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INTRODUCCION

Los estudios genéticos han supuesto un considerable aporte
al conocimiento del ribosoma bacteriano y su funcidn en biosinte
sis de proteinas. El aislamiento de mutantes que presentan alte-
rado algdn componente del proceso de biosintesis de protefinas
puede conseguirse esencialmente de dos maneras distintas: (a) re
sistencia a inhibidores de la sintesis de protefinas, (b) sengibi
lidad a la temperatura.

En E. coli se han obtenido una serie de mutantes resisten-
tes a diversos inhibidores de bjosintesis de proteinas, como se
han descrito inicialmente con estreptomicina (1), espectinomici
na (2), kasugamicina (3), otros antibidticos aminoglucésidos (4),
eritromicina (5) y dcido fusidico (6). Los estudios realizados
con estos y otros mutantes en relacién con la estructura del ribo

soma bacteriano han sido resumidos recientemente (7).

En E. coli las lesiones sensibles a la temperatura se han
estudiado en menor grado principalmente debido a que el analisis
de resistencia a inhibidores de la sintesis de proteinas es mucho
mds f&cil 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. coli afectados en los factores de elongacién EF-G, EF-Ts

y EF-Tu, respectivamente.

Disponemos de mucha menos informacidn en relacidén con los
mutantes resistentes a inhibidores de biosifntesis de proteinas
en células eucaridticas. Por su fdcil crecimiento y los conoci-

mientos genéticos y bioquimicos, han sido las levaduras los or-



ganismos de eleccidn, a pesar de que la mayoria de ellas son im-
permeables a los antibidticos activos en el ribosoma 80S (11).

No obstante, se han descrito mutantes de Saccharomyces cerevisiae

resistentes a cicloheximida (12), tricodermina (13,14), anisomici
na (14) y alcaloides derivados de la planta Tilofora (15) y de las
Amarilidaceas (16). En cambio, el estudio de mutantes de levadura
sensibles a la temperatura (ts) aparece muy prometedor para el co
nocimiento del proceso de biosintesis de macromoléculas y su regu
lacién génica en células eucaridticas. De entre los mutantes ts
alterados en la biosintesis de protefnas, se han descrito tres
mutaciones independientes que confieren sensibilidad a la tempera
tura a la isoleucil-tRNA sintetasa (17) y metionil-tRNA sintetasa

(18) y al paso de iniciacién de la biosintesis de proteinas (19).

Siguiendo estas lineas de investigacién, hemos estudiado un

grupo de mutantes de la levadura Saccharomyces cerevisiae resisten

tes a criptopleurina y un mutante sensible a la temperatura de di-

cha levadura alterado en 1a biosintesis de proteinas.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de levadura

Las caracteristicas genéticas de las cepas de levadura
S. cerevisiae empleadas en el desarrollo de este trabajo vienen

dadas en la Tabla 1.

Medios de cultivo




Los medios que se emplean han sido descritos por Hartwell
(20). En los casos en que ello fué requerido, los medios se ge

lificaron afiadiendo agar a una concentracidén final del 2%.

TABLA 1. Caracterfisticas fenotipicas de las cepas de levadura

Saccharomyces cerevisiae empleadas en este trabajo

Cepas de la levadura Fenotipo

Saccharomyces cerevisiae

Y166 o, his 4, trp 5, MA 1

CRY, o, his 4, trp 5, MA 1, crp’

TR1 o, his 4, trp 5, MA 1, tcd'

SR, a, his 4, trp 5, MA 1, cyh”

A36LA a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr !

CRY2 a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr t, crpr
CRY3 a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr 1, crpr
CRYh a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr 1, crpr
CRY5 a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr 1, crpr
CRY7 a, ade 1, ade 2, ura 1, his 7, lys 2, tyr 1, crpr
373/19 a, ade 2

Preparacién de ribosomas, subunidades ribosémicas y fracciones

del sobrenadante

Los ribosomas lavados con alta sal y las fracciones del so
brenadante se han obtenido de células congeladas almacenadas a
~30°C como describieron Battaner y Vazquez (21). Para la obten-
cidén de subunidades hemos seguido un método que hemos puesto a
punto: el crecimiento de las células, el tratamiento con NaN3,
la rotura de las células y la extraccidn de los ribosomas se

han realizado como se ha descrito previamente (14), con la sal-



vedad que para la extraccidn hemos empleado solucidén tampdn 1

que contiene 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 12,5 mM MgCl 80 mM KCI1

2
y 10 mM de 2-mercaptoetanol. La fraccidén $-30 se colocd sobre
un colchén de sacarosa al L40% en buffer 1 y se centrifugd a

150.000 x g en el rotor 60Ti durante 5 horas. El sedimento de
ribosomas se resuspendid en solucidén tampdn 1, se clarificd vy
la solucidén de ribosomas se guardd en nitrdgeno 17Tquido. Para
separar las subunidades ribosdémicas, la solucidn de ribosomas
se diluydé hasta una concentracién de 120 A260/ml con buffer 2

conteniendo 50 mM de Tris-HC1, pH 7,4, 5 mM MgCl 500 mM KCI

2
y 10 mM de 2-mercaptoetanol. 1 ml de esa solucidén de ribosomas
se colocd sobre un gradiente exponencial de sacarosa al 5%-30%
en solucién tampén 2 y la centrifugacidén se realizé a 26000

rpm en el rotor SW27 durante 6 horas. Los gradientes fueron ana
lizados en un fraccionador de gradientes. Se recogieron las frac
ciones conteniendo las subunidades y se les subié la concentra-
cién de MgC]2 hasta 50 mM, centrifugidndose en el rotor 60Ti a
150.000 x g durante toda la noche. El sedimento de las subunida

des fué resuspendido en solucién tampdn 1, clarificadas y alma-

cenadas en nitrdgeno liquido.

Sintesis de proteifnas en sistemas acelulares

La sintesis de polifenilalanina dirigida por &dcido poliurj
dilico se ha realizado como se ha descrito anteriormente (14). La
mezcla de reaccién contiene: 50 mM de Tris-HCl, pH 7,4, 12,5 mM
MgCIZ, 80 mM KCI, 4 mM creatin fosfato, 40 pgr creatin-fosfo-
kinasa/ml, 250 par de tRNA de levadura/ml, 10 mM 2-mercaptoetanol

1 mM ATP, 0,05 mM GTP, 13,1 pM (1“C)fenila1anina (30,76 mC/mmol),



300 ugr/ml de acido poliuridilico, 12 Azso/ml de ribosomas y

la concentracidén 6ptima de la fraccidén del sobrenadante. La
reaccidn se pard por adicién de 1 ml de TCA 10% frio. Las mues
tras se calentaron a 90°C durante 10 minutos, se enfriaron a 0°C

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

GF/C.

Cuando se emplearon subunidades ribosémicas, en lugar de
ribosomas 80S, se afiadieron 5 A260 de subunidades 40S/ml y 10

A de subunidades 60S/ml.

260

Andlisis del contenido de polisomas en esferoplastos

Se ha seguido el método descrito por Hartwell y McLaughlin
(22). En los mutantes defectivos en los factores del sobrenadan
te, o en los enzimas de terminacidén o en las aminoacil-tRNA sin
tetasas se estabilizardn los polisomas a la temperatdrq restric
tiva. Mutantes defectivos en iniciacién de sfntesis‘de proteinas
degradarian los polisomas en unos minutos. Del mismo modo mutan
tes defectivos en la sintesis de mRNA degradarfan los polisomas,
pero la vida media de €stos serd de unos 20 minutos, con lo cual

se diferenciarian claramente de mutantes de iniciacidén de la ca-

dena peptidica (22).

Biosintesis de macromoléculas en los mutantes ts

La sintesis de macromoléculas in vivo se ha estudiado si-
guiendo el método descrito por Hartwell (20). La sintesis de pro
tefnas se ha medido por incorporacién de (3H)leucina (concentra-

cidén final = 0,30 mM; actividad especifica final = 1,31 mC/mmol)



y la sintesis de dcidos nucléicos por incorporacidn de (]hc)adg
nina (concentracién final = 0,11 mM; actividad especifica final =

0,35 mC/mmo1l).

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-
cién del sobrenadante precipitada entre el 30% y el 70% con sul

fato aménico (14).

Andlisis genéticos

Los estudios genéticos se llevaron a cabo mediante los
andlisis de esporas al azar y diseccién de tetradas (23). Los
diploides se formaron por mezclas, en placas con medio YEP, de
cepas haploides de cardcter sexual opuesto, incubdndolas duran
te 24 horas a la temperatura indicada en cada caso concreto. Los
diploides fueron aislados por seleccidén de compiementacidn en
placas de medio minimo. Los diploides aislados se incubaron en
placas durante dos dfas a la temperatura indicada en cada caso
concreto. Al final de este tiempo se transfirieron a un medio
de esporulacidédn y se incubaron durante 5 dias a la tgmperatura

indicada en cada caso concreto.

En el andlisis de esporas al azar, una porcidn del cultivo
esporulado se incubd con glusulasa a una dilucién final de 1/40
(v/v) durante 10 minutos a la temperatura adecuada. Pasado ese
tiempo, se agitd fuertemente la suspensidn celular durante 5

-5

minutos para disgregar las tetradas. Se hizo una dilucién 10

y se plaquearon fracciones de 0,2 ml de esa dilucidn en placas con



medio YEP y se incubaron a la temperatura adecuada.

En el andlisis de tetradas, después del tratamiento con
glusulasa, se diseccionaron las tetradas por medio de un micro

manipulador. Solamente se han estudiado tetradas completas.

La caracterizacidn del fenotipo de resistencia o sensibi
lidad de las esporas haploides a los inhibidores en extractos
acelulares de sintesis de proteinas, se desarrolld como sigue:
se obtuvieron esferoplastos a partir de 80 ml de cultivo de cada
espora (aproximadamente 3 x 107 células/ml1) y después de la recu
peracidén de los mismos, se incubaron con NaN3 1 mM durante 20 mi
nutos. Posteriormente se recogieron los esferoplastos y se lisa-
ron. E1 lisado se centrifugd a 12.000 x g durante 10 minutos.

Se recogid el sobrenadante y se colocd sobre un gradiente discon
tinuo 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 ultracentrifuga Spinco. El sedimento
de ribosomas se resuspendid en un volumen pequefio (aproximadamen
te 30 P]) de buffer 2 y se clarificé por centrifugacidn, guardén

dose los ribosomas en nitrégeno liquido.

RESULTADOS

Andlisis biogquimico y genético de la resistencia a criptopleurina

Efecto de tubulosina y emetina en los mutantes resistentes

a criptopleurina.- Criptopleurina, tubulosina y emetina han sido

descritos como inhibidores de la sintesis de proteinas en organis

mos eucaridticos por inhibir la translocacién enzimdtica de la ca



dena peptidica del sitio ribosdémico aceptor al sitio ribosémico
donador (22,23). Nosotros disponfamos de un mutante (cepa CRY6)
que presentaba resistencia a criptopleurina y se caracterizaba
por tener sus ribosomas alterados (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 sintesis de polifenilalanina dirigida
por dcido poliuridilico con ribosomas de la cepa sensible Y166

y de la cepa mutante CRY6. Los resultados de dichos andlisis se
muestran en la Figura 1. Puede observarse que la sintesis de po
lifenilalanina llevada a cabo por los ribosomas de la cepa mutan
te CRY6 es menos inhibida que la llevada a cabo por los ribosomas
de la cepa silvestre Y166. Este resultado pone de manifiesto la
resistencia cruzada del mutante CRY6 a los inhibidores tubulosi

na y emetina.

DisponTamos de otros cinco mutantes resistentes a criptopleu
rina, aislados espontdneamente a partir de la cepa A364A. Dichos
mutantes son alélicos del mutante CRY6 (ver apartado "andlisis ge
nético de las mutaciones de resistencia a criptopleurina"). Quisi
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,
CRY5 y CRY7 presentan igual resistencia a cfiptopleurina, poseen,
sin embargo, una resistencia diferente a tubulosina y a emetina.
AsT podemos establecer dos grupos de mutantes de acuerdo a su gra
do de resistencia frente a tubulosina: a) mutantes de alta resis-
tencia a tubulosina, equiparable a la resistencia del mutante CRY6,

que serfan las cepas mutantes CRY2, CRY5 y CRY7; b) mutantes de



débil resistencia a tubulosina, que serfan las cepas CRY3 y CRY4.

Localizacidn de la resistencia a tubulosina y a emetina.-

Hemos visto que los mutantes de resistencia a criptopleurina pre
sentan resistencia cruzada a tubulosina y a emetina. Sabemos que
la mutacidn de resistencia a criptopleurina en esos mutantes se
expresa en la subunidad ribosémica menor 40S (15). Nuestro deseo
era determinar si la resistencia a tubulosina y a emetina se loca
lizaba a nivel de esa subunidad ribosémica. Para ello estudiamos
el efecto de tubulosina y emetina en la sintesis de polifenilala
nina dirigida por adcido poliuridilico con subunidades ribosémicas
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 tubulosina y emetina
en los mutantes resistentes a criptopleurina’). Los resultados
del andlisis con las subunidades ribosémicas se muestran en la
Tabla 2. Puede observarse que la resistencia a criptopleurina,
tubuiosina y emetina va asociada a la presencia en el sistema de
la subunidad ribosdémica menor (40S) de las cepas mutantes, y es
independiente del origen de la subunidad ribosémica 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 s presentan los
ribosomas de dicha cepa al alcaloide tubulosina (ver apartado
"Efecto de tubulosina y emetina en los mutantes resistentes a

criptopleurina).

Andlisis genético de la resistencia a tubulosina 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, no
excluyen la posibilidad de que la resistencia a tubulosina y

a emetina se deba a una mutacidn distinta de la que confiere
resistencia a criptopleurina. Para estudiar tal posibilidad,
analizamos el efecto de tubulosina y emetina en la sfntesis de
polifenilalanina dirigida por dcido poliuridflico con ribosomas
obtenidos de las progenies de las esporas del andlisis de tetra
das del diploide heterozigdtico CRY6 x A224A, siguiendo el méto
do descrito en el apartado '""Andlisis genéticos''. Analizamos 22
tetradas completas (resultados no mostrados) y en todas las te-

tradas las dos esporas que eran resistentes a criptopleurina pre

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

Subunidades STntesis de polifenilalanina (% control)

60S 40s criptopleurina tubulosina emetina
5,2 x 1070 n 1,8 x 10° M 2x 107 M

Y166 Y166 47 13 56

CRYL CRY4 75 24 100

Y166 CRYL 74 20 90

CRY4 Y166 50 13 56
criptopleurina tubulosina emet ina

107° M 2 x10°M  5x107% M

Y166 Y166 36 50 53
CRY6 CRY6 55 92 86
Y166 CRY6 55 &8 48
CRY6 Y166 3z 47 83

Las condiciones se describen en Materiales y Métodos.

Control = Sintesis en ausencia del 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 mu
tacidn de resistencia a criptopleurina es la determinante de la

resistencia a tubulosina y a emetina.

Andlisis genético de las mutaciones de resistencia a cripto-

pleurina.- Los mutantes resistentes a criptopleurina deben su re
sistencia a una mutacién 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 fue
ron sensibles a criptopleurina, a una concentracién final de 5 ygr/
mi {(concentracién a la que crecen perfectamente las cepas haploi-
des mutantes), lo que sugerfa que las mutaciones de resistencia

a criptopleurina serian recesivas. Ademds, preparamos los diploi-
des CRY2 x CRY6, CRY3 x CRYb6, CRY4 x CRY6, CRY5 x CRY6 y CRY7 x
CRY6, los cuales son resistentes a criptopleurina a una concentra
cién final de 5 Fgr/ml. Estos resultados nos permiten concluir

que las mutaciones de resistencia a criptopleurina CRY2, CRY3, CRYH4,

CRY5, CRY6 y CRY7 son alélicas.

Los anadlisis bioguimicos 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 criptopleu
rina"). Estos resultados,unidos a los anilisis genéticos que ponen
de manifiesto que todos los mutantes son alélicos, sugieren que la
mutacién de resistencia a criptopleurina en los distintos mutantes,

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

Hemos deseado determinar la relacidn de dominancia y rece-
sividad de ambos tipos de mutacién de resistencia a criptopleu-
rina: mutacién de alta resistencia a tubulosina (representada
por la cepa CRY6) y mutacidn de baja resistencia a tubulosi-
na (representada por la cepa CRY4). Para ello estudiamos el efec
to de tubulosina en la sintesis de polifenilalanina dirigida por
dcido poliuridilico llevada a cabo con ribosomas de las cepas
CRYL, 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 CRY4L y CRY6. Por
otra parte los ribosomas del diploide CRY4 x CRY6 presentan una
resistencia a tubulosina similar a si en ta mezcla de reaccidn
hay alrededor del 50% de ribosomas de la cepa CRY4 y 50% de ri-
bosomas de la cepa CRY6 (ver Figura b4). Asi 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 determinarfa que ambas mutaciones,

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

Hemos visto que en el diploide heterozigético CRY4 x CRY6 se
expresan ambos alelos mutantes. éQué ocurre en el diploide entre
una cepa resistente y una sensible a criptopleurina?; ise 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 Y166, CRY5 x Y166, CRY6 x Y166 y CRY7 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 diploi

de Y166 x Y168 (ambas cepas son sensibles) y el diploide CRY6 x
CRY6 (ver Figura 5). Estos resultados serian explicables suponien
do que los alelos silvestre y mutante de resistencia a criptopleu
rina fuesen codominantes, expresdndose ambos, por lo que el cito-
plasma del diploide CRY6 x Y166 contendria ribosomas sensiblies y

ribosomas resistentes a criptopleurina.

Andlisis bioquimico y genético del mutante sensible a 1s tempera-

tura JP322

El estudio de mutantes ts de la levadura parece muy promete-
dor para el conocimiento del proceso de la biosintesis de protef-
nas y su regulacidn génica en la cé&luia eucariftica. Por ello he-
mos emprendido el aislamiento de mutantes sensibles a la tempera-

tura de la levadura Saccharomyces cerevisiae, con el objeto de es

tudiar aquellos mutantes que presentan alteraciones ts en la bio-

sintesis de protefinas.

Se dispone de una serie de procedimientos selectivos para el
enriquecimiento de mutantes con una amplia variedad de fenotipos.
El mds familiar es el uso de la penicilina para el enriquecimien

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 crecfian (25).

El suicidio con tritio (la muerte de las células causada
por la desintegracidn del tritio incorporado en sus componentes
macromoleculares) es un procedimiento general de enriquecimiento,
que ha sido utilizado para seleccionar mutantes sensibies a la
temperatura y mutantes auxStrofos en E. coli (8) y para selec-

cionar mutantes auxdtrofos de Aspergillus flavus (26). La venta

ja del suicidio con tritio sobre otras técnicas de enriquecimien
to de mutantes se basa en el hecho de que el procédimiento de
seleccién puede ser bastante especifico por el uso de diferentes
precursores tritiados. En bacterias, por ejemplo, el marcaje con
aminodcidos tritiados a alta temperatura constituye un procedi-
miento de seleccidn mids especifico en favor de mutantes sensibles
a la temperatura, defectivos en sintesis de proteinas (8), mien-
tras que la incorporacidn de uridina tritiada selecciona mds es-
pecificamente mutantes que tienen alteraciones sensibles a la tem

peratura en el metabolismo del RNA (27).

La técnica del suicidio con tritio consiste, bdsicamente,
en someter un cultivo mutagenizado bajo condiciones donde las cé
lulas no mutadas incorporen dosis letales de radioactividad. Me-
diante el uso de esta técnica emprendimos el aislamiento de mutan
tes sensibles a la temperatura (ts), obtenidos a partir de las ce

pas 5288C y A224A de la levadura Saccharomyces cerevisiae, siguien

do el procedimiento descrito por Littlewood y Davies (28). Hemos
aislado 400 mutantes ts, que hemos clasificado en distintas cate

gorTas atendiendo a su comportamiento fisioldgico a la temperatu
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ra no permisiva de 37°C (29). Estas categorias son:

a) Mutantes ts en los cuales la sintesis de protefinas vy

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

b) Mutantes ts en los cuales, a 37°C, la sintesis de RNA

estd inhibida preferentemente a la sintesis de proteinas.

c) Mutantes ts en los cuales, a 37°C, la sintesis de protel

nas estd inhibida preferentemente a la sintesis de RNA.

Entre los mutantes ts en los cuales, a 37°C, la sintesis
de RNA se inhibe preferentemente a la sintesis de proteinas se

podria englobar, a su vez, otros dos tipos de mutantes:

1) Mutantes ts en los cuales al inhibirse la sintesis de
RNA, a 37°C, se inhibe rapidamente (20' a 30') la sintesis de
proteinas. Estos mutantes ts podian deber su termosensibilidad
a una alteracién en la sintesis de mRNA, o0 a una alteracidn en

el transporte del mRNA del nicleo al citoplasma.

2) Mutantes ts en los cuales al inhibirse la sTntesis de
RNA, a 37°C, la sintesis de proteinas se inhibe después de un
periodo mds largo (2-3 horas). Estos mutantes podrdn deber su
termosensibilidad a una alteracién en el rRNA, o a una alteracidn
en el procesamiento y maduracidn de dicho rRNA, que diese por re
sultado acumulacidn de particulas ribonucleoprotéicas precursoras
de los ribosomas. Dicho tipo de mutantes ts serfan de gran inte-

rés en el conocimiento de la biogénesis del ribosoma.

Nuestro objetivo primordial se centré en el estudio de mutan
tes ts que debieran su termosensibilidad a una alteracidn en el

proceso de la biosintesis de proteinas y, concretamente, al ana-
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lisis del mutante ts JP322, obtenido de la cepa A224A. Este
mutante ts se caracteriza porque su termosensibilidad se loca-
liza en la sintesis de protefnas y mds concretamente en su frac
cién del sobrenadante (29). El andlisis genético determind que
la termosensibilidad se debia a dos o mds mutaciones sensibles

a la temperatura (29).

Hemos intentado separar y caracterizar las posibles muta-
ciones sensibles a la temperatura del mutante ts JP322. Para ello
llevamos a cabo el andlisis genético que se muestra en la Tabla 3.
Todas las tetradas del cruce 5-111 x 373/19 y 5-1V x 373/19 segre
garon dos esporas sensibles y otras dos esporas no sensibles a la
temperatura. Este resultado sugeria que tanto la espora 5-111 co-
mo la espora 5-1V debfan su termosensibilidad a una mutacidn en
un solo gen nuclear. Sin embargo, el diploide 5-111 x 5-1V es sen
sible a la temperatura, esto es, las esporas ts 5-11f y 5-IV no
complementan y ademds las 19 tetradas analizadas de dicho cruce
5-111 x 5-1V segregaron todas ellas 4 esporas sensibles a la tem
peratura. Estos resultados sugieren que el mutante ts original
JP322 tiene mds de dos mutaciones ts y las esporas 5-111 y 5-1V,0
bien }levan una sola mutacién cada una de ellas y es comin para
ambas esporas; o bien alguna, o ambas esporas, llevan mds de una
mutacidn estando estrechamente ligadas entre si, por lo que se ne

cesitaria el anidlisis de mids tetradas para separar esas mutacio-

nes estrechamente ligadas, siendo una de esas mutaciones estre-
chamente ligadas comin para las esporas ts 5-111 y 5-1V.
Hemos estudiado la capacidad de las esporas ts 5-11) y 5-1V

para sintetizar proteinas y dcidos nucléicos a las temperaturas

permisiva (26°C) y restrictiva (37°C), encontrando que ambas es-
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poras ts 5-111 y 5-IV paran su sintesis de proteinas inmediata
y totalmente a 37°C inhibiéndose 20 minutos después la sintesis
de RNA, debido al fuerte control estricto que existe en la leva
dura (Figura 6). Estos resultados sugieren que la termosensibi-
lidad de las esporas 5-111 y 5-1V se localiza en el proceso de

la sintesis de proteinas.

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

peratura

Diploide Segregacidn de tetradas
- +

ts i ts

0:4 1:3 2:2 3:1 4:0
5-1 x TR1 0 3 12 0
5-11 x TRt 0 0 0 0 14
5-111 x 373/19 0 0 17 0 0
5-1V x 373/19 0 0 15 0
5-111 x 5-1V 14 0 0 0
Las cepas 5-1, 5-11, 5-111 y 5-1IV proceden de las cuatro ascos-
poras de una tetrada resultante de la esporulacidn del diploide
JP322 (ts”) x SR17 (ts’). El fenotipo es: 5-1 (ts ), 5-11 (ts*),
5-111 (ts ) y 5-1v (ts ).

Hemos analizado, también, el perfil de polisomas de la cepa
sivestre A224A y de las esporas ts 5-I1l y 5-1V, encontrando que
los perfiles de polisomas obtenidos de la cepa silvestre y de las
esporas mutantes 5-111 y 5-1V permanecen inalterados (resultados
no mostrados), si bien en el caso de las esporas ts la sintesis

de proteinas estd bloqueada (Figura 6) y sin embargo existen po-



18

lisomas, lo que sugiere que lta inhibicidn de la sintesis de pro-
tefnas en las esporas ts 5-111 y 5-1V se deberd a una alteracidén
en la etapa de polimerizacidén de la cadena peptidica. Descartamos
la posibilidad de que la termosensibilidad de las esporas ts~5-11
Yy 5-1V se deba a una alteracidén en la etapa de iniciacidén de la
cadena peptidica, porque en este caso habrfa desaparecido el per-
fil de polisomas. Excluimos, también, que la termosensibilidad

se localiza en la etapa de terminacién de la cadena peptidica,
porque en este caso, si bien se mantendria el perfil de polisomas
de las esporas ts~5-111 y 5-1V, a 37°C, habria un aumento conside
rable de los polisomas de mayor coeficiente de sedimentacidn, que

no encontramos.

En la Figura 7 se estudian las cinéticas de inactivacién de
las fracciones del sobrenadante de las esporas 5-111 y 5-1V y de
la cepa silvestre A224A por preincubacién a 37°C durante distin-
tos tiempos (Figura 6A) o por preincubacién a distintas tempera-
turas durante un tiempo definido (Figura 6B). Puede observarse
que la fraccidn del sobrenadante de la espora 5-ill se inactiva
mis radpidamente que la de la cepa silvestre A22LA. La fraccién
del sobrenadante de la espora 5-IV se inactiva practicamente

igual que la de la cepa silvestre.

En la Figura 6C se presentan los resultados del estudio de
la formacién de (14C)fenilalanil—tRNA 1levada a cabo por las
fracciones del sobrenadante de la cepa silvestre A224A y de la
espora ts 5-111, previa preincubacién a 37°C durante distintos
tiempos. Puede observarse que fracciones del sobrenadante se inac
tivan de]l mismo modo, lo que descarta que la termosensibilidad

de la espora 5-111 se deba a poseer una fenilalanil-tRNA sinte-
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tasa alterada.

Hemos estudiado la termosensibilidad de las aminoacil-
tRNA sintetasas de las esporas ts  5-111 y 5-1V pertenecientes
a la tetrada n° 5 del cruce JP322 x SR17, que segregd dos espo
ras ts+ 5-1 y 5-11 y dos esporas ts 5-111 y 5-1V. Los resulta

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

aminoacil-tRNA sintetasas analizadas, s6lo la prolil-tRNA sinte
tasa de las esporas ts 5-111 y 5-1V y la valil-tRNA sintetasa
de la espora ts  5-111 son mis sensibles a la temperatura que las

aminoacil-tRNA sintetasas de la cepa silvestre A224A. Andlisis
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 précticamente igual por preincubacidn

a 37°C.

En ta Figura 8 se muestran los resultados del estudio de la
inactivacién por preincubacién a 37°C, a distintos tiempos, de
las valil-tRNA sintetasas de la cepa silvestre A224A y de las es
poras ts 5-111 y 5-1V. Se puede observar que la valil-tRNA sinte
tasa de la espora ts 5-111 se inactiva mucho mis rapidamente que

la de la espora ts G5-1V y la de la cepa silvestre A22L4A.

Hemos estudiado la inactivacidén de la valil-tRNA sintetasa

de las esporas ts pertenecientes a una tetrada del cruce 5-111 x
373/19 que segregd dos esporas est 1= y 1-111 y dos esporas ts
1-11 y 1-1V. Los resultados se muestran en la Figura 9. Puede ob

servarse que si bien la valil~tRNA sintetasa de la espora ts
5-111 se inactiva mucho mds ridpidamente que la valil-tRNA sinte-

tasa de la cepa silvestre A22L4LA, 1a valil-tRNA sintetasa de las
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TABLA 4.

tas fracciones

Formacidén de aminoacil-tRNAs.

Inactivacién por preincubacidén a 37°C de

del sobrenadante de la cepa silvestre A224A, de la espora ts 5-111

y de la espora ts 5-1V
Aminoacil-tRNA 3 no:nﬂodAcv
sintetasa cepa A224A espora 5-111 espora mr_<

Amvm_ 10! 15! 30! 5! 10" 15" 30! 5! 10! 15! 30!
Treonina 98 85 96 73 112 98
Alanina 100 95 122 60 96 84
Lisina 100 97 100 100 100 100
Tirosina 89 65 75 66 79 60
Glicina 63 54 64 40 80 65
Metionina 88 81 83 72 89 91
Triptéfano 65 38 56 34 b
Arginina 99 100 100 93 99 113
Leucina 91 90 92 85 97 100
Isoleucina 96 128 141 115 111 133
Histidina 96 88 81 86 92
Prolina 50 23 13 3 b3
Valina 110 104 103 59 103 112
(a) Tiempo (minutos) de preincubacién a 37°C.
(b) % Control = Formacién de aminoacil-tRNA sin preincubacién
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esporas ts 1-11 y 1-1V derivadas del cruce entre la espora
ts  5-111 y la cepa haploide ts+ 373/19, no muestra sensibi-
lidad a la temperatura, inactivdndose de una manera similar a

la valil-tRNA sintetasa de la cepa silvestre A224A.

Puesto que la tetrada 1 del cruce 5-111 x 373/19 segregd
dos esporas ts+ 1-1 y 1-1il y dos esporas ts 1-11 y 1-1V, y 1la
valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5-111 era sensible a la

temperatura, era de esperar que la valil-tRNA sintetasa de las
esporas ts 1-11 y 1-1V del cruce 5-111 x 373/19, monstrasen

una termosensibilidad en su valil-tRNA sintetasa equivalente a
la termosensibilidad de 1la valil-tRNA sintetasa de la espora ts
5-111. Sin embargo, tal hecho no es asi 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 caracterfisticas genéticas de dicha espora mds que a poseer
una mutacién termosensible que afectase a su valil-tRNA sinteta-
sa Yy que hubiera recibido de 1la cepa progenitora ts JP322 a tra

vés del cruce JP322 x SR17.

En la Figura 10 estudiamos la inactivacién, por preincuba-
cién a 37°C, de las valil-tRNA sintetasas de 1a cepa silvestre
A224A, de la cepa ts JP322 (mutante original), de la espora ts
5-111 (del cruce JP312 x SR17) y de la cepa ts' SR17. Puede obser
varse que solamente la valil-tRNA sintetasa de la espora ts 5-111
es termosensible, mientras que las valil-tRNA sintetasas de la ce-
pa silvestre A224A, de la cepa ts+ SR17 y del mutante ts original
JP322 no presentan sensibilidad a 1a temperatura. Estos resultados
sugieren que la termosensibilidad de la valil-tRNA sintetasa de

la espora ts 5-111 no se debe a una alteracidén en la cepa origi-
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nal ts JP322 de la cual la recibiria a través del cruce JP322 x

SR17.

DISCUSION

Andlisis bioquimico y genético de la resistencia a criptopleurina

Criptopleurina, tubulosina y emetina han sido descritos como
inhibidores de la sintesis de proteinas en organismos eucaridticos
por inhibir la translocacién enzimdtica de la cadena peptidica del
sitio ribosémico aceptor al sitio ribosémico donador (22,23). Dis-
poniamos 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 andlisis bioquimicos pusieron de manifiesto 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,
presentan, en cambio, un grado ;iferente de resistencia a tubulo-
sina, de modo que podemos dividir a los mutantes resistentes a
criptopleurina en dos grupos: (a) mutantes de alta resistencia a
tubulosina como son CRY2, CRY5, CRY6 y CRY7, y (b) mutantes de ba

ja resistencia a tubulosina como CRY3 y CRYL.

Los andlisis bioquimicos pusieron también de manifiesto que
la resistencia a tubulosina y a emetina se localiza en la subuni
dad ribosémica menor (40S) (Tabla 2) que es la subunidad ribosé-

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

Aunque los mutantes resistentes a criptopleurina presentan

resistencia cruzada a tubulosina y a emetina, expresandose ambas
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resistencias en la subunidad ribosémica 40S, y aunque se habfa
determinado que la mutacién de resistencia a criptopleurina se
deb7a a una mutacién en un solo gen nuclear, gen cry 1 (15},
podia ocurrir que la resistencia cruzada a tubulosina y a eme-
tina se debiese a otra mutacidn distinta de la que determina re
sistencia a criptopleurina. Para ver tal posibilidad estudiamos
el efecto de tubulosina y emetina en la sintesis de polifenilala
nina dirigida por dcido poliuridilico con ribosomas de la proge-
nie de las esporas del cruce CRY6 x A224A y encontramos, en las
22 tetradas analizadas, 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 mutacién que confiere resis

tencia a criptopleurina.

Los anilisis genéticos determinaron que todos los mutantes
resistentes a criptopleurina son alélicos (ver apartado "Analisis
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 habrian surgido de dos mutaciones distintas dentro del
mismo gen, el gen cry 1, de modo que cada una de esas mutaciones

definiria un grupo de mutantes.

Hemos estudiado las relaciones de dominancia o recesividad
entre las mutaciones de alta y baja resistencia a tubulosina (ver
apartado "Andlisis genético de las mutaciones de resistencia a crip
topleurina') y hemos encontrado que ambos alelos mutantes se expre

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

resistencia a tubulosina.

iQué ocurre cuando en una célula diploide hay un alelo sen-
sible y un alelo resistente a criptopleurina?. Hemos 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 criptopleurina. Ademds, 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 sensi-
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 dos tipos de
ribosomas: ribosomas resistentes y ribosomas sensibles a criptopleu
rina. Esto determinaria que en ese diploide se expresarfan el alelo
sensible y el alelo resistente a criptopleurina con 1o que los poli
somas de dicho diploide estarian formados por ribosomas sensibles
y resistentes a criptopleurina. E]l hecho de que ese diploide no
crezca a alta concentracién de criptopleurina y crezca lentamente
a baja concentracidén de ese inhibidor, podria explicarse en térmi

nos de la ecuacidn:
criptopleurina + ribosoma (criptopleurina-ribosoma)
A altas concentraciones de criptopleurina el equilibrio se
desplazaria hacia la derecha; los ribosomas sensibles serian blo-
queados y éstos bloquearian a los ribosomas resistentes que estdn

leyendo el mensajero detrds de ellos. El resultado final es la
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inhibicién total de la sfntesis de proteinas y por lo mismo la in
hibicién del crecimiento.

A bajas concentraciones de criptopleurina el equilibrio
estarfa desplazado hacia la izquierda; los ribosomas sensibles
leerfan el mensajero lentamente y el resultado final serfa un
descenso de la velocidad de sintesis de proteinas pero no su
inhibicién total, de ahT el lento crecimiento a bajas concentra

ciones del inhibidor.

Andlisis bioquimico y genético del mutante sensible a la tempera-

tura JP322

Mediante la técnica del suicidio con tritio hemos aislado
400 mutantes sensibles a la temperatura (ts) a partir de las ce-

pas 5288C y A224A de 1a levadura Saccharomyces cerevisiae (29).

Nuestro objetivo primordial se centrd en el andiisis de mutantes
ts con una alteracidn en el proceso de biosifntesis de péotefnas
Y, concretamente, en el estudio del mutante ts JP322, aislado de
la cepa A224A, que se caracteriza porque su termosensibilidad se
localiza en la fraccién del sobrenadante (29). El andlisis gené-
tico del mutante ts”JP322 determind que la termosensibilidad se
debfa a dos o m&s mutaciones sensibles a la temperatura (29). He-
mos intentado separar y caracterizar las posibles mutaciones del
mutante JP322. Para ello, hemos realizado el andlisis genético
(Tabla 3) de una tetrada del cruce JP322 x SR17 que segregd 3 es
poras ts (5-1, 5-111 y 5-1V) y una espora tst (5-11). Cada una
de esFas esporas fue cruzada con una cepa haploide no sensible a
la temperatura (ver Tabla 3) y analizamos la segregacién de los
cuatro cruces: 5-1 x TR1, 5-11 x TR1, 5-111 x 373/19 y 5-1V x 373/

19. $31o en el caso de los cruces 5-111 x 373/19 y 5-1V x 373/19
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todas las tetradas segregaron dos esporas ts y dos esporas ts+‘
Este resultado sugeria que la espora 5-11| llevaba una mutacién
ts_, al igual que la espora 5-1V. Sin embargo, ambas esporas no
complementaban y en el cruce 5-111 x 5-1V todas las tetradas se-
gregaron 4 esporas ts . Este resultado nos indujo a pensar que,

o bien, las esporas 5-111 y 5-1V tenfan la misma y {(nica mutacidn
ts"en comin; o bien alguna espora (o ambas) llevaban m3s de una

mutacidén pero estrechamente ligadas entre si y alguna de esas mu

taciones fuese comin para las esporas 5-111 y 5-1V.

Los andlisis bioquimicos de las esporas 5-111 y 5-1V pusie-
ron de manifiesto que la termosensibilidad de ambas se localizaba
en la sintesis de proteinas (Figura 6). La sintesis de protefinas
in vitro mediante los extractos acelulares de las esporas 5-111] y
5-1V pusieron de manifiesto que la fraccidn 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 fraccién del sobrenadante de la espora

5-1V no presenta termosensibilidad (Figura 7).

E! analisis de las aminoacil-tRNA sintetasas (Tabla 4) puso
de manifiesto que la espora 5-111 tenfa su valil-tRNA sintetasa
alterada, siendo sensible a la temperatura, mientras que en la es
pora 5-1V, todas las aminoacil-tRNA sintetasas probadas son norma
les (Tabla 4). Aunque los resultados presentados en la Tabla &4
sugieren que la prolil-tRNA sintetasa puede estar alterada, estu-
dios posteriores mias detallados (no mostrados) determinaron que

dicha sintetasa no estd alterada.

Hemos estudiado la valil-tRNA sintetasa de las esporas ts
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-1l y 1-1V pertenencientes a una tetrada del cruce 5-111 x 373/
19 que segregd dos esporas ts+ 1-1 y 1-111 y dos esporas ts  1-11

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

1-11 y 1-1V 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 5-11t fuera debido a caracteristicas

propias de dicha espora mds que a poseer una mutacidn termosensi

ble que afectase a su valil-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 ori
ginal), espora ts G5-111 (del cruce JP322 x SR17) y cepa tst SR17,
encontrando que la dnica valil-tRNA sintetasa termosensible es la
de la espora ts S-111 (Figura 10), lo que sugiere que la termo-

sensibilidad de la Qalil-tRNA sintetasa de la espora ts 5-1il no
se debe a una mutacién ts"en la cepa original JP322 (mutante ori-

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

La termosensibilidad de la espora ts 5-1V no radica ni en
su fraccién del sobrenadante (Figura 7) ni en las aminoacil~-tRNA

sintetasas analizadas (Tabla 4).

Por todo lo anteriormente indicado concluimos que es necesa-
rio un estudio bioquimico y genético mds profundo para determinar
la naturaleza bioquimica y genética de la termosensibilidad del

mutante ts JP322.
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Figura 1.- Efecto de criptopleurina, tubulosina y emetina en la
sfntesis de polifenilalanina dirigida por acido poliuridilico
con ribosomas de las cepas silvestre Y166 (@8—®) y mutante CRY6

(0~—0). Las condiciones se describen en Materiales y Métodos.
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Figura 2.- Efecto de criptopleurina, tubulosina y emetina en l}a
sintesis de polifenilalanina dirigida por dcido poliuridilico
con ribosomas de las cepas silvestre A364A (®@——@) y las cepas
mutantes CRY2 (0—o0), CRY3 (A—aA), CRY4 (A—a), CRY5 (@—m)
y CRY7 (0—0O). Las condiciones se describen en Materiales y Mé

todos.
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Figura 3.~ Efecto de criptopleurina y tubulosina en ta sintesis
de polifenilalanina dirigida por &dcido poliuridilico, llevada a
cabo por ribosomas de las cepas haploides CRY6 (®—®) y CRY4

(0——0) y de la cepa diploide CRY6 x CRY4L (A—A). Las condicio

nes se describen en Materiales y Métodos.
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Figura 4.~ Efecto de tubulosina en la sintesis de polifenilalanina
dirigida por adcido poliuridilico con ribosomas de la cepa diploide
CRY6 x CRYL y con mezclas de ribosomas de las cepas haploides CRY6

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

(e~—®) Ribosomas de CRY6

(0—0) Ribosomas de CRY4

(A——A) Ribosomas de CRY6 x CRYhL

(0—o0) 75% de ribosomas CRY6 y 25 de ribosomas CRY4
(0—0) Sd% de ribosomas CRY6 y 50% de ribosomas CRYA4
(A—A) 25% de ribosomas CRY6 y 75% de ribosomas CRY4



% CONTROL

38

100
o

6]
(@)

N
\%

» O

oby— 1
0 0% 2xio° 4
[CRIPTOPLEURINA] M

S e



39

Figura 5.- Efecto de criptopleurina en la sintesis de polifenil-
alanina dirigida por &cido poliuridilico con ribosomas de las ce
pas diploides Y166 x Y168 (#—®), CRY6 x Y168 (A—aA) y CRY6 x
CRY6 (0—0). Las condiciones se describen en Materiales y Méto-

dos.
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Figura 6.- Incorporacidén in vivo de (]hc)adenina y (3H)Ieucina
por las cepas silvestre A224A (A) y mutantes ts 5-111 (B) vy
5-1V (C) a 26°C y 37°C. Las condiciones se describen en Materia

les y Métodos.

(@——®@) Incorporacién de (3H)leucina a 26°C

Incorporacidn de (lhc)adenina a 26°cC

)
(0——0) Incorporacidén de (3H)Ieucina a 37°C
(a—a)

)

(lh

(A—nA fncorporacién de C)adenina a 37°C
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Figura-7.- Inactivacidén de las fracciones del sobrenadante de
las cepas silvestre A224A (e —e®) y mutantes ts G5-111 (0—0)
y 5-1V (A—A). Las condiciones se describen en Materiales y Mé
todos.

(A) Sintesis de polifenilalanina dirigida por &ciido poliuridilico
(B) Sintesis de polifenilalanina dirigida por &cido poliuridilico

(C) Formacidén de (IAC)fenilalanil-tRNA
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Figura 8.- Formacién de (3H)valil-tRNA. Inactivacién, por prein-
cubacién a 37°C, de las fracciones del sobrenadante de las cepas
silvestre A224A (®—e), espora ts 5-{11 (0—0) y espora ts

5-1V (A---.A). Las condiciones se describen en Materiales y Méto-



% CONTROL

46

100 -E\
~
~ U\D
T —
A\
\\\
Ssa
@)
50
O

O

o) | | 1
0] 15 30 45

minutos preincub. a 37° C




47

Figura 9.- Formacién de (3H)vali]-tRNA. Inactivacién, por prein-

cubacidén a 37°C, de las fracciones del sobrenadante de las cepas

silvestre A224A (e—®), espora ts 5-111 (o 0), espora ts
1-11 (&----A) (del cruce 5-111 x 373/19) y de la espora ts 1-1iV
(O0—0) (del cruce 5-111 x 373/19). Las condiciones se describen

en Materiales y Métodos.
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Figura 10.- Formacidén de (3H)vali1-tRNA. Inac;ivacién de las
fracciones del sobrenadante de las cepas silvestre A224LA (® —e),
de la cepa tst srR17 (A—a), de la cepa ts original JP322 (a—a)
y de la espora ts 5-111 (0—0). Las condiciones se describen

en Materiales y Métodos.
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