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INTRODUCCION 

Los estudios genéticos han supuesto un considerable aporte 

al conocimiento del ribosoma bacteriano y su función en biosínte 

sis de proteínas. El aislamiento de mutantes que presentan alte­

rado algún componente del proceso de biosíntesis de proteínas 

puede conseguirse esencialmente de dos maneras distintas : (a) re 

sistencia a inhibidores de la síntesis de proteínas, (b) sensibi 

idad a la temperatura. 

En E. col i se han obtenido una serie de mutantes resisten­

tes a diversos inhibidores de biosíntesis de proteínas, como se 

han descrito inicialmente con estreptomicina (1), espectinomici_ 

na (2), kasugamicina (3), otros antibióticos aminoglucósidos (4), 

eritromicina (5) y ácido fusídico (6) . Los estudios realizados 

con estos y otros mutantes en relación con la estructura del ribo 

soma bacteriano han sido resumidos recientemente (7). 

En E. c o 1 i 1 as 1 es iones sen s i b 1 es a 1 a temperatura se han 

estudiado en menor grado principalmente debido a que el análisis 

de resistencia a inhibidores de la síntesis de proteínas es mucho 

más fácil y productivo. Hay que destacar, sin embargo, los traba­

jos de Tocchini-Valentini y Matoccia (8), Kuwano y cols. (9) y 

Lupker y cols. (10) que han obtenido y caracterizado mutantes 

ts de E. col i afectados en los factores de elongación EF-G, EF - Ts 

y EF-Tu, respectivamente. 

Disponemos de mucha menos información en relación con los 

mutantes resistentes a inhibidores de biosíntesis de proteínas 

en células eucarióticas . Por su fácil crecimiento y los conoci­

mi entos genéticos y bioquímicos, han sido las levaduras los or-

Fundación Juan March (Madrid)



2 

ganismos de elección, a pesar de que la mayoria de ellas son im­

permeables a los antibióticos activos en el ribosoma SOS (11) 

No obstante, se han descrito mutantes de Saccharomyces cerevisiae 

resistentes a cicloheximida (12), tricodermina (13,14), anisomicJ_ 

na (14) y alcaloides derivado s de la planta Tilofora (15) y de las 

Amarilidáceas (16). En cambio, el estudio de mutantes de levadura 

sensibles a l a temperatura (ts) aparece muy prometedor para el c~ 

nocimiento del proceso de biosíntesis de macromolé cu las y su reg~ 

!ación génica en células eucarióticas. De entre los mutantes ts 

alterados en l a biosíntesis de proteínas, se han descrito tres 

mutaciones independientes que confieren sensibilidad a l a temper~ 

tura a la isoleucil-tRNA sintetasa (17) y metionil-tRNA sintetasa 

(18) y al paso de iniciación de la biosíntesis de proteínas (19) 

Siguiendo estas líneas de investigación, hemos estudiado un 

grupo de mutantes de l a levadura Saccharomyces cerevisiae re siste ~ 

tes a criptopleurina y un mutante se nsible a la temperatura de di­

cha levadura al terado en la biosíntesis de proteínas . 

MATERIALES Y METODOS 

Cepas de levadura 

Las carac terística s genéticas de las cepas de levadura 

S. cerevisiae empleadas en el desarrollo de este tr abajo vienen 

dadas en la Ta bl a 1. 

Medios de cultivo 
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Los medios que se emplean han sido descritos por Hartwel 1 

(20) En los casos en que ello fué requerido, los medios seg~ 

1 ificaron añadiendo agar a una concentración final del 2 %. 

TABLA 1. Características fenotípicas de las cepas de levadura 

Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo 

Cepas de la levadura 

Saccharomyces cerevisiae 

y166 

CRYG 

TRl 

SR17 

A364A 

CRY
2 

CRY
3 

CRY
4 

CRY
5 

CRY
7 

373/19 

Fenotipo 

a, his 4, trp 

a, his 4, trp 

a, his 4, trp 

a, his 4, trp 

a, ade 1, ade 

a, ade 1, ade 

a, ade 1, ade 

a, ade 1, ade 

a, ade 1, ade 

a, ade 1, ade 

a, ade 2 

5, MA 

5, MA 1 , 
r 

crp 

5, MA 1, tcd r 

5, MA 1, cyhr 

2, ura 1, his 7, lys 

2, ura 1 , his 7, lys 

2, ura 1, his 7, lys 

2, ura 1, his 7, lys 

2, ura 1, his 7, lys 

2, ura 1, his 7, lys 

2, tyr 

2, tyr 1, crp 

2, ty r 1, crp 

2, tyr 1, c rp 

2, tyr 1, crp 

2, tyr 1, crp 

Preparación de ribosomas, subunidades ribosómicas y fracciones 

del sobrenadante 

r 

r 

r 

r 

r 

Los ribosomas lavados con a lta sal y las fracciones del so 

brenadante se han obtenido de células congeladas almacenadas a 

-30ºC como describieron Battaner y Vázquez (21). Para la obten-

ción de subunidades hemos seguido un método que hemos puesto a 

punto: e l crecimiento de las célu l as, el tratamiento con NaN
3

, 

la rotura de las células y la extracción de l os ribosomas se 

han realizado como se ha descrito previamente (14), con la sal-
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vedad que para la extracción hemos empleado solución tampón 1 

que contiene SO mM Tris-HCl, pH 7,4, 12,S mM MgC1
2

, 80 mM KCl 

y 10 mM de 2-mercaptoetanol. La fracción S-30 se colocó sobre 

un colchón de sacarosa al 40% en buffer 1 y se centrifugó a 

lS0.000 x gen el rotor 60Ti durante S horas. El sedimento de 

ribosomas se resuspendió en solución tampón 1, se clarificó y 

la solución de ribosomas se guardó en nitrógeno líquido. Para 

separar las subunidades ribosómicas, la solución de ribosomas 

se diluyó hasta una concentración de 120 A
260

/ml con buffer 2 

conteniendo SO mM de Tris-HCl, pH 7,4, S mM MgCl
2

, SOO mM KCI 

y 10 mM de 2-mercaptoetanol. mi de esa solución de ribosomas 

se colocó sobre un gradiente exponencial de sacarosa al 5 %-30% 

en solución tampón 2 y la centrifugación se realizó a 26.000 

rpm en el rotor SW27 durante 6 horas. Los gradientes fueron ana 

1 i za dos en un frac c ion ad o r de gr ad i entes . Se re c o g i ero n 1 as frac 

cienes conteniendo las subunidades y se les subió la concentra-

ción de MgC1
2 

hasta 50 mM, centrifugándose en el rotor 60Ti a 

150.000 x g durante toda la noche. El sedimento de las subunida 

des fué resuspendido en solución tampón 1, clarificadas y alma-

cenadas en nitrógeno líquido. 

Síntesis de proteínas en sistemas acelulares 

La síntesis de polifenilalanina dirigida por ácido poliuri_ 

dílico se ha realizado como se ha descrito anteriormente (14). La 

mezcla de reacción contiene: SO mM de Tris-HCI, pH 7,4, 12,5 mM 

MgCl
2

, 80 mM KCI, 4 mM creatin fosfato, 40 pgr creatin-fosfo­

kinasa/ml, 2SO pgr de tRNA de levadura/mi, 10 mM 2-mercaptoetanol 

1 mM ATP, O,OS mM GTP, 13,1 ¡.iM (
14

c)fenilalanina (30,76 mC/mmol), 
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300 ugr/ml de ácido poliuridílico, 12 A.
260

/ml de ribosomas y 

la concentración óptima de la fracción del sobrenadante. La 

reacción se paró por adición de 1 ml de TCA 10 % frío. Las mues 

tras se calentaron a 90 ° C durante 10 minutos, se enfriaron a OºC 

y se filtraron a través de filtros de fibra de vidrio Whatman 

GF/C. 

Cuando se emplearon subunidades ribosómicas, en lugar de 

ribosomas 805, se añadieron 5 A
260 

de subunidades 405/ml y 10 

A
260 

de subunidades 605/ml. 

Análisis del contenido de pol isomas en esferoplastos 

Se ha seguido el método descrito por Hartwel l y McLaughl in 

(22). En los mutantes defectivos en los factores del sobrenadan 

te, o en los enzimas de terminación o en las aminoacil-tRNA sin 

tetasas se estabilizarán los polisomas a la temperatura. restriE_ 

tiva . Mutantes defectivos en iniciación de síntesis de proteínas 

degradarían los polisomas en unos minutos . Del mismo modo mutan 

tes defectivos en la síntesis de mRNA degradarían los polisomas, 

pero la vida media de éstos será de unos 20 minutos, con lo cual 

se diferenciarían claramente de mutantes de iniciación de la ca-

dena peptíd ica (22). 

Biosíntesis de macromoléculas en los mutantes ts 

La síntesis de macromoléculas in vivo se ha estudiado si-

guiendo el método descrito por Hartwell (20) . La síntesis de pr~ 

teínas se ha medido por incorporación de ( 3 H)leu c ina (concentra -

ción final = 0,30 mM; actividad específica final = 1 ,31 mC/mmol) 
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y la síntesis de ácidos nucléicos por incorporación de ( 14 c)ad~ 

nina (concentración final = 0,11 mM; actividad específica final 

0,35 mC/mmol) . 

Ensayo de las aminoacil-tRNA sintetasas 

Se ha seguido el método descrito anteriormente (17). Se ha 

empleado como fuente de las aminoacil-tRNA sintetasas la frac­

ción del sobrenadante precipitada entre el 30 % y el 70 % con sul 

fato amónico (14). 

Análisis genéticos 

Los estudios genéticos se llevaron a cabo mediante l os 

análisis de esporas al azar y disección de tetradas (23). Los 

diploides se formaron por mezclas, en placas con medio YEP, de 

cepas haploides de carácter sexual opuesto, i ncubándolas duran 

te 24 horas a la temperatura indicada en cada caso concreto. Los 

diploides fueron aislados por selección de complementación en 

placas de medio mínimo. Los diploides aislad os se incubaron en 

placas durante dos días a la temperatura indicada en cada caso 

concreto. Al final de este tiempo se transfirieron a un medio 

de esporulación y se incubaron durante 5 días a la temperatu ra 

indicad a en cada caso concreto. 

En el análisis de esporas al azar, una porción del cultivo 

esporulado se incubó con glusulasa a una dilución final de 1/40 

(v/v) durante 10 minutos a la temperatura adecuada. Pasado ese 

tiempo, se agitó fuertemente la suspensión celular durante 5 

minutos para disgreg a r las tetradas. Se hiz o una dilución 10-S 

Y se plaquearon fracciones de 0,2 mi de esa dilución en placas con 
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medio YEP y se incubar on a la temperatura adecuada. 

En el aná lisis de tetradas, después del tratamiento con 

glusulasa, se diseccionaron la s tetradas por medio de un micro 

manipulador. Solamente se han est udiado tetradas completas . 

La caracterización del fenotipo de resistencia o sensibi 

idad de las esporas haploides a los inhibidores en extractos 

acelulares de síntesis de proteínas, se desarrolló como sigue: 

se obtuvieron esferoplastos a partir de 80 ml de cultivo de cada 

espora (aproximadamente 3 x 10 7 células/ml) y después de la recu 

peración de los mismos, se incubaron con NaN
3 

1 mM durante 20 mi 

nutos. Posteriormente se recogieron los esferoplastos y se 1 isa­

ron. El 1 isado se centrifugó a 12.000 x g durante 10 minutos. 

Se recogí ~ el sobrenadante y se colocó sobre un gradiente disco~ 

tínuo de 3 ml de sacarosa al 40 % en buffer 1 y 3 ml de sacarosa 

al 20 % en buffer 1 y se centrifugaron a 150.000 x g durante 12 

horas en el rotor 65 de la ultracentrífuga Spinco. El sedimento 

de ribosomas se resuspendió en un volumen pequeño (aproximadame~ 

te 30 fl) de buffer 2 y se clarificó por centrifugación, guardá~ 

dose los ribosomas en nitrógeno líquido. 

RESULTADOS 

Análisis bioquímico y genético de la resistencia a criptopleurina 

Efecto de tubulosina y emetina en los mutantes r esiste ntes 

a criptopleurina.- Criptopleurina, tubulosina y emetina han s id o 

descritos como inhibidores de la síntesis de proteínas en organi~ 

mos euca rióti cos por inhibir la translocación enzimática de l a ca 
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dena peptídica del sitio ribosómico aceptar al sitio ribosómico 

donador (22 , 23). Nosotros disponíamos de un mutante (cepa CRY6) 

que presentaba resistencia a criptopleurina y se caracterizaba 

por tener sus ribosomas alte r ados (15). Consideramos de gran in 

terés determinar si el mutante CRY6 presentaba resistencia cru­

zada a tubulosina y a emetina . Para ello estudiamos el efecto de 

tubulosina y emetina en la síntesis de polifenilalanina dirigida 

por ácido poliuridílico con ribosomas de la cepa sensible Y166 

y de la cepa mutante CRY6. Los resultados de dichos análisis se 

muestran en la Figura 1. Puede observarse que la síntesis de p~ 

1 ifenilalanina 1 levada a cabo por los ribosomas de la cepa muta~ 

te CRY6 es menos inhibida que 1 a 11 evada a cabo por 1 os r i bosomas 

de la cepa silvestre Y166. Este resultado pone de manifiesto la 

resistencia cruzada del mutante CRY6 a los inhibidores tubulosi 

na y emetina. 

Disponíamos de otros ci nco mutantes resistentes a criptople~ 

rina, aislados espontáneamente a partir de la cepa A364A. Dichos 

mutantes son alélicos del mutante CRY6 (ver apartado "análisis g~ 

nético de las mutaciones de resistencia a criptopleurina"). Quis.!_ 

mos ver si esos mutantes presentaban también resistencia cruzada 

a la tubulosina y a la emetina. Los resultados de la Figura 2 po­

nen de manifiesto que si bien los cinco mutantes CRY2, CRY3, CRY4, 

CRYS y CRY7 presentan igual resistencia a criptopleurina, poseen, 

sin embargo, una resistencia diferente a tubulosina y a emetina . 

Así podemos establecer dos grupos de mutantes de acuerdo a su gr~ 

do de resistencia frente a tubulosina : a) mutantes de alta res i s­

tencia a tubulosina, equiparable a la resistencia del mutante CRY6, 

que serían las cepas mutantes CRY2, CRYS y CRY7; b) mutantes de 
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débil resistencia a tubulosína, que serían las cepas CRY3 y CRY4. 

Localización de la resistencia a tubulosina y a emetina.­

Hemos visto que los mutantes de resistencia a criptopleurina pr~ 

sentan resistencia cruzada a tubulosína y a emetina . Sabemos que 

la mutación de resistencia a críptopleurina en esos mutantes se 

expresa en la subunídad ribosómíca menor 405 (15). Nuestro deseo 

era determinar sí la resistencia a tubulosína y a emetína se loe~ 

lízaba a nivel de esa subunídad ríbosómíca. Para ello estudiamos 

el efecto de tubulosína y emetína en la síntesis de polífenílal~ 

nína dirigida por ácido políuridílíco con subunídades ríbosómícas 

obtenidas de las cepas silvestre y mutantes. Hemos elegido las 

cepas mutantes CRY6 y CRY4 como representantes de los dos grupos 

de mutantes con un nivel alto y bajo, respectivamente, de resis­

tencia a tubulosina (ver apartado "Efecto de tubulosína y emetína 

en los mutantes resistentes a críptopleurína"). Los resultados 

del análisis con las subunídades ríbosómícas se muestran en la 

Tabla 2. Puede observarse que la resistencia a críptopleurína, 

tubulosina y emetina va asociada a la presencia en el sistema de 

la subunidad ribosómica menor (405) de las cepas mutantes, y es 

í ndepend i ente del orí gen de 1 a subun i dad r i bosóm i ca mayor (60S). 

La débil resistencia a tubulosina en el caso de la cepa mutante 

CRY4 se debe a la poca resistencia que ya de por sí presentan los 

ríbosomas de dicha cepa al alcaloide tubulosína (ver apartado 

"Efecto de tubulosína y emetina en los mutantes resistentes a 

críptopleurína") . 

Análisis genético de la resistencia a tubulosína y a emetina 
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El mutante CRY6, que es resistente a criptopleurina, presenta 

resistencia cruzada a tubulosina y a emetina. Ahora bien, 110 

excluyen la posibilidad de que la resistencia a tubulosina y 

a emetina se deba a una mutación distinta de la que confiere 

resistencia a criptopleurina. Para estudiar tal posibilidad, 

analizamos el efecto de tubulosina y emetina en la síntesis de 

polifenilalanina dirigida por ácido poliuridílico con ribosoma s 

obtenidos de las progenies de las esporas del análisis de tetra 

das del diploide heterozigótico CRY6 x A224A, siguiendo el mét~ 

do descrito en el apartado "Análisis genéticos" . Anal izamos 22 

tetradas completas (resultados no mostrados) y en todas las te-

tradas las dos esporas que eran resistentes a criptopleurina pr~ 

TABLA 2. Localización de la resistencia a tubulosina y a emetina 

Subunidades Síntesis de pal ifenilalanina (% contra 1) 

605 405 criptopleur ina tubulosina emet i na 
-6 

5,2 x 10 M 1,08 X 10 
-4 

M 2 X 10-4 
M 

Y166 Y166 47 13 56 

CRY4 CRY4 75 24 100 

Y166 CRY4 74 20 90 

CRY4 Y166 40 13 56 

criptopleurina tubulosina emetina 

10-5 M 2 X 10-5 M 5 X 10-4 
M 

Y166 Y166 36 50 53 

CRY6 CRY6 55 92 86 

Y166 CRY6 55 88 48 

CRY6 Y166 32 47 83 

Las condiciones se describen en Materiales y Métodos. 

Control = Síntesis en ausencia de 1 inhibidor 
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sentaban resistencia a tubulosina y a emetina, y las dos esporas 

que eran sensibles a criptopleurina eran sensibles a tubulosina 

y a emetina . Estos resultados definitivamente sugieren que la m~ 

tación de resistencia a criptopleurina es la determinante de la 

resistencia a tubulosina y a emetina. 

Análisis genético de las mutaciones de resistencia a cripto­

pleurina.- Los mutantes resistentes a criptopleurina deben su re 

sistencia a una mutación en un solo gen nuclear, gen cry 1 (15). 

Hemos formado los diploides CRY2 x Y166, CRY3 x Y166, CRY4 x Y166, 

CRY5 x Y166, CRY6 x Y166 y CRY7 x Y166. Todos estos diploides fu~ 

ron sensibles a criptopleurina, a una concentración final de 5 pgr/ 

ml (concentración a la que crecen perfectamente las cepas haploi­

des mutantes), lo que sugería que las mutaciones de resistencia 

a criptopleurina serían recesivas. Además, preparamos los diploi­

des CRY2 x CRY6, CRY3 x CRY6, CRY4 x CRY6, CRYS x CRY6 y CRY7 x 

CRY6, los cuales son resistentes a criptopleurina a una concentra 

ción final de 5 pgr/ml. Estos resultados nos permiten concluir 

que las mutaciones de resistencia a criptopleurina CRY2, CRY3, CRY4, 

CRYS, CRY6 y CRY7 son alélicas. 

Los análisis bioquímicos pusieron de manifiesto la existen­

cia de dos grupos de mutantes resistentes a criptopleurina, aten­

diendo a su nivel de resistencia a tubulosina (ver apartado "Efec 

to de tubulosina y emetina en los mutantes resistentes a criptople~ 

rina"). Estos resultados,unidos a los análisis genéticos que ponen 

de manifiesto que todos los mutantes son alélicos, sugieren que la 

mutación de resistencia a criptopleurina en los distintos mutantes, 

si bien se localiza en el mismo gen, afectarán a distintas regio-
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nes de ese cistrón. 

Hemos deseado determinar la relación de dominancia y rece­

s ividad de ambos tipos de mutación de resistencia a criptopleu­

rina : mutación de alta resistencia a tubulosina (representada 

por la cepa CRY6) y mutación de baja resistencia a tubulosi-

na (representada por la cepa CRY4). Para el lo estudiamos el efec 

to de tubulosina en la síntesis de polifenilalanina dirigida por 

ácido poliuridílico llevada a cabo con ribosomas de las cepas 

CRY4, CRY6 y del diploide CRY4 x CRY6. Los resultados se muestran 

en la Figura 3. Se puede observar que si bien los tres tipos de 

ribosomas presentan igual resistencia a criptopleurina, presentan 

en cambio, una resistencia diferente a tubulosina; concretamente, 

los ribosomas del diploide CRY4 x CRY6 presentan una resistencia 

intermedia de la de los ribosomas de las cepas CRY4 y CRY6 . Por 

otra parte los ribosomas del diploide CRY4 x CRY6 presentan una 

resistencia a tubulosina similar a si en la mezcla de reacción 

hay alrededor del 50 % de ribosomas de la cepa CRY4 y 50 % de ri­

bosomas de la cepa CRY6 (ver Figura 4). Así pués, la resistencia 

ntermedia a tubulosina por parte de los ribosomas del diploide 

CRY4 x CRY6 puede explicarse por la existencia en el citoplasma 

del diploide CRY4 x CRY6 de dos tipos de ribosomas: ribosomas CRY4 

(débilmente resistentes a tubulosina) y ribosomas CRY6 (altamente 

resistentes a tubulosina). Esto determinaría que ambas mutaciones, 

CRY6 y CRY4, son codominantes, expresándose ambos alelos mutantes. 

Hemos visto que en el diploide heterozigótico CRY4 x CRY6 se 

expresan ambos alelos mutantes. lQué ocurre en el diploide entre 

una cepa resistente y una sensible a criptopleurina?; lse expre­

san el alelo silvestre (sensible) y el alelo mutante (resistente)? 
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Hemos observado que los diploides CRY2 x Y166, CRY3 x Y166, 

CRY4 x Yl66, CRY5 x Y166, CRY6 x Y166 y CRY] x Y166, si bien 

son sensibles a criptopleurina, a bajas concentraciones de es 

te inhibidor (pero concentraciones que son suficientes para in 

hibir totalmente el crecimiento de Y166) esos diploides crecen 

después de 72 horas. Por otro lado, hemos observado que los ri­

bosomas del diploide CRY6 x Y166 presentan una resistencia a 

criptopleurina intermedia entre la de los ribosomas del diplol 

de Y166 x Y168 (ambas cepas son sensibles) y el diploide CRY6 x 

CRY6 (ver Figura 5) . Estos resultados serían explicables suponie!!_ 

do que los alelos silvestre y mutante de resistencia a criptople~ 

rina fuesen codominantes, expresándose ambos, por lo que el cito­

plasma del diploide CRY6 x Y166 contendría ribosomas sensibles y 

ribosomas resistentes a criptopleurina . 

Análisis bioquím ico y genético del mutante sensible a la tempera­

tura JP322 

El estudio de mutantes ts de la levadura parece muy promete­

dor para el conocimiento del proceso de la biosíntesis de proteí­

nas y su regulación génica en la célula eucariótica. Por ello he­

mos emprendido el aislamiento de mutantes sensibles a la tempera­

tura de la levadura Saccharomyces cerevisiae, con el objeto de e~ 

tudiar aque ll os mutantes que presentan alteraciones ts enlabio­

síntesis de proteínas. 

Se dispone de una serie de procedimientos selectivos para el 

enriquecimiento de mutantes con una amplia variedad de fenotipos. 

El más familiar es el us o de la penicilina para e l enriquecimie!!_ 

to de mutantes en bacterias (24). En S . cerevisiae, el tratamien 
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to con nistatina ha sido ampliamente usado como un método ge­

neral para matar células en crecimiento, bajo condiciones donde 

las células mutantes deseadas no crecían (25). 

El suicidio con tritio (la muerte de las células causada 

por 1 a desintegración del tritio incorporado en sus componentes 

macromoleculares) es un procedimiento general de enriquecimiento, 

que ha sido utilizado para seleccionar mutantes sensibles a la 

temperatura y mutantes auxótrofos en E. col i (8) y para selec­

cionar mutantes auxótrofos de Asperg i l lus flavus (26). La venta 

ja del suicidio con tritio sobre otras técnicas de enriquecimie~ 

to de mutantes se basa en el hecho de que el procedimiento de 

selección puede ser bastante específico por el uso de diferentes 

precursores tritiados. En bacterias, por ejemplo, el marcaje con 

aminoácidos tritiados a alta temperatura con s tituye un procedi­

miento de selección más específico en favor de mutantes sensibles 

a la temperatura, defectivos en síntesis de proteínas (8), mien­

tras que la incorporación de uridina tritiada selecciona más es­

pecíficamente mutantes que tienen alteraciones sensibles a la tem 

pera tura en el metabolismo del RNA (27). 

La técnica del suicidio con tritio consiste, básicamente, 

en someter un cultivo mutagenizado bajo condiciones d o nde las cé 

lulas no mutadas incorporen dosis letales de radioactividad . Me­

diante el u s o de esta técnica emprendimos el aislamiento de mutan 

tes sensibles a la temperatura (ts), obtenidos a partir de las ce 

pas S288c y A224A de la levadura Saccharomyces cerevisiae, s ig uie~ 

do el procedimiento descrito por Littlewood y Davie s (28). Hemos 

aislado 400 mutantes ts, que hemos clasificado en distintas cate 

gorías atendi e ndo a su comportamiento fisiológico a la temperat~ 
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ra no permisiva de 37 º C (29). Es tas categoria s s on: 

a) Mutantes ts en los cuales la síntesis de proteínas y 

de RNA se bloquea a la vez e inmediatamente , a 37 º C. 

b) Mutantes ts en los cuales, a 37ºC, la síntesis de RNA 

está inhibida preferentemente a la síntesis de proteínas. 

c) Mutantes ts en los cuales, a 37ºC, la síntesis de protei 

nas está inhibida preferentemente a la síntesis de RNA. 

Entre l o s mutantes ts en los cuales, a 37 º C , la síntesis 

de RNA se inhibe preferentemente a la síntesis de proteínas se 

p od r í a en g 1 o b a r , a su vez , o t ros dos t i pos de mu tan tes : 

1) Mutantes t s en los cuales al inhibirse la síntesis de 

RNA, a 37ºC , se i nhibe rápidamente (20' a 30') la síntesis de 

proteínas. Estos mutantes ts podían deber su termosensibi 1 idad 

a una alteración en la síntesis de mRNA, o a una alteración en 

el transporte del mRNA del núcleo al citoplasma. 

2) Mutantes ts en los cuales al inhibirse la síntesis de 

RNA, a 37ºC , la síntesis de proteínas se inhibe después de un 

período más largo (2-3 horas). Estos mutantes podrán deber su 

termosensibilidad a una alteración en el rRNA, o a una alteración 

en el procesamiento y maduración de dicho rRNA, que diese por r~ 

sul tado a cumulación de partículas ribonucleoprotéicas precursoras 

de los ribosomas. Dicho tipo de mutantes ts serían de gran inte­

rés en el conocimi e nto de la biogénesis del ribosoma. 

Nuestro objeti v o primordial se centró en el estudio de mutan 

tes t s que debieran su termosensibil idad a una alt e ración en el 

proceso de la biosíntesis de pr o teínas y, con c r e t a mente, al aná-
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lis is del mutante ts JP322, obtenido de la cepa A224A. Este 

mutante ts se caracteriza porque su termosensibil idad se loca­

l iza en la síntesis de proteínas y más concretamente en su frac 

c ión del sobrenadante (29). El análisis genético determinó que 

la termosensibil idad se debía a dos o más mutaciones sensibles 

a la temperatura (29) . 

Hemos intentado separar y caracterizar las posibles muta-

c iones sen s i b l es a 1 a temperatura del mutante t s J P 3 2 2 . Par a e 1 1 o 

llevamos a cabo el análisis genético que se muestra en la Tabla 3. 

Todas las tetradas del cruce 5-111 x 373/19 y 5-IV x 373/19 segr~ 

garon dos esporas sensibles y otras dos esporas no sensibles a la 

temperatura. Este resultado sugería que tanto la espora 5-111 co­

mo la espora 5-IV debían su termosensibilidad a una mutación en 

un solo gen nuclear . Sin embargo, el diploide 5-111 x 5-IV es sen 

sible a la temperatura , esto es, las esporas ts 5-111 y 5-IV no 

complementan y además las 19 tetradas anal izadas de dicho cruce 

5-111 x 5-IV segregaron todas el las 4 esporas sensibles a la tem 

peratura. Estos resultados sugieren que el mutante ts original 

JP322 tiene más de dos mutac i ones ts y las esporas 5-111 y 5-IV1 o 

bien llevan una sola mutación cada una de ellas y es común para 

ambas esporas; o bien alguna , o ambas esporas, llevan más de una 

mutación estando estrechamente ligadas entre sí, por lo que sen~ 

cesitaría el análisis de más tetradas para separar esas mutacio­

nes estrechamente ligadas, siendo una de esas mutaciones estre­

chamente ligadas común para las esporas ts-5-111 y 5-IV. 

Hemos estudiado la capacidad de las esporas t s-5-111 y 5-IV 

para sintetizar proteínas y ácidos nucléicos a las temperaturas 

permisiva (26 º C) y restrictiva (37ºC) , encontrando que ambas es-

Fundación Juan March (Madrid)



17 

paras ts-5-111 y 5-IV paran su sfntesis Ae protefnas inmediata 

y totalmente a 37ºC inhibiéndose 20 minutos después la sfntesis 

de RNA, debido al fuerte control estricto que existe en la lev~ 

dura (Figura 6). Estos resultados sugieren que la termosensibi-

l idad de las esporas 5-111 y 5-IV se local iza en el proceso de 

la sfntesis de protefnas. 

TABLA 3. Análisis genético de los mutantes sensibles a la tem-

pera tura 

Diploide Segregación de tetradas 

+ 
ts ts 

0:4 1 : 3 2:2 3: 1 4:0 

5-1 X TR 1 o 3 12 o o 

5- 1 1 x TRl o o o o 1 4 

5- 1 1 1 X 373/19 o o 17 o o 

5-IV X 373/19 o o 1 5 o o 

5- 1 1 1 X 5-IV 14 o o o o 

Las cepas 5-1, ~-11, 5-111 y 5-IV proceden de las cuatro ascos­

poras de una tetrada resultante de la esporulación del diploide 

JP322 (ts-) x SR17 (ts+) . El fenotipo es: 5 - 1 (ts-), 5-11 (ts+), 

5-111 (ts-) y 5-IV (ts-) . 

Hemos analizado, también, el perfil de polisomas de la cepa 

siwestre A224A y de las esporas ts-5-111 y 5-IV, encontrando que 

los perfiles de polisomas obtenidos de la cepa silvestre y de las 

esporas mutantes 5-111 y 5-IV permanecen inalterados (resultados 

no mostrados), si bien en el caso de las esporas ts la sfntesis 

de protefnas está bloqueada (Figura 6) y sin embargo existen po-
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lisomas, lo que sugiere que la inhibición de la síntesis de pro-

teínas en las esporas ts-5-111 y 5-IV se deberá a una alteración 

en la etapa de polimerización de la cadena peptídica. Descartamos 

la posibilidad de que la termosensibilidad de las esporas ts-5-11 

y 5-IV se deba a una alteración en la etapa de iniciación de la 

cadena peptídica, porque en este caso habría desaparecido el per-

fil de pol isomas. Excluímos, también, que la termosensibil idad 

se local iza en la etapa de terminación de la cadena peptídica, 

porque en este caso, si bien se mantendría el perfil de polisomas 

de las esporas ts-5-111 y 5-IV, a 37ºC, habría un aumento conside 

rabie de los polisomas de mayor coeficiente de sedimentación, que 

no encontramos. 

En la Figura 7 se estudian las cinéticas de inactivación de 

las fracciones del sobrenadan te de las esporas 5-111 y 5-IV y de 

la cepa silvestre A224A por preincubación a 37ºC durante distin­

tos tiempos (Figura 6A) o por preincubación a distintas tempera­

turas durante un tiempo definido (Figura 6B). Puede observarse 

que la fracción del sobrenadante de la espora 5-111 se inactiva 

más rápidamente que la de la cepa silvestre A224A. La fracción 

del sobrenadante de la espora 5-IV se inactiva prácticamente 

igual que la de la cepa silvestre. 

En la Figura 6C se presentan los resultados del estudio de 

la formación de (
14

c)fenilalanil-tRNA llevada a cábo por las 

fracciones del sobrenadante de la cepa si lvestre A224A y de la 

espora ts-5-111, previa pre incubación a 37ºC durante distintos 

tiempos. Puede observarse que fracciones del sobrenadante se inac 

tivan del mismo modo, lo que descarta que la termosensibilidad 

de la espora 5-111 se deba a poseer una feni lalani 1-tRNA si n te-
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tasa a 1 te rada. 

Hemos estudiado la termosensibil idad de las aminoacil-

tRNA sintetasas de las esporas ts 5-111 y 5-IV pertenecientes 

a la tetrada n º 5 del cruce JP322 x SR17, que segregó dos esp~ 

ras t s + 5- 1 y 5- 11 y dos esporas t s 5 - 1 1 1 y 5- 1 V . Los res u 1 ta 

dos se muestran en la Tabla 4. Se puede ver que de todas las 

aminoacil-tRNA sintetasas analizadas, sólo la prolil-tRNA sint~ 

tasa de las esporas ts 5-111 y 5-IV y la val il-tRNA sintetasa 

de la espora ts 5-111 son más sensibles a la temperatura que las 

aminoacil-tRNA sintetasas de la cepa silvestre A224A. Análisis 

posteriores no mostrados pusieron de manifiesto que la prolil­

tRNA sintetasa de la cepa silvestre A224A y de las esporas ts 

5-111 y 5~1V se inactivan prácticamente igual por preincubación 

a 37 º C. 

En la Figura 8 se muestran los resultados del estudio de la 

inactivación por preincubación a 37ºC, a distintos tiempos, de 

las val il-tRNA sintetasas de la cepa silvestre A224A y de las e~ 

peras ts 5-111 y 5-IV . Se puede observar que la val i 1-tRNA sin te 

tasa de la espora t s 5-111 se inactiva mucho más rápidamente que 

la de la espora ts 5-IV y la de la cepa silvestre A224A. 

Hemos estudiado la inactivación de la val il-tRNA sintetasa 

de las esporas ts pertenecientes a una tetrada del cruce 5-111 x 

373/19 que segregó dos esporas t s+ 1-1 y 1-111 y dos esporas ts 

1-11 y 1-IV. Los resultados se muestran en la Figura 9. Puede ob 

se rvar se que si bien la valil-tRl~A sintetasa de la espora ts 

5-111 se inactiva mucho más rápidam e nt e que la valil-tRNA sinte­

tasa de l a cepa silvestre A224A, la va lil-tRNA sintetasa de las 
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esporas ts 1-11 y 1-IV derivadas del cruce entre la espora 

ts 5-111 y la cepa haploide ts+ 373/19, no muestra sensibi-

lidad a la temperatura, inactivándose de una manera similar a 

la valil-tRNA sintetasa de la cepa silvestre A224A. 

Puesto que la tetrada del cruce 5-111 x 373/19 segregó 

dos esporas ts+ 1-1 y 1-111 y dos esporas ts 1-11 y 1-IV, y la 

valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5-111 era sensible a la 

tempera tura, era de esperar que 1 a va 1i1-tRNA si nteta sa de 1 as 

esporas ts 1-11 y 1-IV del cruce 5-111 x 373/19, monstrasen 

una termosensibilidad en su valil-tRNA sintetasa equivalente a 

la termosensibilidad de la valil-tRNA sintetasa de la espora ts 

5-111. Sin embargo, tal hecho no es así como se demuestra en la 

Figura 9. Este resultado nos hizo pensar si la termosensibilidad 

de la valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5-111 era debido a 

las características genéticas de dicha espora más que a poseer 

una mutación termosensible que afectase a su val il-tRNA. sinteta-

sa y que hubiera recibido de la c ¡ pa progenitora ts JP322 a tra 

vés del cruce JP322 x SRI?. 

En la Figura 10 estudiamos la inactivación, por preincuba-

ción a 37ºC, de las valil-tRNA sintetasas de la cepa silvestre 

A224A, de la cepa ts JP322 (mutante original), de la espora ts 

5- 1 1 1 (del cruce JP312 x SRI?) y de la cepa 
+ 

ts SRI?. Puede obser 

varse que solamente la valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5- 1 1 1 

es termosensible, mientras que las val il-tRNA sintetasas de la ce­

pa silvestre A224A, de la cepa ts+ SRI? y del mutante ts original 

JP322 no presentan sensibilidad a la temperatura. Estos resultados 

sugieren que la termosensibil idad de la val i 1-tRNA sintetasa de 

la espora ts 5-111 no se debe a una alteración en la cepa origi-
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na 1 t s JP322 de la cual la recibiría a través del cruce JP322 x 

SR 1 7. 

DISCUSION 

Análisis bioquímico y genético de la resistencia a criptopleurina 

Criptopleurina, tubulosina y emetina han sido descritos como 

inhibidores de la síntesis de proteínas en organismos eucarióticos 

por inhib i r la translocación enzimática de la cadena peptídica del 

sitio ribosómico aceptar al sitio ribosómico donador (22,23). Dis-

poníamos de una serie de mutantes resistentes a criptopleurina y 

consideramos interesante determinar la posible resistencia cruza-

da de esos mutantes a tubulosina y a emetina. 

Los análisis bioquímicos pusieron de manifie s to que los mu-

tantes resistentes a criptopleurina presentan resistencia cruza-

da a tubulosina y a emetina (Figura 1) aunque, si bien todos los 

mutantes presentan el mismo grado de resistencia a criptopleurina, 

4 
presentan, en cambio, un grado diferente de resistencia a tubulo-

sina, de modo que podemos d ivi dir a los mutantes resistentes a 

criptopleurina en dos grupos: (a) mutantes de alta resistencia a 

tubu los ina como son CRY2, CRYS , CRY6 y CRY7, y (b) mutantes deba 

ja resistencia a tubulosina como CRY3 y CRY4. 

Los análisis bioquímicos pusieron tamb ,ién de manifiesto que 

1 a res i s ten c i a a tu bu 1 os in a y a eme t in a se 1 oc a 1 iza en 1 a sub un i 

dad ribosómica menor (40S) (Tabla 2) que es la subunidad ribosó-

mica donde se expresa la resistencia a criptopleurina (15). 

Aunque los mutantes resistentes a criptopleurina presentan 

resistencia cruzada a tubulosina y a emetina, expresándose ambas 
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resistencias en la subunidad ribosómica 405, y aunque se había 

determinado que la mutación de resistencia a criptopleurina se 

debía a una mutación en un solo gen nuclear, gen cry 1 (15), 

podía ocurrir que la resistencia cruzada a tubulosina y a eme­

tina se debiese a otra mutación distinta de la que determina r~ 

sistencia a criptopleurina. Para ver tal posibilidad estudiamos 

el efecto de tubulosina y emetina en la síntesis de pal ifenilal . ~ 

nina dirigida por ácido poliuridílico con ribosomas de la proge­

nie de las esporas del cruce CRY6 x A224A y encontramos, en las 

22 tetradas anal izadas, que las dos esporas resistentes a crip­

topleurina eran resistentes a tubulosina y a emetina, y las dos 

esporas sensibles a criptopleurina eran sensibles a tubulosina 

y a emetina lo que sugiere que el fenotipo de resistencia a 

tubulosina y a emetina se debe a la mutación que confiere resis 

tencia a criptopleurina . 

Los análisis genéticos determinaron que todos los mutantes 

resistentes a criptopleurina son alélicos (ver apartado "Análisis 

genético de las mutaciones de resistencia a criptopleurina"). Sin 

embargo, hemos dividido a esos mutantes en dos grupos atendiendo 

a su grado de resistencia a tubulosina, lo que sugiere que esos 

mutantes habrían surgido de dos mutaciones distintas dentro del 

mismo gen, el gen cry 1, de modo que cada un a de esas mutaciones 

definiría un grupo de mutantes. 

Hemos estudiado las relaciones de dominancia o recesividad 

entre las mutaciones de alta y baja resistencia a tubulosina (ver 

apartado "Análisis genético de las mutaciones de resistencia a criE_ 

topleurina") y hemos encontrado que ambos alelos mutantes se expr~ 

san en una célula diploide, de modo que dicho diploide contendría 
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ribosomas de alta resistencia a tubulosina y ribosomas de baja 

resistencia a tubulosina . 

lQué ocurre cuando en una célula diploide hay un alelo sen-

sible y un alelo resistente a criptopleurina?. Hem o s visto que 

esos diploides no crecen a altas concentraciones de criptopleurina 

y sin embargo crecen lentamente a concentraciones del inhibidor 

bajas, pero suficientes para inhibir el crecimiento de las cepas 

sensibles a criptopleur i na. Además, hemos visto que los ribosomas 

de un diploide entre una cepa resistente y una sensible a cripto-

pleurina presentan una resistencia a criptopleurina que es inter-

media entre la de los ribosomas de un diploide entre dos cepas 

resistentes a criptopleurina y un diploide entre dos cepas sen s i-

bles a criptopleurina (Figura 5). Estos resultados in vivo e in 

vitro pueden explicarse suponiendo que un diploide entre una cepa 

resistente y una sensible a criptopleurina presenta d o s tipos de 

ribosomas: ribosomas res i stentes y ribosomas sensibles a cr i ptople~ 

rina. Esto determinaría que en ese diploide se exp r esarían el alelo 

sensible y el alelo resistente a criptopleurina con lo que los poll 

somas de dicho diploide estaría n formados por ribosomas sensibles 

y resistentes a criptopleurina. El hecho de que ese diploide no 

crezca a alta concentración de criptopleurina y crezca lentamente 

a baja concentración de ese inhibidor, po dría e x plicarse e n térmi 

nos de la ecuación: 

criptopleurina + ribosoma (criptopleurina · ribosoma) 

A altas concentraciones de criptopleurin a el e quilibrio se 

desplazaría hacia la derecha; los r i bosomas sensibles serían blo-

queados y éstos bloquearían a los ribosomas resistent e s que están 

ley e ndo el mensajero detrás de ellos. El resultado final es la 
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inhibición total de la síntesis de proteínas y por lo mismo la in 

hibición del crecimiento. 

A bajas concentraciones de ~ri - ptopleurina el equilibrio 

estaría desplazado hacia la izquierda; los ribosomas sensibles 

leerían el mensajero lentamente y el resultado final sería un 

descenso de la velocidad de síntesis de proteínas pero no su 

inhibición total, de ahí el lento crecimiento a bajas concentra 

cienes del inhibidor. 

Análisis bioquímico y 9enético del mutante sensible a la temp_era­

tura JP322 

Mediante la técnica del suicidio con tritio hemos aislado 

400 mutantes sensibles a la temperatura (ts) a partir de las ce­

pas S288C y A224A de la levadura Saccharomyces cerevisiae (29). 

Nuestro objetivo primordial se centró en el análisis de mutantes 

ts con una alteración en el proceso de biosíntesis d~ proteínas 

y, concretamente, en el estudio del mutante ts JP322, aislado de 

la cepa A224A, que se caracteriza porque su termosensibil idad se 

local iza en la fracción del sobrenadante (29) . El análisis gené­

tico del mutante ts-JP322 determinó que la termosensibil idad se 

debí a a dos o más muta c iones sen s i b 1 es a 1 a temperatura ( 2 9) . He -

mos intentado separar y caracterizar las posibles mutaciones del 

mutante JP322. Para ello, hemos realizado el análisis genético 

(Tabla 3) de una tetrada del cruce JP322 x SR17 que segregó 3 e~ 

paras ts (5-1, :;-111 y 5-IV) y una espora ts+ (5-11). Cada una 

de estas esporas fue cruzada con una cepa haploide no sensible a 

la temperatura (ver Tabla 3) y anal izamos la segregación de los 

cuatro cruces: 5-1 x TRl, 5-11 x TRl, 5-111 x 373/19 y 5-IV x 37-31 

19. Sólo en el caso de los cruces 5-111 x 373/19 y 5-IV x 373/19 
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todas las tetradas segregaron dos esporas ts y dos esporas 
+ 

t s 

Este resultado sugería que la espora 5-111 llevaba una mutación 

ts , al igual que la espora 5-IV. Sin embargo, ambas esporas no 

complementaban y en el cruce 5-111 x 5-IV todas las tetradas se­

gregaron 4 esporas ts-. Este resultado n¿s indujo a pensar que, 

o bien, las esporas 5-111 y 5-IV tenían la misma y única mutación 

ts-en com'ún; o bien alguna espora (o ambas) llevaban más de una 

mutación pero estrechamente 1 igadas entre sí y alguna de esas mu 

.tac iones fuese común para las esporas 5-111 y 5-IV. 

Los análisis bioquímicos de las esporas 5-111 y 5-IV pusie­

ron de manifiesto que la termosensibil idad de ambas se local izaba 

en la síntesis de proteínas (Figura 6) La síntesis de proteínas 

in vitro mediante los extractos acelulares de las esporas 5-111 y 

5-IV pusieron de manifiesto que la fracción del sobrenadante de 

la espora 5-111 es sensible a la temperatura (Figura 7) y que esa 

termosensibilidad no se debe a tener alterada la fenilalanil-tRNA 

sintetasa (Figura 7). La fracción del sobrenadan te de la espora 

5-IV no presenta termosensibilidad (Figura 7). 

El análisis de las aminoacil-tRNA sintetasas (Tabla 4) puso 

de manifiesto que la espora 5-111 tenía su val il-tRNA sintetasa 

alterada, siendo sensible a la temperatura, mientras que en la es 

para 5-IV, todas las aminoacil-tRNA sintetasas probadas son norma 

les (Tabla 4). Aunque los resultados presentados en la Tabla 4 

sugieren que la pral il-tRNA sintetasa puede estar alterada, estu­

dios posteriores más de tal lados (no mostrados) determinaron que 

dicha sintetasa no está alterada. 

Hemos estudiado la val il-tRNA sintetasa de las esporas ts 
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1-11 y 1-IV pertenencientes a una tetrada del cruce 5-111 x 373/ 

19 que segregó dos esporas ts+ 1-1 y 1-111 y dos esporas ts 1 - 1 1 

y 1-IV (Figura 9). La valil-tRNA sintetasa de esas esporas ts 

1-11 y 1-IV no son sensibles a la temperatura (Figura 9). Este 

resultado nos indujo a pensar si la termosensibilidad de la valil· 

tRNA sintetasa de la espora 5-111 fuera deb i do a características 

propias de dicha espora más que a poseer una mutación termosensi 

ble que afectase a su val il-tRNA sintetasa y que hubiera recibido 

de la cepa mutante original ts JP322, a través del cruce JP322 x 

SR17. Para ello estudiamos la termosensibilidad de la valil-tRNA 

sintetasa de la cepa silvestre A224A, cepa ts JP322 (mutante orl 

ginal), espora ts 5-111 (del cruce JP322 x SR17) y cepa ts+ SR17 , 

encontrando que la única valil-tRNA sintetasa termosensible es la 

de 1 a espora ts 5- 11 1 (Figura 1 O) , 1 o que su g i ere que 1 a termo -

sensibilidad de la valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5- 1 1 1 no 

se debe a una mutación ts-en la cepa original JP322 (mutante ori­

ginal) de la cual la recibiría a través del cruce JP322 x SR17. 

La termosensibilidad de la espora ts 5-IV no radica ni en 

su fracción del sobrenadante (Figura 7) ni en las aminoacil-tRNA 

si ntetasas ana 1 iza das (Tabla 4) 

Por todo lo anteriormente indicado concluimos que es necesa­

rio un estudio bioquímico y genético más profundo para determinar 

la naturaleza bioquímica y genética de la termosensibil idad del 

mutante ts JP322. 
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Figuta 1.- Efecto de criptopleurina, tubulosina y emetina en la 

síntesis de pol ifenilalanina dirigida por ácido pol iuridíl ico 

con ribosomas de las cepas silvestre Y166 (•--•) y mutante CRY6 

(o~-o). Las condiciones se describen en Materiales y Métodos. 
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Figura 2 . - Efecto de criptopleurina, tubulosina y emetina en la 

síntesis de poi ifenilalanina dirigida por ácido poi iuridíl ico 

con ribosomas de las cepas silvestre A364A (•-•)y las cepas 

mutantes CRY2 (o-o), CRY3 (.t.-.t.), CRY4 (.a.-.a.), CRYS (•-•) 

y CRY7 (D-0). Las condiciones se describen en Materiales y Mé 

todos. 
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Figura 3.- Efecto de criptopleurina y tubulosina en la síntesis 

de pol ifenilalanina dirigida por ácido pol iuridil ico, 1 levada a 

cabo por ribosomas de las cepas haploides CRY6 (•--•) y CRY4 

(o--o) y de la cepa diploide CRY6 x CRY4 (Á--Á). Las condicio 

nes se describen en Materiales y Métodos . 
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Figura 4 . - Efecto de tubulosina en la síntesis de polifenilalanina 

dirigida por ácido pol iuridíl ico con ribosomas de la cepa diploide 

CRY6 x CRY4 y con mezclas de ribosomas de las cepas haploides CRY6 

y CRY4. Las condiciones se describen en Materiales y Métodos. 

(•-•) Ribosomas de CRY6 

(o-o) Ribosomas de CRY4 

(•-•) Ribosomas de CRY6 X CRY4 

(o-o) 75 % de ribosomas CRY6 y 25 de ribosomas CRY4 

(o-o) 50 % de ribosomas CRY6 y 50 % de ribosomas CRY4 

(.t.-.t.) 25 % de ribosomas CRY6 y 75 % de r i bosoma s CRY4 
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Figura .5.- Efecto de criptopleurina en la síntesis de pol ifenil­

alanina dirigida por ácido poi iuridíl ico con ribosomas de las ce 

pas diploides Y166 x Y168 (•-•), CRY6 x Y168 (Á-Á) y CRY6 x 

CRY6 (o-o). Las condiciones se describen en Materiales y Méto­

dos . 
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Figur~ 6.- Incorporación~ vivo de (
14

c)adenina y ( 3 H)leucina 

por las cepas silvestre A224A (A) y mutantes ts 5-111 (B) y 

5-IV (C) a 26 º C y 37 º C. Las condiciones se describen en Materia 

les y Métodos. 

(•-•) Incorporación de ( 3 H) leucina a 26 º C 

(o-o) Incorporación de ( 3H)leucina a 37ºC 

(.A.-.6.) Incorporac i ón de (
14

c)adenina a 26ºC 

(Ll.-Ll.) Incorporación de (
14

c)adenina a 37ºC 
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Figura · ].- lnactivaci6n de las fracciones del sobrenadan te de 

las cepas silvestre A224A (•--•) y mutantes ts 5-111 (o--o) 

y 5-IV (.a.--.a.). Las condiciones se describen en Materiales y Mé 

todos. 

(A) Síntesis de pol ifenilalanina dirigida por ác"i do pol i u r id í 1 i CD 

( B) Síntesis de pol ifenilalanina dirigida por ácido pol i u r id í 1 i CD 

(e) Formaci6n de (
14

c)fenilalanil-tRNA 
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Figura 8.- Formación de ( 3 H)val il-tRNA . lnactivación, por pre in­

cubación a 37ºC, de las fracciones del sobrenadante de las cepas 

silvestre A224A (•-•),espora ts- 5-111 (o-o) y espora ts 

5-IV (6----6). Las condiciones se describen en Materiales y Mito-
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Figura · 9 . - Formación de ( 3 H)valil-tRNA. lnactivación, por prein­

cubación a 37ºC, de las fracciones del sobrenadante de las cepas 

silvestre A224A (•-•),espora ts 5-111 (0--0), espora ts 

1-11 (6----6) (del cruce 5-111 x 373/19) y de la espora ts 1-IV 

(D-D) (del cruce 5-111 x 373/19). Las condiciones se describen 

en Materiales y Métodos. 
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Figura 10 . .:. Formación de ( 3 H)val il-tRNA. lnactivación de las 

fracciones del sobrenadan te de las cepas silvestre A224A (•-e), 

de la cepa ts+ SR17 (6-6), de la cepa ts. original JP322 (•--•) 

y de la espora ts 5-111 (o--o). Las condi·ciones se describen 

en Materiales y Métodos. 
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31.- Estudio de los transistores FET de microondas en puerta común. 
Juan 'Zapata Ferrer. (lngenierz'a. Extranjero, 1975). 

32. - Estudio sobre la moral de Epicuro y el Aristóteles esotérico. / 
Eduardo A costa Mendez (Filoso[ ía. España, 19 73) 

33.- Las Bauxitas Españolas como mena de aluminio./ 
Salvador Ordoñez Delgado (Geología. España, 1975). 

34 Los grupos profesionales en la prestación de trabajo: obrero y 
empleados./Federico Durán López (Derecho. España, 1975) 

35. - Obtención de Series aneuploides (monosómicas y ditelosómicas) 
en variedades españolas de trigo común./ Nicolás Jouve de la 
Barreda. (Ciencias Agrarias. España, 19 75 ). 

36.- Efectos dinámicos aleatorios en túneles y obras subterráneas./ 
Enrique A/arcón Alvarez. (Ingeniería. España, 1975). 

37- Lenguaje en periodismo escrito./Fernando Lázaro Carreter, 
Luis Michelena Elissalt, Robert Escarpit, Eugenio de Bustos, 
Víctor de la Serna, Emilio A/arcos Llorach y Juan Luis Cebrián. 
(Seminario organizado por la Fundación Juan March los días 
30 y 31 de mayo de 1977). 

38. - Factores que influyen en el espigado de la remolacha azucarera, 
Beta vulgaris L./ José Manuel Lasa Dolhagaray y Antonio 
Silván López. (Ciencias Agrarias. España, 1974). 

39. - Compacidad numerable y pseudocompacidad del producto de 
dos espacios topológicos. Productos finitos de espacios con 
topologías proyectivas de funciones reales. /José Luis Blasco Olcina 
(Matemáticas. España, 1975). 

40.- Estructuras de la épica latina./ Mª. del Dulce Nombre 
Es te[ an ía A lvarez. (Literatura y Filología, España, 19 71 ). 

41.- Comunicación por fibras ópticas./ Francisco Sandoval 
Hernandez (Ingeniería. España, 19 75 ). 

42. - Representación tridimensional de texturas en chapas 
metálicas del sistema cúbico./ José Antonio Pero-Sanz Elorz 
(Ingeniería. España, 1974). 

43. - Virus de insectos: Multiplicación, aislamiento y bioensayo 
de baculovirus./ Cándido Santiago-Alvarez. 
(Ciencias Agrarias. Extranjero, 1976). 
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