación presente en las demás respuestas. Como consecuen­

cia de este estudio, el gen madB es el más probable candidato 

para determinar la estructura de la proteína que, unida a ribofla 

v ina, constituy e e l fotoreceptor. Los genes madA y madC probabl~ 

mente de terminen el mecanismo de adaptación . Los otros cuatro g~ 

ne s conocido s dete rminan funciones comunes a varios tropismos y 

mecismos, es decir, funciones tardías del proceso sensorial . 

5. Genética de Phycomyces . El sistema genético de Phycomyces 

e s original en que miles de núcleos haploides de cada uno de los 

parentales de sexo opuesto emigran a una célula común especializ~ 

da, la zigospora, y eventualmente producen ~nas diez mil esporas 

h a ploides como progenie. En investigaciones anteriores, encentra 

mos que sólo un núcleo diploide, formado por la fusión de un nú­

cleo haploide de cada sexo, sufre meiosis y sus productos haploi­

des se reproducen mitóticamente para determinar toda la progenie. 

En cruzamientos recientes, hemos encontrado que los núcleos 

de un parental no recombinan jamás entre sí, sino sólo con núclecs 

del otro parental. Si uno de los parentales es un heterocarionte 

intersexual, que contenga proporciones muy desequilibradas de nú­

cleos de ambos sexos, se comporta genéticamente como determina la 

fracción mayoritaria. Los núcleos minoritarios no se cruzan con 

los del sexo opuesto del mismo parental, sino con los núcleos de 

su mismo sexo procedentes del otro parental. Concluimos que exi~ 

te una identificación sexual de cada núcleo de Phycomyces que es­

tá determinada, no por los genes del mismo núcleo, sino por el f~ 

notipo predominante en el micelio. Además, este hecho nos permi ~ 

te obtener recombinantes entre genomios del mismo sexo. 

Hemos investigado la variabilidad electroforética de varias 

proteínas en muchas estirpes silvestresde Phy c omyces procedentes 

de diversos países. La fosfatasa alcalina es extraordinariamente 

constante en todas ellas, encontrándose siempre en las dos mismas 

bandas electroforéticas. Las esterasas, por el contrario, prese~ 

tan una extrema variabilidad, tanto por el número de bandas (de 1 

a 6) como por su localización. Las principales bandas de proteí­

nas del e x tracto crudo son también muy variables. El grado de di 

ferenciación genética entre diversas estirpes silvestres de P h y c ~ 
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myces parece muy superior al encontrado en organismos superiores. 

6. Efectos genéticos de contaminantes ambientales. Hemos empl~ 

ado dos ensayos desarrollados en nuestro laboratorio para el est~ 

dio de los efectos genéticos de los contaminantes ambientales. 

Se trata de un ensayo simplificado para la detección de mutágenos 

en la bacteria Sal mon ella typhimurium , de gran sensibilidad, pre­

cisión e independencia de artefactos e xperimentales, y de un ensa 

yo con Ph y comyces para determinar las causas de la muerte celular. 

Todos los fungicidas comerciales que hemos investigado matan 

a las células a través de acciones citoplásmicas, no relacionadas 

con los núcleos. Varios de ellos, de uso común actual en España, 

son mutagénicos, incluso a concentraciones de una parte por mi­

llón. La espectacular correlación e xistente entre mutagenicidad 

y carcinogénesis y el peligro que supone un aumento de las tasas 

de mutación exigen que sean sustituidos por otros· fungicidas no 

mutagénicos. 

El potente mutágeno ICR-170 produce daños mitóticos (que im­

piden la división futura del núcleo afectado) , mutaciones letales 

recesivas y daños ·citoplásmicos. 

El calor no es mutagénico ni siquiera en condiciones subleta 

les. Su acción letal depende del estado de las esporas tratadas; 

si están en reposo, su acción es citoplásmica, pero si han comen­

zado a germinar, se detecta un componente importante de daños mi­

tóticos. 

Participaro n en esta s in v esti~aciones E. Cerdá Olmedo , I. Gonz ález 

Roncero , I. López D{az , J. R. Medina Precioso , F. Murillo Arau j a , 

M. C. Pue y o de la Cuesta , R . Ruiz Vázquez , R . Ru ll García , S . To­

rres Mart{nez y H. I. Yaxán. 
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En organismos eucarióticos el producto primario de la 

transcripción nuclear es un RNA heterogéneo con un tamaño que os­

cila entre los 5000 y 50.000 nucleótidos, siendo, por lo tanto, 

su peso molecular 10 a 100 veces mayor que e·1 del RNA mensajero 

citoplasrnático. El RNA nuclear heterogéneo (HnRNA) da lugar al 

RNA mensajero (rnRNA) por un proceso de maduración, todav ía no 

bien definido, pero que debe incluir un paso de excisión nucleo­

lítica. Una de las pruebas que se han presentado para demostrar 

la existencia de una relación precursor-producto entre el HnRNA 

y el rnRNA es la presencia, en ambas moléculas, de una cadena de 

poli A de 100 a 250 nucleótidos de longitud unida covalenternente 

a sus extremos 3'-hidroxilo. Se ha sugerido que l~ adición de 

poli A al HnRNA podría actuar corno una señal para procesar estas 

moléculas a rnRNA y que las secuencias de poli A juegan un papel 

fundamental en el transporte del mensajero del núcleo al cito­

plasma. Además de su función nuclear y de transporte, el poli A 

podría alterar la traducción de los rnRNAs y la estabilidad cito­

plasrnática de los mismos. 

La síntesis de las secuencias de poli A parece ser post­

transcripcional y posiblemente está catalizada por la poli A po­

lirnerasa, un enzima que se encuentra ampliamente distribuído en 

organismos eucarióticos y procarióticos. Este enzima cataliza in 

vitro la síntesis de poli A, utilizando corno sustrato ATP y re­

quiriendo corno iniciador de la reacción un RNA. En los casos es­

tudiados, el producto sintetizado se encuentra unido covalente­

rnente al extremo 3'-0H del RNA. 

En un estudio de ·la regulación posttranscripcional de la 

expresión del genoma parece, por lo tanto, muy importante exarni­

par los factores que pueden controlar la adición de poli A al 

HnRNA y rnRNA. En este trabajo se consideran los siguientes fac­

tores posible existencia de varias formas de poli A polirnera­

sa; niveles de estos enzimas dependiendo del estado fisiológico 

de la célula y, finalmente, característ.icas de la reacción de 
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poliadenilaci6n in vitro. 

Este estudio ha sido realizado utilizando un sistema de 

células animales en cultivo que presenta, entre otras, las si­

guientes ventajas : posibilidad de trabajar con una población 

celular homogénea, esencial para investigar la existencia de 

varias formas de poli A polirnerasa en una célula;sirnplifica el 

control de las condiciones externas y h ace posible la compara­

ción de las poli A polirnerasas en diferentes estados fisiol6gi­

cos celulares (estado de reposo frente al de proliferación cel~ 

lar); asírnisrno, es posible comparar células normales y trans­

formadas por virus, con el fin de ver si la transforrnaci6n afee 

ta de alguna manera a los niveles ó propiedades de estos enzi-

mas. 

Hemos examinado la presencia de poli A polirnerasas en un 

clón de la línea establecida de fibroblastos de harnster (NIL) y 

en un subclón de esta línea (NIL-HSV) , transformada por el vi­

rus del sarcoma de harnster. Los resultados indican la existen­

cia de tres formas de poli A polirnerasa, designadas I, IIA y 

IIB, en cultivos densos de NIL y NIL-HSV. Las formas IIA y IIB 

también están presentes en las células normales y transformadas 

creciendo exponencialmente. La poli A polirnerasa I no se ha de­

tectado en NIL en fase logarítmica, mientras que las células 

transformadas contienen niveles comparables de este enzima en 

fase estacionaria y logarítmica. Hay que resaltar el hecho de 

que no se ha encontrado ninguna poli A polirnerasa específica 

de las células transformadas. 

La caracterización de estos enzimas corno poli A polirne­

rasas se ha basado en los siguientes criterios : 1) gran espe­

cificidad por ATP; 2) requerimiento de un RNA corno iniciador de 

la reacci6n; 3) identificación del producto corno poli A por 

varios métodos; 4) requerimiento de un extremo 3'-hidroxilo en 

el iniciador; 5) unión covalente del poli A sintetizado a dicho 

extremo. 

Las poli A polirnerasas se han separado por cromatografía 

en DEAE-celulosa y fosfocelulosa. Además de su distinto compor­

tamiento crornatográfico, los tres enzimas muestran diferentes 
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requerimientos por cationes divalentes. 

Se ha llevado a cabo un estudio más extenso de las pro­

piedades de las poli A polimerasas IIA y IIB, las dos formas 

más abundantes en la célula, y de las características de la 

reacci6n que catalizan estos enzimas. 

Las poli A polimerasas IIA y IIB presentan una serie de 

propiedades enzimáticas similares, tales como la Km para el ATP 

y la inhibición por sal, fosfato inorgánico, pirofosfato inorg~ 

nico y N-etilmaleimioa,observándose algunas diferencias en las 

curvas de actividad en funci6n del pH y, como se indic6 ante­

riormente, en el efecto de los cationes divalentes. 

No se han encontrado diferencias significativas en la es 

pecificidad para el iniciador de las poli A polimerasas IIA y 

IIB. En nuestras condiciones in vitre ambos enzimas son poco e~ 

pecíf~cos, mostrando actividad con una serie de ~As y polirri­

bonucle6tidos sintéticos e, inclusor con DNA y polideoxirribo­

nucle6tidos. Esta inespecificidad para el iniciador de las poli 

A polimerasas no descarta la posibilidad de que estos enzimas 

tengan una acci6n más específica in vivo. Dicha especificidad 

podría estar determinada por la localizaci6n intracelular de 

las poli A polimerasas ó por factores adicionales que se pierden 

durante el proceso de aislamiento y purificación de estos enzi­

mas. 

Aunque las poli A polimerasas no parecen discriminar en­

tre diferentes tipos de RNA, hemos observado que existe un efec­

to claro del tamaño del RNA sobre su actividad como iniciador·. 

Dentro de los márgenes examinados, cuanto mayor es el peso mole­

cular del RNA mayor es su eficacia como iniciador. 

Las diferencias más notables entre las poli A polimera­

sas IIA y IIB se encuentran en la afinidad ·por el iniciador y 

en la longitud del poli A sintetizado. Las curvas de saturaci6n 

de las poli A polimerasas con respecto al iniciador, indican 

que la polimerasa IIA tiene una afinidad mucho mayor por el RNA 

que la polimerasa IIB. Por otra parte, la polimerasa IIA sinte­

tiza cadenas de poli A considerablemente más largas que el enzi­

ma IIB. Además, mientras que la longitud del producto sintetiza-
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do por la forma IIB disminuye al aumentar la concentración del 

RNA iniciador, en el caso de la polimerasa IIA no varía dicha 

long itud. Teniendo en cuenta la gran afinidad de la polimerasa 

IIA por el RNA, podemos postular la siguiente hipótesis que ex­

plicaría los resultados anteriores . Una molécula del enzima IIA 

s e une a una molécula de iniciador y e x tiende la cadena de poli 

A sin disociarse del complejo. De este modo la longitud del pro­

ducto sería siempre la misma, independientemente de la relación 

iniciador/ enzima. Por el contrario, la polimerasa IIB después de 

añadir cada residuo de AMP se disociaría del iniciador-producto 

y podría unirse a otras moléculas de RNA; en este caso, por lo 

tanto, cuanto mayor sea la ~elación iniciador/ enzima, menor será 

la longitud del producto. Según esta hipótesis, la polimerasa 

IIA podría actuar preferentemente en la extensión de las cadenas 

de poli A, mientras que el enzima IIB tendría una misión inicia­

dora. 

Las propiedades físico-químicas de las poli A polimera­

sas IIA y IIB, resumidas en la Tabla I, son muy similares. Am­

bos enzimas muestran un punto isoeléctrico de 6 y un coeficiente 

de sedimentación de 3,5-4 S. El peso molecular en estado nativo 

del enzima IIA es 145 . 000 y el del enzima IIB 155.000. Se p ropo­

ne un modelo estructural según el cual estos enzimas estarían 

compuestos por dos subunidades, una catalítica de peso molecular 

60.000-65.000 y otra no . catalítica de peso molecular 85.000-

90.000. Por sedimentación en gradientes de sácarosa las subunida 

des se disociarían, detectándose sólamente la catalítica de 3 ~ 5-

4 s . 
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EL DESARROLLO TEMPRANO DE ARTEMIA SALINA 

por 

Claudio Fernández de Heredia Adanez 

(INSTITUTO DE ENZIMOLOGIA DEL CONSEJO SUPERIOR DE INVESTI ­
GACIONES CIENTIFICAS. FACUL TAO DE MEDICINA DE LA UNIVERSIDAD 

AUTONOMA. MADRID) 

Fundación Juan March (Madrid)



Fundación Juan March (Madrid)



27 

El proble ma de la difere nciación c e lular y de l desarrollo de los 

organismos superiores es uno de los campos de investigación mas atracti­

vos y prometedore s de la biología actual. En nue stro ace rcamie nto al e stu­

dio del problema de la diferenciación y de sarrollo parti m os de l postulado, 

ge neralmente admitido, de que el control de la e xpresión de la información 

genética e n los organismos eucariotes es la base mole cular de la dife ren­

ciación a sus di'stintos niveles. Por ello, e l estudio de los m e canismos que 

regulan la e xpresión de la información genética es un paso previo para el 

esclarecimiento y comprensión del proceso de diferenciación a nive l mole ­

cular. En los organismos eucariotes el control de la e xpre sión de la infor­

mación genética es un problema muy complejo de bido a la multiplicidad de 

niveles que pueden ser operativos: organización del genoma, e structura de 

la cromatina, transcripción y procesamiento de los RNA, traducción, in­

teracciones moleculares de los productos de traducción, segregación de es­

tos procesos en el tiempo y en el espacio. Solo rompiendo la complejidad 

del sistema y conociendo mejor las propiedades de sus componentes aisla­

dos podremos proponer hipótesis concretas sobre la regulación de los pro­

cesos de diferenciación. El abordaje genético debe jugar el importante pa­

pel de verificar estas hipótesis mediante la investigación de mutantes rela­

cionados con los procesos de diferenciación y desarrollo. 

El sistema biológico elegido para estos estudios ha sido el crustá­

ceo Artemia salina, organismo cada vez mas utilizado por distintos grupos 

de investigadores interesados en estos problemas. Se trata de un organis­

mo que vive en medios de alta concentración salina, su ciclo biológico es 

relativamente corto y puede reproducirse en el laboratorio. La he mbra 

adulta puede ser vivípara u ovípara. En el último caso, los huevos fecun­

dados se desar>rollan hasta gástrula dentro del ovisaco, se enquistan y son 

expulsados al exterior. Tras sufrir desecación, las gastrulas enquistadas 

(quistes) pueden permanecer viables durante años. Cuando e stos quiste s se 
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incuban e n una solución salina se desarrollan dando lugar a animales adul­

tos e n aproximadamente tre s semanas. El período de gástrula enquistada 

a larva e s e l mas estudiado desde e l punto de vista bioquímico debido a la 

disponibilidad comercial de los quiste s y al tipo un tanto especial de desa­

rrollo en el que con intensa actividad morfoge nética, se pasa de gástrula a 

larva sin aumento del número de células. El hecho de que tanto el desarro­

llo e mbrionario postgastrular como el larvario temprano puedan sincroni­

zarse en e l laboratorio hacen a este sistema muy adecuado para el estudio 

de las bases moleculares del control de la expresión genética durante el e!§ 

sarrollo ; 

A lo largo del primer año de desarrollo del proyecto de investiga­

ción sobre regulación de la expresión genética a nivel de transcripción du­

rante la diferenciación de Artemia salina, hemos centrado nuestra atención 

por una parte en la resolución de problemas metodológicos necesarios para 

abordajes experimentales posteriores y por otra parte a un análisis de los 

cambios temporales de la maquinaria de transcripción tanto desde el punto 

de vista del estado del DNA y la cromatina como de las actividades enz imá­

ticas directamente implicadas o relacionadas con el proceso de transcrip- · 

ción. Igualmente hemos estudiado la variación en los niveles de enzimas 

degradativos de ácidos nucleicos y proteinas con el doble propósito de es­

clarecer su posible papel durante el proceso de diferenciación y poder 

controlar su acción deletérea durante la experimentación. 

En relación con el primer punto se han desarrollado métodos que 

permiten obtener poblaciones homogéneas y sincrónicas de Artemia en di_§ 

tinto estadio del desarrollo; se ha conseguido hacer permeables los quis­

tes a precursores de ácidos nucleicos y proteinas y se han puesto a punto 

m é todos directos y sensibles para el estudio de interacciones entre el 

DNA y las proteinas. La separación de poblaciones homogéneas de distin­

tos grados de . desarrollo (embriones, prenauplias y nauplias) se ha conse­

guido mediante combinación de métodos basados en separación en gradien­

tes de densidad con la propiedad de fototropismo positivo que poseen las 

nauplias nadadoras. El marcaje de macromoléculas, con precursores ra­

diactivos en los primeros estadíos del desarrollo venía impedido por la 

impermeabilidad básica de los quistes a precursores de ácidos nucleicos 
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y proteinas. Se ha conseguido, mediante tratamientos con combinaciones 

apropiadas de hipoclorito sódico y disolventes orgánicos, permeabilizar los 

quistes a estos precursores, sin pérdida apreciable en la viabilidad de los 

mismos. La necesidad de estudiar las interacciones entre DNA y proteinas 

nos llevaron al desarrollo de métodos simples, directos y sensibles basa­

dos en la alta reactividad de las proteinas con la fluorescamina o del DNA 

con el ácido diaminobenzoico y análisis de los complejos formados median­

te fluorometría. 

En relación con el análisis de los cambios temporales de la maqui­

naria de transcripción, se ha podido aislar cromatina funcionalmente acti­

va y poner de manifiesto que su modificación por enzimas acetilantes viene 

regulada no solo ·por la variación de los niveles de estos enzimas a lo lar­

go del desarrollo, sino también por la modulación de estas actividades en­

zimáticas . por efectores cuyos niveles varían también durante el desarro­

llo. Se han purificado y caracterizado tres RNA polimerasas. Los cambios 

cuantitativos encontrados para estas actividades enzimáticas durante el de­

sarrollo embrionario y primeras fases del desarrollo larvario y su sensiQ! 

lidad a distintos efectores hacen muy verosimil su implicación como regu­

ladores del proceso de transcripción. Los altos niveles de diguanosintetra­

fosfato en las fracciones nucleares de quistes de Artemia y su desapari­

ción rápida y total durante las primeras etapas del desarrollo, hacían a es­

te compuesto buen candidato como regulador de la expresión de la informa­

ción genética. Se ha iniciado un estudio de la acción de este compuesto so­

bre la transcripción y se han podido identificar y caracterizar el enzima 

responsable de su rápida degradación. 

Con el doble propósito de poder esclarecer su posible papel duré!._n 

te el proceso de diferenciación de Artemia y de poder controlar su acción 

deletérea durante la experimentación, se ha realizado una exploración de 

enzimas degradativos de ácidos nucleicos y proteinas y de los cambios de 

sus ni veles en distintos estadios del desarrollo. Se ha visto que los quistes 

poseen niveles muy pequeños de estos enzimas degradativos y que estos ni­

veles aumentan muy significativamente durante el desarrollo larvario tem­

prano. Se han purificado y caracterizado parcialmente DNAsas, una RNAsa 

con alta eficacia para ruptura de enlaces entre restos de uridina, dos ami-
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noacil-tRNA hidrolasas con distinto grado de especificidad y varias protea­

sas, una de las cuales parece tener un papel importante en la degradación 

selectiva de una de las RNA polimerasas y otra en la degradación de las 

plaquetas de vitelo durante los primeros estadios del desarrollo. En rela­

ción con estas plaquetas de vitelo se ha obtenido evidencia experimental que 

apunta fuertemente hacia que posean un papel no solo de material de reser­

va sino tambien de almacenaje informacional. El gran aumento de acti vida­

des mitocondriales que se observa durante los primeros estadios del desa­

rrollo de Artemia parece deberse a un desvelamiento de mitocondrias al­

macenadas en estos corpúsculos. 

Personas que integran el equipo de investigación: A. Cano, M. Ca­

rratalá, J.V. Castell, R. Castro, M. Cervera, A . . Coloma, J. Cruces, 

M.C. Dominguez, C.F. Heredia, P. Llorente, R. Marco, A. Moreno, 

C. Osuna, D. Pascual-Salcedo, A. Pestaña, M. Ouintanilla, J. Sebastian, 

A. Sillero, M.A.G. Sillero, A. Ruiz y C.G. Vallejo. 
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Las técnicas más modernas empleadas en biología molecular 

han introducido nuevos puntos de vista en lo referente a la or 

ganización y ~xpresión del genomio de los seres superiores y a 

su evolución. Es cierto que la mayoría de estos nuevos puntos 

de vista se derivan inmediatamente de la aplicación de estas 

técnicas. Sin embargo faltan muchos datos para esclarecer los 

mecanismos del funcionamiento, elaboración de productos y evo­

lución del DNA y sus superestructuras. 

Puesto que se han detectado secuencias de ácido poliade­

nilico en moléculas de mRNA y HnRNA1 - 2 y estas secuencias par~ 

cen ser parte integrante fundamental de algunos mRNA el estu­

dio del metabolismo de estas secuencias es de especial impor­

tancia en lo que se refiere a la expresión génica. 

Se conoce que la mayoría de las moléculas de mRNA se trans 
3-4 

criben de secuencias únicas del DNA y se ha propuesto q ue 

la adición de poli (A) al extremo 3' de los precursores nucle~ 

res sea un peso importante en la elaboración y transporte del 

mRNA al citoplasma5- 6 . Ya que la poliadenilación de la molécu 

la de RNA es post-transcripcional 7 , aunque sin embargo una 

'd d d á l' d ·1 d a- 9 gran canti a e mRNA no est po ia eni a o , es muy proba-

ble que en todas o en gran parte de las moléculas se efectúe 

a un RNA previamente poliadenilado y no a un RNA que no con ­

tenga en el extremo 3' de su mRNA algun fragmento rico en ad~ 

ninas. En este caso el mecanismo de regulación por el cual 
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unas moléculas de RNA -.contienen poli A y otras no estaría 

codificado en el mismo DNA ya que los precursores nucleares 

del mRNA citoplasmático pueden estar transcritos de fragmen­

tos de DNA que contienen o no secuencias de poli (dT) en su 

molécula y que servirían como los iniciadores para la prolo~ 

gación y formación de la cadena de poli A. Esto induce a pe~ 

sar que en el DNA deben existir fragmentos de poli (dA):poli 

(dT) . Con objeto de determinar este presupuesto se ha estudia 

do la proporción de secuencias de poli (dA) en el DNA y cRNA 

lo mismo que su tamaño. Las secuencias de poli (dA) se han 

identificado por medio de la hibridación de 3H-poli (U) al 

DNA y cRNA. El tamaño ha sido determinado por electroforesis 

en geles de poliacrilamida al 10~. 

Dado que los cromosomas politénicos son un material ex­

celente para la locplización in situ de fragmentos específi­

cos del DNA se ha realizado la hibridación in situ de 3H poli 

{U) a los cromosomas de D. hydei con objeto dé determinar en 

ellos la distribución al azar o especifica de las secuencias 

de poli (dA) . 

El DNA se obtuvo de nucleos politénicos siguiendo una 

metodología anteriormente Ciescrita10 . La purificación del DNA 

se llevó a cabo en columnas de hidroxiapatita. RNA complemen­

tario de cRNA este DNA se transcribí~ in vitro. 3H poli (U) -

se sintetizó in vitro con la polinucleótido fosforilasa de 

micrococus polisideicticus con una actividad específica de 

1.3xl05 cpm/ug. Las moléculas de poli (U) radioactivo se hi­

bridaron en filtros o en solución (2 x SSC = 0,30 M NaCL y 

0,030 M citrato sódico) al DNA o cRNA. El tiempo de hibrida­

ción fué 3 1/2 hrs y la temperatura 30°C,puesto que ésta 

temperatura es la óptima encontrada para la hibridación de 

poli (U) al DNA o cRNA. 0,012 ug de DNA o cRNA se colocaron 

sobre los filtros y la misma cantidad se hibridó a 2.4 ng de 
3H poli (U) en 5 uL. de 2 x SSC. La hibridación in situ se 
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realizó en idénticas condiciones. 

~n la tabla 2 se indica que el 0,43 % - 0,48 % del DNA 

desnaturalizado se satura con 3H poli (U) cuando el DNA se 

fija en filtros y que sólo el 0,37% del DNA desnaturalizado 

· se satura con 3H poli (U) cuando está en solución. Por otro -

lado el 0,20% - 0,21% del DNA no desnaturalizado forma cornpl~ 

jos con el 3H poli (U) . Puesto que las cadenas de poli (dA) -

presentes en el DNA desnaturalizado pueden unirse a dos cade-· 

nas de poli (U) y aún la doble cadena poli (dA): poli (dT) pu~ 
) 

de asociarse con una cadena de poli (U) , la cantidad de poli 

(dA) en el DNA debe de ser 0,23% - 0,25% del total. Asi pues 

6 x 10 5 residuos de ácido uridflico deben existir en el geno­

rnio de D. hydei. De igual manera el 0,23% - 0,31% del cRNA se 

satura con poli (U). Esto parece indicar que las dos ' cadenas 

del DNA se transcriben in vitro y que no existe transcripción 

diferencial de las secuencias del DNA. 

Después de la incubación del DNA o cRNA con un exceso de 
3H poli (U) los hfbridos DNA-cRNA: poli (U) se separaron de 

las cadenas libras de poli (U) mediante la digestión con 

.RNase. Los hfbridos se precipitaron con ETOH y se disolvieron 

en buffer E (0,4 M Tris - HCL pH 7,4, 0,06 M acetato sódico, 

0,003 M EDTA). Usando corno referencia el RNA 4S y SS de E. Co 

li se calculó que los tamaños de 3H poli (U) que hibridan al 

DNA eran de 40 nucleótidos en longitud. Corno se debia esperar 

los tarnañÓs de poli (dA) y poli (rA) en el DNA y cRNA respec­

ti varnente son iguales. 

Con objeto de comprobar el grado de homogeneidad interna 

y especificidad de los hfbridos formados se efectuó la desna­

turalización de los mismos en presencia de una larga cantidad 

de poli (U) no marcado. Se observó que la transición en las -

cercanias del punto de fusión era bastante ancha debido muy -

probablemente a heterogeneidad interna de la molécula de poli 
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(dA) o poli (rA) . El Tm de los híbridos es 45°C. 

10 
Bishop había descrito con anterioridad que en el DNA de 

pato los fragmentos de ácido poliadenílico no estaban todos 

distribuidos en una misma región del DNA sino que estaban en­

tremezclados con secuencias de DNA que no formaban híbridos 

con poli (U). La hibridación in situ de 3H poli (U) a los cr~ 

mosomas politénicos confirma que los fragmentos de poli (U) -

se distribuyen a lo largo de los cromosomas sin especificidad. 

Los lugares que contienen secuencias altamente repetitivas no 

conti enen más fragmentos de poli (U) que otras regiones de 

los cromosomas. Se calculó que los cromosomas no desnaturali­

zados retienen el 9% de la cantidad total -de poli (dA) del 

DNA. Este resultado indica que la eficiencia de hibridación -

in situ de estos fragmentos es del 9%. Estos experimentos ju~ 

to a algunos descritos en la literatura científica no permi­

ten dudar el que la adición de ácido poliadenílico a la molé­

cula de mRNA sea posttranscripcional, sobre todo teniendo 

en cuenta que el tamaño de la molécula de poli (A) en el mRNA 

citoplasmático de Drosofila hydei de unos 150 nucleótidos 

de longitud11 Parece además que la adición · se efectúa a un 

RNA que está previamente poliadenilado y que no ocurre a un 

RNA que no lo está. Así pues se podría pensar que la señal de 

adición o no adición de ácido poliadenílico a la molécula de 

RNA está codificada en el mismo DNA. En este presupuesto sería 

más lógico pensar que los organismos más ricos en genes serían 

al mismo tiempo más ricos en poli (A) . Aunque una correlación 

de este tipo se podría efectuar en casos determinados, sin em 

bargo no existen datos suficientes que permitan establecer 

la proporción entre la complejidad analítica del DNA, número 

de genes y cantidad de poli (U) . La distribución no específi­

ca de los fragmentos de poli (A) en los cromosomas politéni­

cos parecería indicar que la mayoría de los genes tienen una 

secuencia de poli (A) y que ésta podría servir como lugar de 

iniciación para una poli (A) polimerasa. Es necesario e x aminar 
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si el fragmento de poli (dT) en el DNA está en el extremo 3' 

de la s ecuencia cod ific ante del mRNA. Puesto que la longitud 

media de los fragmentos de poli (dA) en e l DNA es de 40 nu­

cle 6tidos se puede calcular que deben exi s tir 15, 0 00 de estas 

secuencias en el DNA. Es notorio que la cantidad propuesta -

de genes que existen en Drosofil.a s .ea del mismo orden '. 

La confirmaci6n de la adici6n posttranscripci·onal de re­

siduos de ade ~ ina a la molécula de HnRNA o mRNA viene dada 

por uno de los experimentos más sugerentes l l evados · a cabo 
12 por Pages . Este autor demuestra de una manera directa por 

hibridaci6n in situ que a pesar de que no e xj,_s-ten moléculas -

de RNA poliadeni l adas en el puff 2- 48Bc13 , moléculas de mRNA 

poliadeniladas en el citoplasma son codificadas en esa regi6n. 

Clara indicaci6n de que la poliadenilaci6n no se realiza 

po r transcripci6n ni en el cromosoma mismo. 
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CURVA DE FUSION DE LDS COMPLEJOS FORMADOS ENTRE DNA o CRNA y 3H POLl(U) . 
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Los bacteriófagos se están empleando como sistemas modelo 

en el estudio de muchos de los problemas que hoy se plantea la 

Biología Molecular, ya que los procesos que tienen lugar durante 

la infección de una bacteria por un fago pueden considerarse,en 

su conjunto, como el ciclo biológico más sencillo y el más fácil 

mente abordable desde un punto de vista experimental. El estudio 

' de uno de estos procesos, la morfogénesis de las partículas vi-

rales, se considera un punto de partida idóneo en el estudio de 

la morfogénesis de todo tipo de estructuras biológicas. 

El bacteriófago ~29 presenta dos características~ una par­

tícula viral de elevada complejidad estructural y una molécula 

de DNA de pequeño tamaño (1), cuya combinación le convierte en 

un candidato muy adecuado para el estudio de problemas morfoge­

néticos. Es de suponer que ~29, al no disponer de una gran capa­

cidad genética, tendrá que adaptarse, para la morfogénesis de la 

compleja estructura de la partícula viral, a unos mecanismos lo 

más económicos posibles, los que podríamos considerar como esen­

ciales en la morfogénesis de un virus y que, lógicamente, han de 

ser los de mayor trascendencia biológica. Por esta razón se ini­

ció en nuestro laboratorio el estudio de la morfogénesis de ~29, 

analizándose, en una primera etapa, la función de las proteínas 

estructurales en la formación de la partícula viral (2) y, en 

una segunda etapa, objeto de este trabajo, la función de las pr~ 

teínas no estructurales. 

De los 17 cistrones identificados hasta el momento en el 

genoma de ~29 (3), los cistrones 1, 2, 3, 5, 6 y 17 intervienen 

en la síntesis del DNA viral y el cistrón 4 en el control de la 

transcripción tardía. Los cistrones 8-12 determinan la síntesis 

de las proteínas estructurales del fago y el producto del cis­

trón 14 está implicado en la lisis de la bacteria (4), descono­

ciéndose hasta el momento la función de las proteínas determina­

das por los restantes cistrones. Por ello, en este trabajo se ha 
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investigado la posible función en la morfogénesis de la ~articu­

la viral de las proteínas no estructurales determinadas por es­

tos cistrones aún no caracterizados, los cistrones 7, 13, 15 y 

16, y por otro lado se han analizado los cistrones implicados en 

la replicación del DNA viral, con objeto de determinar si la sín 

tesis de DNA es necesaria para la formac i ón de partículas vira­

les y , en caso negativo, caracterizar las partículas en las que 

se encapsula el· DNA. 

El análisis se ha llevado a cabo mediante el empleo de mu­

tantes letales condicionales del fago en los distintos cistro­

nes. Se han utilizado tanto mutantes sensibles a supresor (sus) 

como mutantes sensibles a temperatura (ts), prestándose mayor 

atención a los primeros por ser los que proporcionan una infor­

mación más precisa. El estudio ha comprendido la determinación 

de las características de la infección en condiciones restricti­

vas de B. subtilis con mutantes en los diferentes cistrones,ana­

lizándose el desarrollo de fago infectivo, la síntesis de DNA 

viral, los tipos de partículas producidas y su estabilidad, así 

como la eficiencia de ensamblaje de las proteínas estructurales. 

A continuación se han purificado las partículas producidas por 

cada mutante, analizándose por ultracentrifugación en gradiente 

de sacarosa, observación en el microscopio electrónico y elec­

troforesis en gel de poliacrilamida. En tercer lugar se han rea­

lizado experimentos de bajada de temperatura de cultivos de bac­

terias infectadas con mutantes ts y de complementación in vitro 

de las partículas producidas por mutantes sus, para determinar 

el carácter de intermedio o de producto abortivo en la morfogé­

nesis de las partículas producidas por diversos mutantes. Por 

último se han determinado las proteínas inducidas por ~29 con 

afinidad por DNA, con objeto de caracterizar proteínas posible­

mente implicadas en la encapsulación del DNA. 

Los resultados obtenidos y las conclusiones que de ellos 

se derivan pueden esquematizarse en los siguientes puntos: 

- La proteína p7 es esencial para la formación de la cabeza de 

~29, ya que mutantes sus en el cistrón 7 no forman ningún tipo 
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de estructuras. Esta proteína constituye el núcleo sobre el que 

se ensambla la proteína mayoritaria de la cabeza, HPl. 

- La replicación del DNA del virus no es esencial para la forma­

ción de la cabeza. Mutantes en los cistrones que intervienen en 

la síntesis del DNA ensamblan las proteínas de la cabeza con nor 

malidad, produciendo precabezas con un núcleo de proteína p7, s~ 

milares a las precabezas detectadas durante la morfogénesis de 

otros bacteriófagos y que son las estructuras en las que se en­

capsula el DNA viral. 

- La proteína pl6 parece estar implicada en la encapsulación del 
......_ 

DNA, ya que mutantes en este cistrón producen el mismo tipo de 

partículas que las que se acumulan en ausencia de síntesis de 

DNA y, por otro lado, la proteína tiene afinidad por DNA y está 

presente en estructuras semejantes a precabezas. 

- Mutantes sus en el cistrón 13 producen una pequeña cantidad de 

partículas con DNA, transformables en fago infectivo por comple­

mentación in vitro, y una mayoría de partículas vacías que apa­

rentemente han perdido el . DNA en el interior de la bacteria. De 

este resultado puede concluirse que la proteína pl3 interviene 

en una de las etapas finales de la morfogénesis de 029, provo­

cando su ausencia la inestabilidad del DNA encapsulado. 

- La proteína pl5 no es esencial para el desarrollo de 029 ya 

que mutantes sus en el cistrón 15 producen una cierta cantidad 

de fago infectivo. Su función puede estar relacionada con la en­

capsulación del DNA, dada su afinidad por DNA y su presencia en 

estructuras semejantes a precabezas. 

Los resultados obtenidos sobre la función de las proteínas 

no estructurales de 029 en la formación de la partícula viral, 

unidos a los obtenidos previamente en el estudio de la función 

de las proteínas estructurales (2), sugieren una posible ruta . 

morfogenética para el ensamblaje del bacteriófago 029, cuyo es­

quema se presenta en la figura l. 

(1) Anderson,D.L., Hickman, D.D., Reilly, B.E., J. Bacteriol.~, 

2081 (1966). 

(2) Camacho, A., Jiménez, F., de la Torre, J., Carrascosa,J.L., 
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(3) Mellado, R.P., Moreno, F., Viñuela, E., Salas, M., Reilly, 

B.E., Anderson, D.L., J. Viral • ..!:.2_, 495 (1976). 

(4) Carrascosa, J.L., Camacho, A., Moreno, F., Jiménez,F., Me­
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Figura l. Esquema de la ruta morfogenética de f}2 9. 

Las partículas entre líneas gruesas representan interme­

dios en el ensamblaje del fago. Las líneas continuas represe~ 

tan el momento de actuación de las proteínas correspondientes. 

Las líneas a trazos indican las partículas acumuladas después 

de la infección con cada mutante. El paréntesis en la proteína 

p15 indica que puede ser dispensable. Las partículas entre co~ 

chetes representan un posible intermedio en la encapsulación 

del DNA. La línea punteada indica la salida de las proteínas 

p7, p15 y p16 de las cabezas de fago. 
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Introducción . 

Se ha descubierto recientemente que la cromatina esta cumpuesta 

de subunidades globulares, denominadas nucleosomas . Esto s los 

forman ocho proteinas (dos moléculas de cada una de las hi stonas 

H2A, H2B, H3 y H4) y un fragmento de DNA plegado a su alrededor. 

En este modelo , del que se ha publicado una revisión (1 ), faltaba 

un elemento: la quinta fracción de hi stona , H1. Tal hi s tona no se 

halla en el interior de los nucleosomas, no interacciona con o­

tras histonas, aun~ue si con el DNA, y posee estructura terciaria 

en al ~enos parte de su cadena . La cromatina del esperma de in­

vertebrados marinos es un sistema ideal para estudiar la e s truc­

tura de la cromatina y establecer paraleli smos evolutivos . En 

efecto , por una parte se trata de un s i stema inactivo y por tan­

to homogéneo y con histonas no modificada s y ademas muy condensa­

do para caber en la cabeza del espermatozoide . Por otra parte 

las histonas se caracterizan por una casi total 1nvariabilidad 

en la evolución . 4a variación mayor se ha11a en el esperma de 

equinodermos y molusco s donde, a diferencia de otras especies, 

hay una histona H1 aunque nuy distinta de la de tejidos somati­

cos por lo que también se llama ~1, El objeto de l presente estu­

dio es la estructura y función de la histona H1 por comparación 

con su homóloga la ~1 • 

Resultados. 

Si núcleos de espermatozoides del erizo de mar Arbacia lixula 

son sometidos a digestión con nucleasa de Staphylococcus aureus 

obtenemos un DNA que consiste en bandas discreta s múltiplo s de 

una unidad fundamental (2) . Ello no s indica que ei1 el esperma de 
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los equinodermos la cromatina posee también subunidades globul a­

re s . Es interesante destacar que J.a ta11a de los fragmentos de 

DNA produci do s por la digestión en el esperma de erizo de mar es 

mayor que la de otros s istemas incluyendo los n~c l eos de embrio­

ne s de la misma especie. As í la unidad repetitiva del esperma es 

de 205 pares de bases mientras que la de los embriones o eritro­

citos de pollo e s 180 . Efectuando digestiones exhaustivas se 

puede observar que el producto de l as mismas es igual para todos 

lo s sis tema s , _una partícula de 140 pares de bases , por ell o la 

mayor ta11a de ~a unidad repetitiva debe proceder de l os segmen­

tos de DNA internucleosomas . Es importante recordar en este pun­

to que la mayor diferencia entre l a s proteínas del esperma de 

erizo de mar y otro s sistemas, incl uyendo l os embriones de la 

mi sma especie, se encuentra en la histona H1 . 

Lo s efectos de la fuerza iónica sobre l a cromatina son muy nota­

bl es en términos de sol ubi l idad. En efecto , la turbidez de una 

di solución de cromatina de timo de ternera aumenta a partir de 

50 mM NaCl pasa por un m¿ximo y disminuye hacia 0 , 3 M NaCl sien­

do igual que en agua pura a partir de 0 , 4 M NaCl . Este efecto 

puede medirse también en términos de precipitación o con trac­

ción de la cromatina y desaparece si se extrae previ amente l a 

hi stona H1. El efecto de contracción s e pr esenta tambi én en l a 

cromatina de erizo de mar aunque ésta no es sol ubl e hasta fuer­

zas iónicas m¿s elevadas (entre 0, 6 y 0 , 7 M NaCl) . Que este efec­

to puede ser debido a la hi s tona ~ 1 ya nos lo indica e l hecho de 

que en ésta hay la mayor diferencia entre l as cromat inas compara­

das, sin embargo es po s i ble obtener eviden{:ia directa por espec­

troscop i .a de Re sonancia Magnética Nuclear (RMN)(3) . En efecto, 

en el e spectro RMN de la cromatina a fuerza i ónica baja o inter­

media s e observan pocas señale s . Ello es debido a que en el com­

ple j o con el DNA la mayor parte de la molécula se ha11a inmovili-
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zada con lo que las señales son tan anchas que llegan a hacer se 

invisibles. Sin embargo a partir de 0 , 7 M NaCl comienzan a apare­

cer señales que a 0,8 M NaCl son identificables como las de la 

histona ~1, indicando que se ha separado de¡ DNA . Es intere sante 

destacar que el espectro de la histona ~1 aparece cuando se pro­

duce la resolubilización de la cromatina . 

Es posible profundizar en la interacción de la histona ~1 con el 

DNA estudiando los complejos artificiales ~1 - DNA ; éstos se estu­

diaron tanto por RMN como por turbidez en función de la fuerza 

iónica . Se p~o observar que el efecto de precipitación del com­

plejo esttl. también presente y en la misma zon·a de fuerzas iónicas 

que para la cromatina. Al mismo tiempo el espectro RMN de la pro­

teína aparece entre 0,70 y 0,80 M NaCl . De ello podemos concluir 

que la , contracción de la cromatina en función de la fuerza iónica 

es producida por la histona ~1 y que tal efecto es independiente 

de las otras histonas . 

Entre la histona ~1 y la H1 somtl.tica varían algunos aminotl.cidos. 

De éstos es de destacar la proporción de arginina de la histona 

~1 (11 , 2% , la H1 de timo de ternera tiene 1 , 8%). Se realizó el 

estudio de precipitación y de RMN a distintas fuerzas iónicas de 

los complejos de DNA con histonas ~1 que poseen distinta composi ~ . 
ción de aminotl.cidos . Dos de éstas son destacables : la hist'Jna ~1 

de Holothuria tubulosa que tiene una proporción de arginina in­

termedia ( 3 ,9%) y la de Mytilus edulis que la tiene muy elevada 

(29,4%) . En estos dos casos se observó también la correspondencia 

entre la resolubilización del complejo y la aparición del espec­

tro RMN de la prote í na. Ambos efectos se dan a fuerzas iónicas 

correlacionadas con su proporción de arginina; éstos ocurren a 

0 , 4-0 , 5 M NaCl ·para la histona H1 de timo de ternera, a 0 , 5- 0 , 6 

M NaCl para Holothuria tubulosa , 0,7- 0,8 para lo s erizos de mar 

y 0,8- 0,9 M NaCl para Mytilus eduli s . Por ello la proporción del 
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re s iduo arginina parece un mecani smo evolutivo para producir una 

mayor condensación y protección de la cromatina. 

Como ya se ha indicado antes la histona ~ 1 es un caso extremo de 

variación evolutiva entre las histonas. Tales variaciones afectan 

a su interacción con el DNA, parece pues i nteresante también co­

nocer cómo afectan a su estructura (4). Por RMN se demostró de 

que al menos en parte de su cadena la histona H1 se pliega forman­

do una estructura terciaria (5). Tal evidencia procedía de la 

aparición de señales desplazadas a muy alto campo en el espectro 

de la histona H1 a a1ta fuerza iónica. Efectos de este tipo se 

observan en proteinas globulares y se interpretan como debidas a 

la perturbación magnética que crean a su alrededor los grupos de 

carácter aromático. Tal efecto observado para la histona H1 indi­

caba que la cade~a polipeptidica se pliega apareciendo contactos 

entre residuos concretos, es decir, una estructura terciaria . 

Era posible que de la histona H1 de timo de ternera a la histona 

~1 de esperma de erizo de mar los cambios de secuencia .ocasiona­

ran cambios estructurale s . para ello se estudió el espectro de 

RMN de esta histona en función de fuerza iónica, pH, temperatura, 

etc. El resultado obtenido fue que la histona ~1 de Arbacia lixu­

la presenta a alta fuerza iónica señales indicativas de la exis­

tencia de una estructura terciaria, que además se hallan en po­

siciones casi idénticas a las de la H1. Si se tiene en cuenta que 

desviaciones de décimas de Angstrom pueden dar lugar a desplaza­

mientos notables de tales señales debemos concluir que permanecen 

elementos de secuencia suficientes para que parte de la estructu~ 

ra terciaria se haya conservado casi intacta. Se estudiaron tamb:ién 

los cambios en dicroismo _circu1ar comprobándose que la formación 

de e s tructura terciaria se acompaña de formación de hélice ~ has­

ta valores de 25%. Se estudió asimismo el comportamiento de otras 

proteinas de la misma familia , tales como las de Holothuria tubu-
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losa o de Mytilus eduli s . La primera de é ~ ta s sólo po see una • e­

ni1a1anina como aromático, por ello hay menor núm ero de '~eña l e:·. 

desplazadas. Una de e11as , la más desplazada, se conserva y por 

ello podemos decir que es la feni1a1anina la que , en contacto c on 

un grupo metilo, provoca tal señal; tal contacto parece importan­

te para la formación de estructm'.·as terciaria s en el grupo H1 . La 

histona ~1 de Mytilus edulis no da evidencias de e s tructura ter­

Claria ni secundaria , tal proteina aparece intermedia entre hi s­

tonas y protaminas. 

Conclusiones . 

La histona ~1 ·posee una estructura terciaria en a1 menos la zona 

central de su cadena.Tal estructura conserva e lementos homólogo s 

a los de la H1 . La histona ~1 es responsable de la contracción de 

la cromatina con la fuerza iónica. La mayor proporción de argini­

na de las ~1 da lugar a una mayor protección contra la fuerza ió­

nica. La interacción con el DNA se efect~a sin intervención de o-

tras histonas, por tanto probablemente en e l segmento internucle­

Dsomal. Este es de mayor longitud y ello ·es coherente con lama­

yor eficiencia en la contracción de la cromatina ya que en igual 

longitud de solenoide s formados por nucleo somas puede caber a s i 

más cantidad de DNA . La función de la histona H1 y proteinas afi­

nes parece residir en <~-, segundo orden de estructuración de la 

cromatina , la ordenación de los nucleo somas . 
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Los problemas plant ea d os en ~0 r : 'lo '- la es t r;.ic: tura v.c· la 

cromatina adquieren nu evos matic Gs en el caso el e orga1: isnos -= u~ a ri6t i ­

cos unicelulares. Al no existir difer enciaci6n celular, ;io ca.b r, !:aclar 

de una represi6n_permanente de part es amplias d el genoma. ? ero , la pre 

sencia de histonas en estos organismos (Tonino, G. J . J,; . ? iüi zijn , ·;· . :-1., 
Biochim. Biophyi;;. Acta 124 , 427 (1966); Vl intersb erg er, v., Smith, F . y 
Letnansky, K., Eur. J. Biochem. 33 , 12 3 (1 973) ; Duffus , J . r! ., :0, iochim. 

Biophys. Acta~' 627 (1971); Hsia."lg, LI . y Cole, R.D., J. Biol. Chem. 

248, 2007 (1973); Mohberg, J. y Rusch, R.P., _Arch. Eiophys. 13b , 41 3 

(1 970)) plantea un nuevo int erroga."lte acerca d e la natural e ?.a de tales 

histonas y de su posible funci6n en la c~hi.la. 

Igualmente, la detecci6n d e nucleosomas en levadura 

(Lohr, D. y van Rolde, K.E., Science 188 , 165 (1975)) y ~ n Physaru:n 

polycephalum (Hozier, J.C. y Kaus, R., Chromosoma 57 , 9 5 (1 976)) ha 

contribuido en gran manera a dirigir la atenci6n hacia estos organis-

mos. 

El conjunto de ·histonas present e s en Sacharomic e s ~­

visiae se ha aislado mediant e extracci6n d e cromatina purificada, c .J,1 

ácido diJ..uído. La homogeneizaci6n del mat erial biol6¡::; ico en c.isoluci61: 

salina diluida, tamponada a pi! 6 . 5 , permite la obtenci6n de i.ma croma­

tina cruda, todavía levemente contaminacla con c ompon er.t e s citoplasmá­

ticos. La purificaci6n de est e material S O? h a llevad.o a cabo :i!f!diar::; c, 

sedimentaci6n a trav~s de medios de el evada der. sidad . 

La electroforesis f:n gel de poliacr ilamida .al 2G,. ¡:ie:::-;:ii 

t e obtener,_ para el compon ent e d · ~ histona total, una imag o¡:n c o:;sisté·!':­

te en 3 bandas electrofor6ticas, der,o!llinadas, provisior.alr.i cn-:; e , a , t 

y c, en orden d e movilidad crecient e. 

Los m~todos de fraccionaJ:liento usual es han ¡¡err.:itido 

poner de manifiesto la heterogeneidad del mat erial pr1>se:1tt:> en la tan 
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da e l ectr o:for~tica intermedia. 'l'anto la cromatograf :f.a en CM-c elulosa, 

como la ~tilizaci6n da disolvent es orgánicos, concretament e disoluci6n 

óe etanol-ácido clorh:f.drico, han ll eva do a 1ma parcial separaci6n de 

fraccion es , <i.isti:i gu i ~ndo s e un compon <?.nt ,; solubl e en etanol-clorhfdri­

co , cu.va ima¡;er. e l ;: c tr ofor ~ t i ca pres en t a bandas b y c, y otro insolu­

ble f·'.l:'r.la'lo por prot eí nas qu e migran como bandas a y b. Conclusi6n l~ 

bica de estos r esultad os es la admisi6n d e la existencia de dos frac­

ciones ricas €T. arginina, ban!las b2 y e, y otras dos ricas en lisina, 

bandas a y b1. 

i st e parcial fraccionamiento de las histonas d e l evadu 

ra se ha extendido al aislamiento y purificaci6n de los distintos co~ 

ponent es. Las dos histonas ricas en lisina se han s eparado mediante 

cromatografía en gel. ~ l fraccionamiento de las dos r estantes se ha 

cons eguido igualment e , bi ~ n por gel-filtraci6n, bien por precipitaci6n 

fraccionada con acetona de su disoluci6n en etanol-clorhídrico. 

~ l aislamiento de< estas cuatro fracciones ha permitido 

su identificaci6n y caract erizaci6n mas profunda . 'i'odos los resultados 

parec en indicar la aus encia de una histona semejant e a la H1 de timo 

de ternera, al menos en cantidades equiparables. Exist en dos fraccio­

nes moderadament e ricas en lisina, bandas a y b1 1 del tipo de la H2B 

de timo de ternera. Otra fracci6n, b2 1 de composici6n int ermedia en­

tre H2A y H3 de timo, y una cuarta,c, de movilidad electrofor~tica'. 

id~ntica a la ~l de organismos sup eriores, si bien de composici6n re 

lativamente distinta. 

De la consideraci6n conjunta de estas caract erísticas 

~olecular e s de las histonas de Sacharomyces cer2visiae fr ente a la 

organizaci6n de su mat eria l gen~ tico, surge un gran nmnero de atrac­

tivos i nterrogant es; y uno de ellos es, sin duda, la diferencia es­

truct;.iral exist<?.nte entre la proteína present e en la banda electro­

forftica, e, '.ie mayor movilidad y la que: pu0de considerars e su· hom6-

loga, :-'. l de. organismos sup erior .,s. 

J on ya clásicos los trabajos qu e condujeron a la dilu­

cidaci6r. de la secuencia d e las correspondient es histonas !14 ele t erne 

ra y g·.üsant .-, ; estos y otros r -~ sul tados han llevado a admitir una gran 

constar:cia ~ vol~tiva en la estructura de esta fr acci6n~ Por esta raz6n 
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las diferencias existentes entre la composici6n de la histona H4 de l!:_ 

vadura y la de sus hom6logas de organismos superiores, aunque l eves, 

son altamente significativas y de gran int e r~s, en tanto en cuanto pe.E_ 

miten la contemplaci6n de un periodo evolutivo mas amplio. 

Otras características de esta fracci6n resultan muy se­

mejantes a las correspondiente ~ a otras histonas H4 de organismos su­

periores. As!, el residuo amino-terminal, det erminad o por reacci6n con 

cloruro de dansilo, se encuentra bloqueado, muy probablemente acetila­

do. Tambi~n, el peso molecular de la histona de levadura, calculado me 

diante electro~oresis en presencia de SDS, es coincidente con el de su 

hom6loga de timo. 

Sin embargo, estudios adicional es han contribuido a re­

saltar las peculiaridades propias de esta fracci6n de Sacharomyces ce­

revisiae. As!, los experimentos de autoasociaci6n ll evados a cabo me­

diante , ul tracentrifugaci6n, indican que la histona de levadura agrega 

con mucha mayor facilidad que su hom6loga de timo. 

Por otra parte, los estudios conformacionales desarro­

llados por dicroísmo circular, reflejan distinta proporci6n de estru~ 

tura s ecundaria ordenada en la fracci6n de levadura, as! como un dife 

rente comportamiento conformacional con la variaci6n de determinados 

parámetros de la disoluci6n. 

La caracterizaci6n física y química de la histona H4 

de Sacharomyces cerevisiae ha conducido a resaltar su parcial semej!i:!! 

za con histonas hom6logas de organismos superiores, y las importantes 

diferencias que, respecto a estas, presenta. El conocimiento de la im 

plicaci6n que tales diferencias tengan en la funcionalidad de la cro­

matina, requerirá un análisis paralelo del resto de las -fracciones, 

as! como un profundo estudio de su integraci6n en la estructura del 

material gen~tico. 
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