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Conferencias

STRUCTURE AND EXPRESSION OF HUMAN
MAIJOR HISTOCOMPATIBILITY GENES.
(Estructura y expresion de los genes ma-
yores de histocompatibilidad humanos).
Weissman, Sherman, M. Yale University,
US.A.

We have used primer extension, together
with synthetic oligonucleotide probes to
obtain initial ¢cDNA or genomic clones
from human Class 1, Class II antigens.
These have then been used to isolate appro-
ximately fourty Class I related genes or
pseudo genes from homozygous cell line,
and a number of heavy and light chain
Class Il genes. The organization of several
of these genes has been established at the
DNA sequence level. Expression of the
Classl genes has been studied following
transfection of intact and fragmented
mouse cells. HLA B7 Class genes missing
the normal promoter region gives rise to
transcripts that initiate internally within
the gene, as well as to what appears to be
full length transcript, the structure of these
transcripts is currently under investigation.

CIBERNETICA EVOLUTIVA.
(Evolutionary cybernetics).
Varela, Francisco J. Departamento de
Biologia, Facultad de Ciencias Bésicas y
Farmacéuticas, Universidad de Chile.

La primera parte de esta charla consistira
en unarevision del pensamiento contempo-
raneo sobre evolucidén y su actual debate,
concluyendo que no existe un consenso
claro sobre los mecanismos de la evolucion.
Pondré especial atencion a la critica de la
seleccién natural como soluciéon fundamen-
tal de las preguntas sobre evoluciéon, Esta
revision esbozard los resultados de algunas
escuelas, en especial de aquellas que traba-
jan a nivel molecular y celular.

En la segunda parte de la charla presentaré
mis propias contribuciones al debate, a tra-
vés de una perspectiva cibernética, es decir,
a través de identificar las bases del proceso
evolutivo como independientes de la mate-
rialidad de sus componentes, y como requi-
sito dindmico de cierta clase de sistemas.
De esta perspectiva se deducen dos teore-
mas basicos: 1) de la conservacion de la
adaptacién; 2) de la multiplicidad del aco-
plamiento estructural. La aplicacion de
estas ideas serd ilustrada a través de dos
situaciones: i. la evolucion temprana de ma-
cromoléculas, y @i, la deriva molecular de
proteinas.

Concluiré mostrando algunas consecuencias
que resultan de este enfoque, y la necesidad
de repensar el fendmeno evolutivo en toda
su riqueza, en todos los niveles en que
opera.

Simposio Internacional

THE SPATIAL FACTOR IN CELL DIFFE-
RENTIATION.
(El factor espacial en la diferenciacién
celular).
Izquierdo, Luis. Departamento de Biolo-
gia, Universidad de Chile.

It is assumed here that the process of cell
differentiation can be largely reduced to
the control of gene transcription by repres-
sors and derepressors in the nuclear com-
partment whose operation ultimately de-

pends on signals from the cytoplasm. The
case of early mammalian development will
be discussed in order to show: first, that
the cytoplasm compartment is or becomes
spatially heterogeneous eventhough lo-
calized morphogenetic factors are still un-
defined; second, that the precise posi-
tioning of gene products within the cell
probably requires a preexisting spatial
structure; third, that positioning of cell
membrane components may contribute to
multicellular morphogenesis.
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PHOSPHOLIPID SYNTHESIS AS A DIFFE-
RENTIATED FUNCTION OF LUNG EPITHE-
LIAL CELLS.

(Sintesis de fosfolipidos como funcién
diferenciada de células epiteliales de pul-
mon).
Pochron, S. Cell Genetics Laboratory,
Catyolic Medical Center, New York,
US.A.

The alveolar type Il cell is a differentiated
epithelial cell whose functions include the
synthesis, packaging and secretion of
specific phospholipids important to normal
respiratory function. However, little is
known about the regulation of these pro-
cesses due to the cellular heterogeneity of
the lung and to difficulties encountered in
purifying and culturing normal type II
cells.

Our laboratory has demonstrated that
growth and lipid synthesis in both primary
type II cell isolates as well as in lung tu-
mor-derived cell line can be modulated
through manipulation of cell culture
medium and maintenance of cells on extra-
cellular support growth and differentiation
(i.e., characteristic morphology and lipid
synthesis) for up to three months in cul-
ture. In contrast, cells cultured in serum-
containing medium grow poorly and, after
3-5 days in culture, lose their ability to
synthesize disaturated phosphatidylcholine,
the primary lipid product of type II cells.
In addition to use of defined medium for
type II cell culture, we have utilized lung-
derived connective tissue matrices for cell
attachment in vitro. These matrices retain
the in vivo composition of collagens, elastin
and other specific matrix protein com-
ponents. As opposed to cells cultured on
plastic dishes, normal type II cells isolated
from adult animals maintain their differen-
tiated phenotype for longer periods of time
when they interact with an extracellular
matrix. Also, extracellular matrix stimu-
lates disaturated phosphatidylcholine
synthesis in poartially differentiated lung
tumor cells. These results demonstrate that
we now have available appropriate in vitro
model systems in which to study the
effects of physiological modulators of
lung-specific phospholipid synthesis and se-
cretion. This knowledge will contribute to
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our goal of understanding how the expres-
sion of the type II cell’s specific genetic
program is regulated both during develop-
ment and in the adult organism.

ASSOCIATION BETWEEN LARGE TUMOR
ANTIGEN AND CELLULAR PROTEINS ON
THE SURFACE OF SV40-TRANSFORMED
CELLS.

(Asociacion entre antigeno T y proteinas
celulares en la superficie de células trans-
formadas por SV40).

Santos, Myriam, and Butel, J.S. Departa-
mento of Virology and Epidemiology,
Baylor College of Medicine, Houston,
Texas, U.S.A.

Simian Virus 40 (SV40)-transformed cells
synthesize large tumor antigen (T-ag),
which is known to be the transforming
protein although its mechanism of action
has not been elucidated. T-ag is concen-
trated in the nucleus, but it is also present
on the cell surface where it might have a
role in maintaining the transformed pheno-
type. Such a role might be mediated by an
interaction with cellular proteins.

The presence of a molecular complex
between T-ag and p53, a cellular protein
apparently involved in cell proliferation
control, or histocompability antigens
(mouse H-2 complex) on the surface of
SV40-transformed mouse cells was investi-
gated.To selectively detect surface T-ag,
mKSA-ASc cells (SV40-transformed
BALB/c kidney cells) were surface-
iodinated by the lactoperoxidase technique
or metabolically labeled with (3°S) methio-
nine or *?Pi, and subjected to differential
immunoprecipitation. Labeled cells were
incubated with specific antibodies, dis-
rupted with NP40 solution, and the im-
mune complexes adsorbed with forma-
lin-fixed Staphylococcus aureus Cowan L.
Eluted antigens were analyzed by
SDS-PAGE, and autoradiography.

The results showed that p53 is detectable
on the surface of SV40-transformed mouse
cells, but not in their normal equivalents. A
complex between large T-ag and p53, but
not with H-2 antigens, was also detected on
the surface of those cells.

The presence of p53 at the surface of
SV40-transformed cells may be dependent
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on T-ag expression, The T-ag/p53 complex
might be related with the alterations of cell
surface which are characteristics of the
transformed state.

ORGANIZATION AND REGULATION OF
HUMAN HISTONE GENES.
(Organizacion y regulacion de genes his-
tona humanos).
Stein, Gary S. University of Florida,
U.S.A.

To study the regulation of human histone
gene expression and the structural pro-
perties of human histone genes, our labo-
ratory has isolated and characterized a se-
ries of cloned genomic human histone
sequences, We have used these clones as
probes to show that: A) Human histone
genes are a family of moderately reiterated
sequences with variations in the structure,
organization and possibly in the regulation
of the various copies; B) At least 15,
though not necessarily all, human histone
genes are coordinately expressed during the
S phase of the cell cycle and appear to be
temporally and functionally coupled with
DNA replication; C) There are both trans-
criptional and post-transcriptional com-
ponents to the regulation of those histone
genes expressed in conjunction with DNA
replication.

COUPLING OF HUMAN HISTONE GENE
EXPRESSION AND DNA REPLICATION.
(Acoplamiento de la expression de genes
histona humanos y replicacién de DNA).
Stein, Janet L. University of Florida,
U.S.A.

Core histone mRNA metabolism has been
examined in S phase HeLa cells recovering
from DNA synthesis inhibition by 1 mM
hydroxyurea. Using cloned human histone
genes as probes for histone mRNA quan-
titation, the response to and recovery from
DNA synthesis inhibition is shown to
depend on the position of the cell with
respect to the initiation of DNA re-
plication. The incorporation of ® H-uridine
into multiple histone mRNA in recovering
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cells does not exceed preinhibition levels,
and as this incorporation is maximal in
early S phase, the synthesis of core histone
mRNA is apparently present in control and
interrupted S phase cells after recovery is
not significantly different from that
present in control cells and a temporal and
functional coupling between histone
mRNA levels and the relative rate of DNA
synthesis is maintained in perturbed cells.
The post-transcriptional modulation of
cellular histone mRNA is therefore related
to both the apparent rates histone mRNA
and DNA synthesis, and changes thereof.
Changes in these regulatory mechanisms
during the cell cycle explain, in part, cell-
cycle specific levels of hydroxyurea-
resistant core histone mRNA.

SEPARATION BETWEEN CELLULAR DNA RE-
PLICATION AND THE SYNTHESIS OR
ACCUMULATION OF rRNA (Separacion entre
replicacion de DNA y la sintesis o acumulacion
de rRNA).

Galanti, N., Mercer, E., Avignolo, C. and
Baserga, R. Department of Pathology,
Temple University, Philadelphia, USA.

To investigate the role of rRNA synthesis
and/or accumulation in the control of cell
proliferation an antibody against RNA poly
merase I (aRNA pol 1) was microinjected
directly into the nuclei of quiescent Swiss
3T3 cells that were subsequently stimu-
lated with serum.

Microinjection of aRNA pol I caused a
50-70% decrease in nucleolar RNA syn-
thesis that lasted at least 17 hr, a 90«
inhibition in the accumulation of nucleolar
RNA, and a 70% inhibition in the accu-
mulation of total cellular RNA. A control
I1gG, similarly microinjected into Swiss 3T3
cells had no inhibitory effect on either
synthesis or accumulation of nucleolar and
cellular RNA. Anti RNA pol I was totally
ineffective in inhibiting nuclear DNA
replication of serum stimulated Swiss 3T3
cells.

These results indicate that a normal rate of
nucleolar RNA synthesis and a normal rate
of accumulation of total cellular RNA are
not a prerequisite for the entry of cells into
S phase,
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REGULATION OF CARDIAC MUSCLE GENE

TRANSCRIPTION IN EARLY EMBRYONIC
DEVELOPMENT (Regulacion de la trans-
cripcion génica de misculo cardiaco en el
desarrollo embrionario temprano).
Krauskopf, M.; Zirraga, A.M.; Mendola,
C.; Saidapet, C.; Khandekar, P. y
Siddiqui, M.A.Q. Instituto de Bioqui-
mica, Universidad Austral de Chile y
Departamento de Bioquimica, Roche
Institute of Molecular Biology, Nutley,
N.J.,US.A.

Heart muscle differentiation, which is an
early event in chick embryonic develop-
ment, provides a model system to inves-
tigate the mechanism(s) underlying the
induction of embryonic gene functions. In
order to correlate the process of muscle cell
differentiation to changes in embryonic
gene activity, we have cloned mRNAs
sequences specific for myosin light (MLC)
and heavy chain (MHC) polypeptides, the
major constituents of muscle proteins, into
Escherichia coli using plasmid pBR322. In
addition, several genomic clones for myosin
polypeptides were isolated by screening A
charon 4A based chick DNA library. We
have previously reported isolation of a low
molecular weight RNA, 7S RNA, that
appears to play a role in myogenic differen-
tiation in early embryonic cells in vitro. In
order to understand its functional in-
volvement in transcription of muscle
specific genes, a recombinant plasmid,
pSS48, containing the sequence for 7S
RNA was constructed, characterized and
sequenced. We found that 7S RNA, which
is the product of repetitive chick DNA
shares specific sequences common to MLC
and MHC mRNAs, the single copy gene
products. The common sequences reside in
the 3’-untranslated regions of pML10 and
pMHCS8. Furthermore, 7S RNA appears in
dividing myoblast significantly earlier than
the onset of myosin gene transcription.
These results suggests an important re-
gulatory role for 7S RNA in heart muscle
differentiation.

EXTRACELLULAR DIFFERENTIATION
SIGNALS — MEMBRANE TRANSDUCTION
THROUGH ADENYLATE CYCLASE (Seitales
extracelulares de diferenciacién — transduccion
de membrana a través de adenilato-ciclasa).
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Olate, Juan; Jordana, Xavier; Connelly,
Catherine and Allende, Jorge E. Departa-
mento de Bioquimica, Facultad de Medi-
cina, and Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias Bésicas y Farma-
céuticas, Universidad de Chile, Casilla
6671, Santiago, 7, Chile.

In general, cellular differentiation occurs in
response to extracellular stimuli. The
question then arises as to how extracellular
signals can be transduced into intracellular
responses that result in the differential
metabolic or genetic activities of the target
cells.

Adenylate cyclase present in the membrane
of most eukaryotic cells serves as the
transducing system for a large number of
extracellular stimuli. Recent advances have
made clear the versatility of this multi-
component enzyme system and the
mechanistic basis of its capacity to respond
to positive and negative controls.

The amphibian oocyte differentiates into
an egg cell through the process of meiotic
maturation triggered by progesterone.
Work in our laboratory has shown that
progesterone inhibits oocyte adenylate
cyclase. The inhibition of adenylate cyclase
causes a drop in the intracellular cAMP
concentration resulting in a cascade of
events that leads to the synthesis of specific
proteins that are responsible for the sub-
sequent events of maturation.

Studies on the oocyte adenylate cyclase
using different concentrations of guanine
nucleotide analogs and forskolin indicate
that the mechanism of progesterone inhi-
bition is probably not mediated by the
subunit Ni which is involved in the
mechanism of other known inhibitors of
this enzyme.

MECHANISM OF ACTIVATION OF elF-2a

KINASE IN RABBIT RETICULOCYTE LY-
SATES BY OXIDIZED GLUTATHIONE (Me-
canismo de activacién de eIF-2a-quinasa por
glutation oxidado en lisados de reticulocitos de
conejo).
Sierra, José M.; Palomo, C.; Vicente, O.
and Ochoa, S. Centro de Biologia Mo-
lecular, CSIC and Universidad Auténoma
de Madrid, Spain.
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GSSG activates an inhibitor of protein
synthesis in rabbit reticulocyte lysates
which corresponds to the same protein
induced in heme-deprived lysates (HCI).
This inhibitor phosphorylates the a-subimit
of eIF-2 interfering with the recycling of
the initiation factor. Whereas GSSG acti-
vated the HCI precursor (pro-HCI) in ly-
sates and postribosomal supernatants, it
was inactive with partially purified pro-
HCI. Inhibition of lysate protein synthesis
by GSSG was prevented or reversed by
sugar phosphates capable of generating
NADPH (G6P, F6P, dG6P) and by NADPH
but not by NADH or FDP at the same
concentrations. Dithiols but not mo-
nothiols acted like NADPH. None of these
compounds was able to prevent the inhi-
bition of translation caused by the absence
of hemin or the presence of dsRNA.
Further data suggest that NADPH in-
terferes with HCI formation by GSSG.
Inactive lysates in protein synthesis in the
presence of hemin can be reactivated by
DTT or compounds generating NADPH,
This reactivation is accompanied by the
disappearance of the elF-2 kinase present
in these lysates. Our results suggest that
activation of HCI may occur as a conse-
quence of hemin deprivation or NADPH
depletion. NADPH may be required to
keep the thioredoxin/thioredoxin reductase
system active,

FACTORS REGULATING TRANSCRIPTION OF

SV40 GENES (Factores que regulan la trans-
cripcion de genes SV40).
Weissman, Sherman. Department of Hu-
man Genetics, Yale University School of
Medicine, 33 Cedar St., New Haven, CT
06510, US.A.

The transcription of SV40 early and late
mRNA are initiated at two groups of start
sites; one used early in the lytic cycle, the
other after the onset of DNA replication.
In vitro both sets of start sites are utilized
with enzyme preparations from uninfected
cells, We have prepared partially purified
transcription systems, which utilize only
the late-early starts, suggesting that an
additional factor is specifically required to
initiate early-early SV40 mRNA. Sequences
necessary for transcription initiation, both
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in vivo and in vitro lie within 100 bases
upstream from the initiation site.

Late transcription initiation sites are
strongly influenced by sequences downs-
tream as well as upstream sequences. Se-
quences within 19 nucleotides upstream of
the initiation site are sufficient to specify
the major late initiation site. These results
will be interpreted in terms of current
understanding of eukaryotic RNA poly-
merase Il promoters,

ADENOVIRUS EARLY GENE REGULATION

AND THE AAV HELPER EFFECT (Regula-
cion génica temprana de adenovirus y el efecto
cooperador AAV).
Westphal, Heiner. Laboratory of Mo-
lecular Genetics, National Institute of
Child Health and Human Development,
Bethesda, Md 20205, USA.

The early adenovirus genes are arranged in
clusters at several separate locations on
both strands of the viral DNA. A complex
regulatory scheme governs the expression
of these genes. In an attempt to gain insight
into this scheme, we have begun to mi-
croinject subsets of adenovirus early genes
and gene products into cells permissive for
adenovirus growth, and to measure their
biological activities in a simplified system.
The effect we chose to analyze is the
ability of adenovirus to promote the
growth of the defective adeno-associated
virus, AAV. We have identified ordered
sequences of communications among the
early genes of adenovirus type 2 (Ad2) that
result in expression of helper activity. We
purified DNA fragments and mRNAs co-
rresponding to early Ad2 regions El1A,
E1B, E2A, E3 and E4 and injected them
via glass capillaries into AAV-infected cells.
DNA was placed in the nucleus, RNA in
the cytoplasm. AAV DNA and proteins
synthesized in response to the injected
nucleic acids were extracted from as few as
50 cells and identified by gel elec-
trophoresis. E4 was identified as the region
necessary and sufficient to provide the
AAYV helper effect. However, expression of
this helper effect is a complex process
dependent on the synergistic interaction of
several functions encoded in different early
gene clusters of the adenovirus genome.
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DNA SYNTHESIS, DNA POLYMERASES AND

THE EFFECT OF DIADENOSINE TETRA-
PHOSPHATE (ApsA) IN Xenopus laevis
OOCYTES (Sintesisde DNA, DNA-polimerasas
y el efecto de diadenosina tetrafosfato (ApsA)
en oocitos de Xenopus laevis).
Zourgui, L., Solari, A.,; Tarrago-Litvak, L.
and Litvak, S. Institut de Biochimie
Cellulaire et Neurochimie du CNRS. 1
rue Camille Saint Saens. 33077 Bor-
deaux cedex. France.

* Departamento de Bioquimica. Facul-
tad de Medicina. Universidad de Chile.
Casilla 6671, Santiago 7. Chile.

Large oocytes (stage VI) from Xenopus
laevis ovaries are unable to replicate DNA,
while unfertilized eggs matured in the
presence of human gonadctrophic hormone
are able to duplicate endogeneous DNA.
We have found that stage VI oocytes have
only DNA polymerases o and y. The first
one is confined in the nucleus and the
second in the mitochondrial fraction. We
have inferred from several experiments that
the previously described DNA polymerase 8
activity is most probably localized in the
follicular cells surrounding the oocytes. We
will present evidences on the subcellular
localization of DNA polymerases in
oocytes from differents stages of develop-
ment as well as from unfertilized eggs.

The second part of our tatk will be devoted
to the study we have performed on the
effect of Ap, A on DNA synthesis in
amphibians oocytes. This dinucleotide is
dramatically increased in rapidly growing
animal cells and binds specifically to the
DNA polymerase a holoenzyme complex.
Ap, A stimulates DNA synthesis in Xe-
nopus laevis oocyte extracts, as well as
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microinjected in the nuclear compartment
of stage VI oocytes.

In vitro effect: DNA polymerase activity in
oocyte extracts was highly stimulated by
Aps A, Aps A, ATP and other derivatives,
No stimulation was observed using the
same compounds on eggs ovulated after
injection of chorionic gonadotrophic hor-
mone. The stimulation involved DNA
polymerase o as shown by the effect of
inhibitors of DNA synthesis. The effect of
Aps A on DNA synthesis was observed with
activated DNA, poly dT, and poly dT-oligo
dA as templates while no effect was found
with poly dA-oligo dT and poly dC-oligo
dG. These results support a role of Ap, A in
the initiation of DNA synthesis. Evidences
will be presented that oocyte extracts are
able to transform very efficiently ATP in a
compound having many properties of
Aps A.

In vivo effect: Aps A stimulated DNA
synthesis when injected into oocytes. The
stimulation was dramatically increased with
an exogeneous DNA microinjected.
Aphidicolin inhibited the effect of the
dinucleotide supporting a role of DNA
polymerase a in this process. No stimu-
lation by ApsA was observed in micro-
injected eggs, nor ATP was able to mimic
the in vivo effect of Ap, A both in ococytes
or eggs. The behaviour of microinjected
synthetic polynucleotides was identical to
those found in vitro.

We will discuss the possibility that Ap, A
stimulates DNA synthesis by creating new
origins of replication, used as primers for
DNA synthesis by DNA polymerase «.
Supported by CNRS and INSERM (France)
and the University of Chile.



RESUMENES DE COMUNICACIONES

EFECTO DE LA PROGESTERONA EN LA INCORPORACION DE ACETATO
2-14C A COLESTEROL, COLESTEROL ESTER, FOSFOLIPIDOS Y SA-
LES BILIARES EN HEPATOCITOS AISLADOS DE RATA. (Progeste-
rone effect on the incorporation of 2-14C-acetate into
cholesterol, cholesterol ester, phospholipids and bile
salts in rat isolated hepatocytes). Alallion,u.,Horales,
M.N.,Nervi,F.0. y Bronfman,M. Laboratorio de Citologia
Bioquimica, Departamento de Biologia Celular, P. Univer-
sidad Catélica de Chile.

Estudios "in vivo" en higado de rata han demostrado
un aumento en la secrecion biliar de fosfolipidos y co-
lesterol por accidén de la progesterona. La disminucidn
de la actividad hepdtica de la Acil-CoA colesterol acil-
transferasa (ACAT) que se observa en ratas tratadas con
progesterona, ademds de la inhibicién "in vitro" de la
enzima por la hormona,han 1levado a proponer una menor
esterificacién de colestero] como uno de 10s mecanismos
de accifn de la progesterona.

En el presente trabajo se estudid la posibilidad de
que la mayor secrecidn biliar de colesterol y fosfolipi-
dos inducido por la progesterona se deba, en parte, a un
aumento de la biosintesis de estas substancias. Con este
objetivo se determind la incorporacidén de acetato 2-14C
a colesterol, colesterol ester, fosfolipidos y sales bi-
liares en hepatocitos aislados de ratas controles y tra-
tadas con progesterona. La incorporacidn de marca desde
acetato a colesterol, fosfolipidos y sales biliares en
hepatocitos de ratas tratadas con progesterona muestra
una tendencia a aumento , no significativa, con respec-
to a Tos controles, sin modificacidn de la incorporacion
a colesterol ester. Estos resultados permiten postular
que la mayor Secrecién biliar de colesterol y fosfolipi-
dos inducida por la progesterona no se lleva a efecto
por una mayor sintesis "de novo" de estos productos y re
flejan, posiblemente, una redistribucidn de Tos comparti
mentos de colesterol libre y esterificado existentes en
la célula, apoyando un rol regulador de la ACAT en el
proceso.

(Financiado por proyecto DIUC 76/82)

8-AZIDO ADP OOMO MARCADOR DE FOTOAFINIDAD DE LA QUINASA
PIRUVICA DE MUSCULO DE COMEJO. (8-Azido ADP as photo -
affinity label for rabbit muscle pyruvate kinase).
Bosch,M., Eyzaguirre,J., Schifer,H-J. y Bazaes,S.~ Lako
ratorio de Bioquimica, Facultad de Ciencias Biolbuicas,
Pontificia Universidad Catflica de Chile e Instituto de
Bioquimica, Universidad de Mainz, Alemania.

Los reactivos de fotoafinidad han encontrado aplica
ciones crecientes en la marcaci6n de sitios de uni6n de
sustratos o efectores en numerosas enzimas. Con el obje
to de marcar el sitio activo de la quinasa pirfivica de
misculo de conejo (PK) se empled el 8-azido ADP (N;ADP).

El N,ADP en presencia de Mg+2 resultd ser sustrato
de la enzima con un Km de 2,4 mM comparado con 0,28 md!
para el ADP; la Vmdx oon el andlogo fue el 30% de la ob-
tenida con ADP. Al irradiar la enzima en presencia de
N;ADP y Mg ? se produce la inactivacién de ella con ciné
tica de pseudo primer orden alcanzdndose un "plateau” el
cual es dependiente de la concentracifn de N3;ADP. A con
centraci®n infinita del reactivo de fotoafinidad se ob -
tiene la inactivaci6n total de la enzima. La PK parcial
mente inactivada prese_xgta la misma Km gue la enzima nati
va. El azido-ATP + Mg ° es ain mejor inactivador que el
N3ADP, este compuesto es inhibidor campetitivo de la PK
con respecto al ADP con una Ki de 1,3 mM. Los sustratos
PEP, ADP y ATP protedgen a la PK de +la inactivacién produ
cida por N;ADP. El azido AMP + Mg 2 también produce la
inactivacién de la PK aungque a velocidad mucho menor.

Se concluye que el N,ADP asf como el N;ATP se com -
portan camo marcadores de fotoafinidad del sitio de
unién de sustratos de la PK de msculo de conejo.

Proyecto DIUC 215/82, Universidad Cat6lica de Chile.
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MgATP NO ES INHIBIDOR DE UNA FOSFOFRUCTOQUINASA-2
MUTADA DE E. coli. (MgATP is not an inhibitor of a
. coli}.

mutant phosphofructokinase-2 from E

*Aldunate, J., tGuixé, V. y tBabul, J. *Departamento
de Bioquimica, Facultad de Medicina, fDepartamento de
Biologia y IDepartamento de Quimica, Facultad de Cien-
cias Basicas y Farmacéyticas, Universidad de Chile.

Cepas con la mutacién pfkBl poseen nxveles aumenta-
dos de Pfk-2, mientras que cepas con las mutaciones
pfkBl pfkBl0 poseen altos niveles de una Pfk tipo 2
alterada estructuralmente, denominada Pfk-2*, Ambas
cepas crecen bien en azicares, pero cepas con la
doble mutacién crecen lentamente en sustratos gluconeo-

génicos. Para conocer el efecto de “la mutacién
pfkB10 en Pfk-2, se procedid a estudiar la inhibicidn
por ATP, fenbmeno comin a la mayoria de las Pfk y de

gran importancia en su regulacidn.

La actividad enzimatica se midié en ensayos accopla-
dos a la formacién de fructosa-1,6-bisP. Se varié la
concentracién de Mg?*, F-6-P y ATP y se calculd la
concentracién de Mg libre, MgATP y ATP®~ en cada caso.

A concentraciones subsaturantes de F-6-P, MgATP inhi-
bié solo a Pfk-2 (K ~4,3 aM). Este efecto disminuyéd
al aumentar la concentrac16n de F-6-P, al disminuir
el pH del medio de reaccién y al usar UTP, ITP, GTP o
CTP en vez de ATP. ATP*” inhibié tanto a Pfk-2 (K.
~0,28 mM) como a Pfk-2* (K ~0,17 mM); en ambos casos
la inhibicién no se alter6 al variar la concentracién
de F~6-P.

Estos resultados sugieren la existencia de un sitio
regulatorio para MgATP en Pfk-2, el cual se encontra-
ria alterado en Pfk-2* como consecuencia de la muta-

cién pfkB1G.

Financiado por Universidad de Chile (Proyecto B
1368}, Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecno-
l6gico (Proyecto 0255), PNUD-UNESCO CHI 81/001 y OEA.

MECANISMO CINETICO DE LA KINASA FOSFOMEVALONICA (Kinetic
mechanism of phosphomevalonate kinase). D.J.Valdehenito
E.Cardemil, A.M.Jabalquinto y J.Eyzaquirre.- Laborato -
rio de Biooufmica, Universidad CatSlica de Chile y Depar
tamento de Quimica, Universidad de Santiago.

La quinasa fosfomevalénica cataliza la reaccién: fos
fomevalonato (MVAP) + ATP I pirofosfomevalonato (MVAPP)
+ ADP. La enzima de higado de cerdo es un monSmerc de
PM 22.000 y presenta cinética hiverbSlica. En este tra-—
bajo se estudia su mecanismo cinético por métodos de ve-
locidad inicial e intercambio isotfpjico al equilibrio.

La enzima se purificd a homogeneidad. ILa velocidad
inicial se determinS por 2 métodos: a) Espectrofotométri
©o, usando un ensayc acoplado para medir la formacién de
ADP. b) Radiocquimico, empleando !“C-MVAP el cue es sepa-
rado del '“C-MVAPP por cromatograffa en papel DEAE. La
velocidad de intercambio isotSpico al equilibric se mi -
di6 usando '“C-ADP v !*C-MVAP, separindose sustratos y
productos por el mismo método cromatogr&fico.

Las constantes cinéticas obtenidas en estudios de ve
locidad inicial son: Km MVAP=22_M, Km ATP=57uM, en tam -
pén Tris-HCL pH 7,5 y 30°C. [La inhibici6n por producto
dio como resultado inhibicién mixta tanto con ADP como
con MVAPP al variar ATP y mantener constante MVAP. Al
inhibir con ADP y variar MVAP con ATP constante, la inhi
bicifn resultf acompetitiva. La velocidad de intercam -
bio isotfSpico al equilibrio entre MVAP ; !IWVAPP, al va -
riar [ATP]1/{ADP] siguié una curva hiperbélica con decai-
miento a altas concentraciones, y la velocidad de inter-
cambio entre ATP 7 ADP, al variar [ATP]/(MVAPP] obedeci6
una curva similar.

Los estudios de velocidad inicial sugieren un meca -
nismo cindtico secuencial. Los resultados de inhibicién
por productos permiten postular que el mecanismo es orde
nado segln el esquema:

MVAP ATP MVAPP ADP lo cual es confirmado con los
+ 12 4 4+ resultados de velocidad de in-
tercambio isotfpico al equili-

brio.
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ATP-y.S + SUSTRATO E INHIBIDOR DE LA DESCARBOXILASA PIRQ
FOSFOMEVALONICA, (ATP.yS : substrate and inhibitor of ~
syrophosphomevalonic decarboxylase),

Cardemil, E,, S61is de Ovando, F, y Jabalguinto, A M,
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ESTUDIOS SOBRE EL FACTOR DE INICIACION eIF, DE 0QOCITOS
Y SU FOSFORILACION. (Studies on the eIF, initiation
factor of oocytes and its fosforilation.) Carvallo, P.,
Sierra, J.M. y Allende, J.E. Departamento de Bioguimi-

epartamento de Quimica, Facultad de Ciencia, Unjversidad
de Santjago de Chile,

La descarboxilasa pirofosfomevalénica cataliza la
descarboxilacidn de pirofosfomevalonato en presencia de
ATP y un metal bivalente para dar isopentenilpirofosfato,
ADP, P, vy €0y, Nuestro grupo se encuentra trabajando en
el mecanismo de accidn de la enzima de hfgado de pollo,
y nos interesa determinar la estereoquimica de elimina «
cidn de Py y el orden en que los sustratos se adicionan
a la enzima, Estudios anteriores indican que esta adi.
cibn es secuencial, pero aiin no establecemos si es orde.
nada o al azar,

Se utilizd ATP.yS obtenido de Boehringer, Alemania,
y repurificado en nuestro laboratorio, La descarboxila.
sa pirofosfomevalénica se obtuvo de higado de pollo, y
tenfa una a,e, de 6,7 U/mg,

Se establecid que ATP.y.S se comporta como sustrato
de la enzima, aunque su velocidad de utilizacién es 1,3%
de la del ATP, Se encontr8 que ATP.y-S es un inhibidor
competitivo con respecto al ATP (Ki = 0,13 mM) y acompe
titivo con respecto al pirofosfomevalonato (Ki = 0,48mM7,

Se concluye que a) ATP.y.S es sustrato de la enzima,
lo que permitird de”rminaieh estereoquimica de la reac
ci6n utilizando [y~'/0, y=-°0] 9TP'IBS quiral y determi-
nando la quiralidad del IIGO. 170, 180) "tiofosfato 1ibe-
rado al medio y, b) el ATP-y«S es un inhibidor de la des
carboxilasa; el estudio de su inhibicidn con respecto a~
Jos sustratos suglere un mecanismo ordenado para la adi-
cion de éstos a la enzima,

(USACﬁ’nanciado por proyectos 514/82 (FNC) v 08-10-82.40

DISTINTAS FORMAS DE DNA POLIMERASAS AISLADAS DE THERMUS
THERMOPHILUS HB-8. (DNA polymerase species isolated
from Thermus thermophilus HB-8) .~ Cotords,M., Riittiman,
C., Zaldivar,J. y Vicuiia,R.- Laboratorio de Bioquimica,
Facultad de Ciencias Biol&gicas, Pontificia Universidad
CatSlica de Chile.

Se detectaron tres actividades DNA polimer&sicas en
la bacteria Thernmus themmophilus HB-8. Estas especies
se separaron en una cromatograffa en fosfocelulosa a
pH 7,5 vy se denaminaron L, A y B, de acuerdo al orden de
elucién de esta columna.

Con el fin de conocer las relaciones que existen en
tre estas formas parcialmente purificadas, se estudiaron
algunas de sus propiedades. Las tres formas se diferen-
cian en la utilizaci6n de distintos templados, en su sen
sibilidad a N-etilmaleimida, estabilidad a 90°C y en el
requerimiento de cationes divalentes: mientras cue la
forma L es veinte veces mis activa con MrCl, que con
MgCl,, A y B muestran un 50% de actividad cuando el Mg
es reamwlazado por el Mn. Por otsa parte, las tres for-
mas exhiben un efecto inhibitorio semejante en presencia
de concentraciones crecientes de NaCl.

El peso molecular de la forma L es de 82.000 y el
de las especies A y B es de 98.000.

Las temperaturas a las cuales estas enzimas alcan -
zan su mixima actividad son de 55°C y 63°C para la forma
L, y las especies A y B respectivamente.

Con los datos obtenidos en este trabajo, no es posi
ble determinar si las actividades A, B y L corresponden
a formas diferentes de una misma enzima, o bien si se
trata de tres enzimas codificadas por genes distintos.

Financiado por DIUC.

ca, Facultad de Medicina, Universidad de Chile y Depar-
tamento de Virologis y Gend&tica Molecular, Centro de
Biologia Molecular, Universidad Autdnoma de Madrid.

Durante las primeras horas de la maduracidn meidtica de
los oocitos de Xenopus laevis gatillada por hormonas,
ocurre un notable aumento en la sintesis de proteinas.
Este fendmeno es regulado a nivel post transcripcional
y se ha demostrado ser necesario para gue ocurra la ma-
duracidn del oocito. Por otra parte, en lisados de re-
ticulocitos se ha descrito un sistema de regulacidn de
la traduccidn, a travéas de la fosforilacidn de la subu-
pidad o (PM 38.000) del factor de iniciacidn (eIF,) de
la sintesis de proteinas por una proteina quinasa inde-
pendiente de cAMP (HCI). En reticulocitos la fosfori-
lacidn eIFp, producida en ausencia de hemina, inhibe 1la
sintesis de proteinas.

Planteando una analogia con este sistema regulatorio
hemos purificado parcialmente el eIF, de oocitos. En
las fracciones que tienen actividad de eIF,, se ha ob-
servado fosforilacion de una proteina de 38.000 daltons
catalizada por HCI. Ademds, en estas fracciomes se ha
detectado una actividad de proteina quinasa indepen-
diente de cAMP que fosforila la subunidad a de eIF, de
Artemia salina, purificado, el cual también es fosfori-
lado por HCI de reticulocitos. La microinyeccidn en
los oocitos de un factor termoestable (HS) purificado
de reticulocitos, que es un activador de HCI produce
una inhibicidn de un 80% de la sintesis proteica de los
oocitos.

Estos resultados son compatibles con una posible regu-
lacidn de la sintesis de proteinas de oocitos a través
de la fosforilacidn del eIFj.

Financiado por Proyecto PNUD/Unesco CHI/81/001, OEA,
Fondo Nacional de Ciencias y Universidad de Chile.

"REGULACION DEL CICLO DEL #AGLUTAMILO EN
GLANDULA MAMARIA DE RATA'. (Regulation of
¢-glutamyl cycle in rat mammary gland}.

Devoto, A., Puente, J. v Sapag-Hagar, M. Depar-
tamento de Bioquimica.Facultad de Ciencias Bisi-
cas y Farmacéuticas. Universidad de Chile..

En nuestro laboratorio se ha descrito la existencia
del ciclo del {-glutamilo en la glindula mamaria de
rata, el que presenta un significativo aumento de ac-
tividad en la lactancia.

En el presente trabajo se ha estudiado in vitro, en
cultivo de explantes de glandula mamaria, la accién
de los dos principales inhibidores fisiolégicos de la
lactancia, progesterona y AMP ciclico sobre dicho
ciclo. Las enzimas estudiadas fueron (—glutamiltrans—
ferasa @GT), 5-oxoprolinasa y g-glutamilcisteinasin-
tetasa. El medio de cultivo fue MD con un 10% de
suero fetal.

Tanto el dibutiril-AMP ciclico (1, 0 mM) como 1a
flufenazina, teofilina y adrenalina inhibieron signi-
ficativamente solo a la 5-oxoprolinasa, enzima mar-
cadora del ciclo. La progesterona {5-40 uM) tuvo
este mismo efecto, pero ademéds aumentd marcada-
mente la actividad de 1lay'GT, efecto dependiente de
la concentracién de hormona. En base a las propie-
dades de estas enzimas se presenta un posible mode-
lo de la funcién fisioldgica del ciclo en la glindula.

Proyecto B 1138-8223 Universidad de Chile



RESUMENES DE COMUNICACIONES

EFECTO FOTODINAMICO EN LISOZIMA Y a-LACTALBUMINA (Photo-
dynamic effect in lysozyme and o-lactalbumin). Edwards,
A.M. y Silva, E. Laboratorio de Quimica de Proteinas y
Kifhentos, Facultad de Quimica, Pontificia Universidad
Catdlica de Chile.

Introduccién: El andlisis cinético de la fotooxidacidn
de aminodcidos en proteinas permite predecir el grado de
exposicién de dichos residuos en la conformacidn espa-—
cial. Es posible estimar el grado de exposicidn de los
residuos de Trp en proteinas, estudiando su espectro de
fluorescencia, ya que la A de mixima emisién varia segin
cual sea el entorno de estos residuos.

Método: La composicién aminoacidica se determind
analizador de aminodcidos Beckman 120-C. Se irradid con
luz monocromitica (452 mm) en presencia de riboflavina.
la fluorescencia se estudif en un espectrofluorimetro
Perkin-Elmer 650-10S.

Resultados y Discusidn: El andlisis cinético de la des-
truccidn de aminodcidos en lisozima nativa indica que de
los seis residuos de Trp presentes en esta enzima dos se
encuentran expuestos al solvente. Al modificar la es-
tructura de lisozima se produce una mayor exposicidén de
estos residuos al solvente. Al efectuar este andlisis
en a-lactalbdmina se obtiene un residuo de Trp expuesto.
Esta diferencia con lisozima se podrIa explicar por &l
hecho de que uno de los residuos expuestos en lisozima,
Trp-62, no corresponde a un residuo de Trp en a-lactalbd
mina sino que al residuo Ile-59. Lisozima nativa presen
ta una A de midxima emisidn de 338 nm que da cuenta de
dos residuos de Trp expuestos y cuatro apantallados. Al
modificar la estruotura, este miximo se corre a A mis
largas, lo que estd dando cuenta de que los resfduos de
Trp tienen en un entorno mds polar. a-Lactalbimina pre-
senta una A de maxima emisién mucho menor (325 nm), 1o
que estaria indicando que sus residuos de Trp se encuen-
tran en la zona hidrofébica de la molécula. Esto puede
explicarse si la fluorescencia del idnico residuo expues-
to se ve apagada por transferencia de energia. Al modi-
ficar la estructura de a-lactalbimina también se observa
un corrimiento de la A de mixima emisidn a A mis largas.

en un

ESTIMULACION DE LA ACTIVIDAD F,-ATPasa DE MITOCONDRIAS
ACOPLADAS DE. HIGADO DE RATA PO& CATIONES MONOVALENTES.
{Stimubation of Fi-ATPase activity by monovalent calions
in nat Livern coupled mitochondiia). Ferreirna,J. y GiL,
L. Departamento de bioquimica, Faculfad de Medicina
Noate, Universidad de Chile.

EL complejo Fy-ATPasa de mitocondrnia de higado dena-
tas puede sufrin una transicibn reversible desde un es-
tado {nactivo a un estado activo. Esto ccwwe mediante
La asociacibn reversible de La proteina inhibidona de
ATPasa con el componente F) del complejo.

Es posible determinan el estado de transicidn de fa
F1-ATPasa midiendo su actividad en presencia de undesa-
coplante, Usando este método, hemos cbservado que Los
cationes monovalentes: Li*, Na* y K*, aumentan fa acti-
vidad de hidr6fisdis de ATP alrededon de 10 veces ypara-
Lelamente se observd un gran hinchamiento de Las mito-
condnias.

Este aumento de fa actividad de hidnélisis de ATP se
deberia, presumiblemente, a que Los cationes monovalen-
tes inducinfan La disociacidn entrne La protefna inhibi-
dona y fLa Fy-ATPasa; este efecto senia contrarnio al def
Cat? que inhibe La actividad de hidrn6eisis de ATP, ponr-
que induce fa asociacibn de La protelna inhibidora con
F1-ATPasa. (M. Tuena de Gémez-Puyou y cof. {1980)
Biochim. Biophys. Acta 5927, 396~405)

Financiado pon Proyecto de SDCACT N° B-535-835-5
Universdidad de Chile.

R-85

EFECTO DE LA RADIACIOF GAMA (60) CUERPO TOPAL SOBRE
EL PATRON ELECTROPCRETICO DE PROTEINAS DE CEREBRO,
(Vnole body gamma (60Co) radiation effect on the bra~
in's elestrophoretic protein pattern). Egafia, E., Ra~
mires, M.T. y Acoria, M. Instituto de Medicina Expe
rimental - Facultad de NMedicina — Universidad de Chi-
le.

En trabajos realizadoe en tres dreas del Sistema
Fervioeo Central (SNC) de ratas sometidas a ingestidn
permanente y filial de etanol, expuestas a radiacidn
ionigzante, se observaron algumas djferencias del con-
tenido de proteinas, lo cual nos llevd a estudiar que
significado tendrfan estas alteraciones. Con este pro,
pésito se inicid ocomo etapa preliminar el estudio del
perfil electrofordtico de cada una de las dreas del
SNC de estas ratas.

Retas adultas & y § ; grupo contrel (Normal) y
tres grupos experimentales: "A.G./12", "A.G./25" y
"A.G./H20"; las ratas fueron expusstas a 1,000 R gama

o) ouerpo total y se sacrificaron 8-10 dfas post-
irradiacidén. Se analizaron tres areas del SNC: corte-
sa oeredral, hipotdlamo y cerebelo. Tres fraocciones
suboelulares: mitocondria, miorosoma y citosocl; el eg
tudio electroforético se realiszd en gel de poliacrila
mida - SDS, al 14%, a 30 mA por aproximadsments cinco
horas.

Los resultadoe obtenidos muestran una alteracidn
en algunas bandas de protefnas en los animales irra-
diados, respecto a sus controles. Siendo més notoria
esta alteracidn en las ¥ especialmente en la fracoidn
miocrosomal y citosdlica,

ESTUDIO DE UNA UNION FOTOINDUCIDA LISOZIMA-RIBOFLAVINA IT
{Study of photobinding lysozyme-riboflavin 11). Ferrer,
I. y Silva, E. Laboratorio de Quimica de Protefnas y
Alimentos, Facultad de Quimica, Pontificia Universidad
Catgdlica de Chile.

Se ha demostrado en estudios anteriores que al irra
diar lisozima en presencia de riboflavina, se produce
una unién fotoinducida lisozima-riboflavina. En las fla
voprotefnas naturales la unién de Ja-'flavina a la protef
na se realiza a través de un residuo de Cys, His 6 Tyr.
Considerando esta informaci6n, nos interesé estudiar 1la
posible participacién de estos resfduos en la unién foto
inducida Tisozima-riboflavina. Al modificar quimicamen-
te los residuos de Tyr con tetranitrometano y los puen-
tes disdlfuros mediante reduccidn, carboximetilacién y
posteriormente al irradiar estas dos formas de lisozima
modificada en presencia de riboflavina 14C, se detect6la
unién de la riboflavina a la protefna en ambos casos, 10
que indicaba que probablemente 1a uni6n fotoinducida no
se producia a nivel de los resfduos de Tyr o Cys. Por
otra parte, al modificar fotoquimicamente el dnico resi-
duo de His de la lisozima y parcialmente los residuos de
Trp de ella, se observaba incorporacién de riboflavina
14C después de una irradiacin en presencia de este sen-
sibilizador pero la magnitud de la marca era un tercio
del observado anteriormente. Esto era una indicacidn de
que la His no participarfa tampoco en la unién fotoindu-

cida y que probablemente algln resfduo de Trp estarfa
participando en la uni6én. La fotooxidacidn sensibiliza-
da con riboflavina de los péptidos L-1I (aa 13-105),

L-1I1 (aa 106-129) y L-II-III (aa 13-129) presentaron la
unién al sensibilizador. Este hecho corrobor6 la no par
ticipacién de los residuos de His y Tyr en esta unifn ya
que L-III carece de estos aminodcidos. Por otra parte
el idnico aminodcido fotooxidable que estd presente en es
tos segmentos es el Trp, el cual se fotooxida con rendi-
mientos cudnticos enormemente altos. Se postula una po-
sible unidn entre Trp y riboflavina.
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ANALISIS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE SITIOS DE UNION MODULACION DE LA VIA LIPOXIGENASA DEL METABOLISMO DEL

DE RNA POLIMERASA DE E. OOLI A DNA DE PLASMIDIOS AISLA- ACIDO ARAQUIDONICO POR LAS HORMONAS SEXUALES. (Modula-

DOS DE BACTERIAS TERMOFILICAS. (Electron microscopy stu- tion of the lipoxygenase pathway of arachidonic acid me
dies of the binding sites of E. coli RNA polymerase to tabolism by sex hormones). Guivernau,M, Departamentode
DNA from plasmids isolated from thermophylic bacteria) . Farmacologia, Facultad de Medicina, Universidad de Chile
Gonzélez,B., Vasquez,C. y Vicuna,R.- Laboratorio de Bio- Los estrbgenos y progestégenos modifican la produc-

quimica, Departamento de Biologfa Celular, Pontificia cibn de prostaglandinas (PG) en diversos tejidos. Con el
Universidad Catflica de Chile. fin de evaluar el efecto de estas hormonas sexuales en

R la biosintesis de leucotrienos (LT) y otros derivados
Para estudiar la estructura y organjzacién génica de lipoxigenasa (HETE), se estudid el metabolismo del

de bacterias termofflicas se han aislado y caracterizado gcido araquiddnico(AA) en dos drganos target para estrd
los plasmidios pTT8 y pTF62 presentes en Thermus thermo- genos, el fitero y la encia obtenidos de ratas Sprague

philus HB8 y Thermus flavus AT62,respectivamente. En es Dawley en diferentes estadfos del ciclo sexual y de co-
te contexto se ha emprendido el estudio comparativo de nejos hembras New Zealand tratadas durante 1k dfas con
la unién de RNA polimerasa de Escherichia ocoli a los etinilestradiol (E) 140 ug/semana o E mis un progestége-
plasmidios natiwos y a los hibridos construidos con no, noretindrona 3 mg/semana. Estos tejidos fueron incu
PBR322. Este andlisis se realiz6 utilizando una técnica bados en Krebs con (1-1%C) AA durante 2 hrs a 37°C. Los
de visualizacién de &cidos nucleicos por microscopia produectos radiocactivos fueron extrafdos con solventes

electrf6nica (Koller,T. y cols., Biopolymers, 13, 995, orgénicos y las PG, LT, HETE y AA separados por cromato
1974) , que permite identificar la posicién de la enzima grafia de capa fina utilizando diversos sistemas de sol
unida a la doble hebra. ventes. Los metabolitos radioactivos del AA se determi—

naron de acuerdc a la migracién de los standards median
te autoradiograffa y radiocromatografia scanner y se
cuantificaron en un contador de centelleo liquiﬂo. Es
trégeno estimuld e indujo la sintesis de LTBY, 5-HETE

y 12-HETE en el tejido uterino y gingival de animales
tratados con E y en {teros obtenidos de ratas en proes-
tro tardfo o estro. La adicidn del progestégeno al tra
tamiento estrdgenc antagonizd este efecto. Estrégenc es
+imuld la produccidn de prostaciclina, pero no modificd
la sintesis de PGFoy y PGEp. Indometacina inhibid le
formacién de PG, pero no bloqued la produccidn de los de

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten
afirmmar que la RNA polimerasa posee una afinidad tres ve
ces superior por el DNA mes6filo que por el termSfilo.
Sin embargo, fue posible identificar sitios de unién de
la enzima tanto a los plasmidios nativos camo a las por-
ciones termofflicas de los hibridos pBR322-pTF62 y
PBR322-¢TT8,. Asi, en cada hibrido se identificaron dos
fuertes sitios de uni6n en pBR322 y 6 a 7 sitios menores
en pIF62 y pTT8. Los primeros resultaron ser coinciden-
tes con los sitios de inicio de transcripcifn en pBR322
previamente descritos (Stuber,D. y Bujard,H., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA 78, 167, 1981). rivados de lipoxigenasa. Estos resultagos ?v1d§nc1an
— que las hormonas sexuales modulan la via lipoxigenasa

La afinidad de la enzima baja drédsticamente si se del metabolismo del AA en condiciones fisioldgicas y
utilizan plasmidios previamente linealizadososi se au- farmacoldgicas. Ademds, LTBY y HETE son quimiotfcticos
menta la fuerza ifnica del medio de incubacibn. para los neutrofllos y eosindfilos lo cual sugiere la

part1c1pac1on de estos metabolitos del AA en ciertos me
canismos fisiol8gicos y patoldgicos mediados por las
hormonas sexuales.-

Financiado por DIUC.

CARACTERIZACION DE UNA CISTEINA ALTAMENTE REACTIVA ESTUDIOS DE pHM DE LA DESCARBOXILASA PIROFOSFOMEVALONICA
EN FRUCTOSA 1,6-BISFOSFATASA. (Characterization of a (pH studies of pyrophosphomevalonate decarboxylase).
highly reactive cysteine residue in Fructose 1,6-bis— Jabalauinto, A,M,, Lira, P,y Cardemil, £, Departamento
phosphatase}. Hubert,E. y Slebe,J.C.- Instituto de de Quimica, FacuTtad de Ciencia, Unfversidad de Santiaqo
Bioguimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile,
de Chile.
La descarboxilasa pirofosfomevalénica cataliza la

En un intento por estudiar el mecanismo de activa- reaccidn bimolecular entre ATP y mevalonato-5-pirofosfa-
cién de Fructosa 1,6-bisfosfatasa por cationes mono- to (MVAPP) para formar isopentenilpirofosfato, ADP, Pi y
valentes, hemos demostrado que el tratamiento de la COZ en presencia de un metal divalente,
proteina con NaNCO 25 mM, pH 7,5 y 37° conduce a una
pérdida de la activacién de la enzima por K* (medida Se estudié la variacidn de los parametros cinéticos
como actividad relativa en presencia y ausencia de para la enzima de higado de pollo en el ranao de pH de
K" ) sin alterar significativamente otros pardmetros 5,0 a 8,1, usando un tampén que era 35 mM en acido férmi.
cinéticos, ej.: actividad catalitica, inhibicién alos- co, Mes, Bistryspropano y 100 mM en KC1, La actividad
térica por AMP. La cinétlca de pérdida de activacién enz1mat1ca se determing mediante un ensayo espectrosfoto
mostré ser de primer orden y reversible, sugiriendo métrico o por determinacién de Pi,
la posible participacién de 2 grupos SH en la activa-
cién por el catién monovalente. E) pardmetro V/K para ambos sustratos disminuyé bajo

pH 5,75, y sobre 6,6 para ATP y 6,8 para MVAPP, En cam.
bio, V para ambos sustratos no varid entre pH 5,05 a 7,5,
observindose una pequefia disminucidn a pH 8,05, Como el
pK de 5,75 es diferente del pK del MgATP' IS 3), se con
cluye que refleja un grupo en la enzima importante para
la unidn del sustrato pero no para la catdlisis ya que
este pK no se ve en el grifico de V en funcion del sz
Los resultados sugieren que tanto MaHATP™ como MgATP™
son sustratos de la enzima, Este punto fue confirmado
mediante 1a comparacién de curvas experimentales de velo
cidad en funcion de 1a concentracion de ATP a pH 8,05 y
Los resultados obtenidos muestran la presencia 4,5, con curvas teéricas ohten1d§s mediante un programa
de S-( ““C)carbamilcisteina, indicando que los resi- de computacién suponiendn MqATP=¢ o MaHATP* como sustrae-
duos esenciales para la activacién por K¥ son resi- tos.

duos cisteina.

Se han usado estas condiciones para marcar la pro-
teina con }4C-cianato y el andlisis de la estequiome-
tria de la reaccidén indicd que existen dos residuos
esenciales para la activacién por K* por mol de enzi-
ma. Tratamiento del derivade (14 C)cianato—enzima
con Pronasa, produjo una mezcla de péptidos y amino-
acidos libres, los cuales fueron cromatografiados en
una columna de Bio Gel P-2. Las fracciones radioac-
tivas fueron analizadas mediante cromatografia en pa-
pel y por composicién de aminodcidos.

Financiado por proyectos 514/82 (FNC) y 08.10-82-40
Financiado por Proyecto S-B2-36. Direcci6én de Inves- (USACR),
tigacidén, UACH.
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TRCTECLISTS KW MTTOCOMDHIa Db 12VADURa, BFECTC DE TF
L I.FLURNCIa DEL *EDIC Dh CULTIVC. (Froteolysis i=
yeast mitochordria. kffect of ATT ard irflue-ce of
growth medium). Jacob, G.; Téllez, i. y GCeorge -
Nascime~to, Z. Dpto. Rames Bisicos, Divisib~ Crierte,
Facultad de ledicira, Uriversidad de Chile y Drto. de
2ioquimica, Facultad de iedicira, Uriversided de Puer-
to Hico.

La rroteolisis estimuluda por TP ha sido descrita
er una serie de sistemas. i» este trabajo se estudid
el efecto de aTP sobre lu degraducid~ de protei-as
mitocordriales sintetizadas i~ vivo (totales) e ir
vitro {origem mitocondrial). Estas Gltimas se obtie-
~e» marcadas iwcudbando mitocordriws uisludas de
Saccharomyces cerevisise er u» medio con 39S-metioni-
ra. hstas proteiras so» riridume-te degrudadas e~ el
orgarelo y el »roceso es estimulaudo por aTF. Lla de-
gradasib» de protefras si~tetizudas i» vivo se estu -
dia e~ mitocondrias aisladas de células crecidas e
v~ medio co» 35§C]. L» este caso, la rroteolisis e«
lents y ro es estimulada por ATF., Lstos resultados
ne co-firmar er experimertos de doble mare., cor mi -
tocordrias aislaudas de célulus crecidus ew 35202 ¥
que sirtetizar proteiras usa-do 3M-leuciva. Te nro-~
Tone que la proteolisis esztimulada por ~7F courre =6~
lo cuardo los productos de la traduceidér mitocerdrial,
en su mayorfa suburidades de complejos respira‘orios,
-0 se irtegra» co~ las suburidades citoplasmiticas
respectivas para fermar dizhos complejos.

la actividad estimuluda por aTF se ve muy dismiruide
=i las células crecer er u~ medio e~ que re ha dismi-
~ufdo el extracto de levadura (3 a2 1) y el (7
(1,1 « 0,007 ¥), Dicha actividad aumerta o disminuye,
segi~ el cus0, ul traspasar lag célulus de u- nedio
4 otro.

FUNCION DE LA MEMBRANA PEROXISOMAL EN LA REGULACION DE
LA OXIDACION DE ACIDOS GRASOS. (Function of the Peroxi-
somal Membrane in the Regqulation of Fatty Acid Oxida-
tion). Kriz, A., Leighton, F. Departamento de Biologia
Celular, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad
Catélica de Chile, Casiila 114-D, Santiago, Chile.

En organelos delimitados por una & mis membranas cabe es
perar que ésta desempefie un papel regulador. En los pe-
roxisomas de células animales no se ha demostrado que su
membrana regule su funcién.

Con el objeto de evaluar al posible rol regulatorio de
la membrana en peroxisomas, se realizaron estudios en
fracciones L provenientes de higado de ratas tratadas
con inductores de proliferacién peroxisomal, enriqueci-
das en peroxisomas. Se establecieron las condiciones de
aislamiento para lograr la mejor preservacifn posible

de los organelos, analizando numerosas alternativas.
Mediante mediciones de consumo de 02 insensible a cianu-
ro, se evalué la actividad de B-oxidacidn sobre dcidos
grasos libres y sus derivados acil-CoA v acil-carnitina
en condiciones de preservacién estructural y 1iticas,
con y sin suplementacidn de cofactores. Pudo establecer-
se que los acil-CoA no acceden libremente al interior de
peroxisomas y no se logrd demostrar el mecanismo de
transporte activo postulado por otros autores.

Estos hallazgos aportan gvidencia en favor de la hipdte-
sis de que CoA y sus acil derivados no pasan a través de
la membrana peroxisomal y que la translocacidn de grupos
acil hacia y desde la matriz del organelo se realiza via
acil~carnitina derivados.

Se concluye que la permeabilidad selectiva de la membra-
na, el pool intraperoxisomal de CoA+Ac-CoA y la activi-
dad de las Carnitina Acil Transferasas presentes en la
matriz peroxisomal son factores preponderantes en la re-
gulacién de la oxidacién de acidos grasos.

Financiado por Proyecto DIUC 58/82.
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ACTIVACION POR FOSFOLIPIDOS, TRIPSINA Y CALMODUYLINA DE
UNA FOSFODIESTERASA DE NUCLEOTIDOS CICLICOS DE OVARIO
DE Xenopus laevis. (Activation by phospholipids, tryp-
sin and calmodulin of a cyclic nucleotide phosphodies~
terase from Xenopus laevis.) Jedlicki, E., Orellana,
0., Connelly, C. y Allende, J. , Departamento de Biogui~
mica, Facultad de Medicina y-+Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias Basicas y Farmacéuticas, Universi-
dad de Chile.

En el sistema de oocito de Xenopus laevis existe una
actividad fosfodiesterésica «de nucledtidos ciclicos
(FDE I), que hidroliza tanto cAMP como cGMP, y que es
estimulada por calmodulina y calcio. Esta enzima puede
separarse por DEAE celulosa de otra forma enzimatica
que no es estimulable por estos efectores. FDE I ha
sido purificada, hasta aparente homogeneidad. Datos
previos demuestran que FDE I es estimulable por un tra-
tamiento controlado con tripsina, lo gue causa una pér-
dida de sensibilidad a calmodulina y calcio y ademas, a
una disminucidn de peso molecular de 140.000 a 90.000.
Dicho tratamiento probablemente alteraria el sitio de
unidon de la enzima a la caelmodulina. -FDE I también
puede ser estimulada por algunos fosfolipidos tales co-
mo lisofosfatidilcolina y lisofosfatidiletanclamina.
Esta estimulacidn es inhibida por flufenazina, compues-
to que tambi®n inhibe la estimulacidn por calmodulina y
calcio. La enzima tratada con tripsina no es estimula-
da por fosfclipides. La estimulacidn por fosfolipidos,
tripsina o.calmodulina y calcio se debe a un aumento =en
la Vpays no habiendo variacibn significativa en la Ko
aparente. Nuestros experimentos sugieren gue la FDE I
posee una regidn regulatoria en la estructura de la en-
zima cuya modificacidn por calmodulina, tripsina o fos-
follipidos provocaria una estimulacidén de la actividad
enzimatica.

(Financiado por OEA, Fondo Nacional de Ciencias, pro-
yecto PNUD/Unesco CHI/81/001 y Universidad de Chile.)

ALTZRACIONES MOLSCULARES SSFRCIFICAS SN CTLULAS DE

GLANDULAS PAROTIDAS HIPIRTROFIADAS ( Specific molec~
ular modifications within cells of hypertrophic par-
otid glands ). Lbpez Solis, R.0., Miranda, D., Gon-
zalez, M.J. y Alliende, C, Dpto. Biologla Celular y

Genetica, Facultad de Medicina, Divisidn de Ciencias
Médicas Norte, Universidad de Chila.

La hipertrofia se dsfine como el aumento en la ma-
sa sela de un drgano, tejido o célula. Sn gliandula
pardtida, sntre muchas otras, esta respussia no ha
sido evaluada en términos moleculares.

El isoproterenol, catecolamina B adrenérgica, in-
duce en forma relativamente especifica el crecimien-—
to de las glandulas pardtidas de ratdn cuando se ad-
ministra iiariamente por viz i.p. a razdn de 1 mg por
animal.

La evolucidn de la hipertrofia alcanza un plateau
Y se caracteriza por un aumento en las razonss pre-
teina/DNA y RNA/DNA, disminucion de las razonmes alfa
amilasa/proteina y alfa amilasa/DNA, mantencidn de
la sensibilidad al isoprotsrenocl y de su caracter de
te jido secretor, y por la aparicidn y desaparicidn de
polipéptidos especificos en las cdlulas. Secretagogos
colindrgicos, como Pilocarpina, no inducen ninguna de
estas modificaciones al ser administrados cronicamen-
te. La hipsrtrofia inducida por isoproterenol desapa-
rece paulatinamente con la suspensidn da la estimula-
cidn crénica, fendmeno que se corresponde con una Te-
cuperacidn cuantitativa y cualitativa de componentes
moleculares particulares de las células normales.

Estos resultados indican que la hipartrofia glan-
dular en pardtidas de ratdn no se debe a un stress
secretorio c¢ronico sino que a una accidn propia del
isoproterenol relacionada a la modificacion de com~
ponentes moleculares especificos de localizacidon in-
tracelular.

Proysctos 31651-8313, DDI, U. de Chile y 1/82
PNUD-UNESCO
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UN METODO 1SOCRATICO, SIMPLE, REPRODUCIBLE Y RAPIDO PA-
RA ESTUDIAR METABOLISMO DE TESTOSTERONA POR CROMATOGRA-
FIA LIQUIDA DE ALTA PRESION.{A.simple, neliable and
napid «socratic method to study testosterone metabolism
by HPLC). Mancilla, J. y G<£, L.

Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile.

La oxidacibn de testosterona en diferentes posicio-
nes aparentemente es mediada pon diferentes especies de
citocnomo P-450, proponcionande su estudio una buena me-
todoLogia para distinguin entrne isoenzimas de citocromo
P-450. Los ensayos noxmalmente se efectdan usando sus-
thato nadioactivo y deteuminando Los metabolitos por
cromatogragfa en papel o en placa fina. Estas técnicas
s0n engoriesad iy propoacionan una muy baja nesofucdién
en La separacibn de Los diferentes metabolitos.

Hemos desanroflado una téenica por fase-reversa que
permite separar en fouma Lsocrdiica festosterona y sus
metabolitos principales. EL solvente usado fue una
mezedfa de n-hexano e isopropancl. La testosterona y
Aus metabolitos eluyen con Los siguientes Ltiempos de
netencidn; Androstanediona 5,30 min, Testosterona 7.45
min. 2-B-hidroxitestosterona 13.45 min, 6-B-hidrnoxites-
tosterona 15,15 min, 16- -hidroxitestosterona 23.30 y
7- -hidrnoxitestosterona 24.45 min. Lla resolucifn en-
the Los digenentes metabolitos fue muy buena y varis
entre 0.963 y 7.625. La sensibilidad del método varnid
entre 3.8 y 14 ng para testosterona y sus productos de
oxdidacibn.,

Esta téenica simple, ndpida y precisa no requiere de
sustrato radioactivo y proporciona una alta sensibili-
dad para estudios metabblicos en preparaciones de diver-
5048 tejidos y componentes celulares. En nuestro Labona-
tondo  ha sdido aplicada con buen éxito para estudian
Las alteraciones en Las especies de citocromo P-450en
higado de natas en diferente estado nutricional.

Firganoéqdodpon Pwec,to de SDCACI N° B-535-835-5.
Universidad de Chile.

BIOSINTESIS DE Z~-FARNESOL EN FLAVEDO DE Citrus
sinensis. (Biosynthesis of Z-Farnesol in Citrus
sinensis flavedo).Pérez,L.M. (Depto.Bioquimica,
Fac. Cs.Bia. y Farm. Unfv. de Chile).

La biosintesis de Z-farnesol (2~-FOH) puede rea

lizarse a partir de z-farnesilpirofosfato (z-FpB)

sintetizado por la preniltransferasa, o bien a
través de un mecanismo de isomerizacibn redox a
partir del correspondiente E-sesquiterpenoide

sintetizado por el sistema enzim&tico. (Esquema)

Un extracto libre de células de flavedo fres-
co de C.sinensis biosintetiza Z-FOH, en ausen-
cia de sIntesis del correspondiente pirofosfa-
to,el Z-FPP. El sistema enzimftico forma una ma
yor proporcifn de Z-FOH si el sustrato inicial™
es el IPP.La 8 las enzimas necesarias para la
biosintesis del Z-FOH se encuentran asociadas
a una fraccifn soluble,obtenida por fracciona-
miento subcelular mediante centrifugacién dife-
rencial del extracto fresco.

No ha sido posible detectar una actividad de
deshidrogenasa en las condiciones en que se ob-
tiene el 2-FOH,y la actividdd de fosfatasa pre-
sente en el extracto es inespecifica. Los resul
tados sugieren la participacifn de un probable™
complejo polienzimdtico,que se encontrarfa en
una fraccibn soluble y que incluirfa al menos
las actividades de preniltransferasa,fosfatasa,
deshidrogenasa e isomerasa. R
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UN SISTEMA ACOPLADO PARA EL ESTUDIO DE LA EX-
PRESION GENETICA BASADO EN LA FORMACION DEL
PRIMER DI- O TRIPEPTIDO (A coupled system to
study gene expression based on di- and tri-

peptide formation). Meza-Basso,L., Robakis,N.,
Cenatiempo,Y., Brot ,N., Weissbach,H. - Insti-
tuto de Bioquimica, Facultad de Ciencias,

Universidad Austral de Chile. Roche Institute
of Molecular Biology, Nutley, N.J., U.S.A.

Con el propdsito de estudiar la regulacién
de la expresidén genética, se han desarrollado
diversos sistemas in vitro DNA dependientes
que son capaces de sintetizar proteinas.

En el presente trabajo se describe un sis-
tema simplificado que mide la formacidén del
primer di- o tripéptido caracteristico del
producto génico. El sistema estd disefiado
utilizando factores de iniciacién y elonga-
cién, RNA polimerasa, ribonucleésidos trifos-
fato, ribosomas, fMet-tRNA y DNA o mRNA como
templado. La sintesis del dipéptido o del
tripéptido se logra por la adicidén de las es-
pecies aminoacil-tRNA apropiadas.

El sistema es mas aplicable utilizando tem-
plados con un nimero limitado de genes, e.g.
plasmidios, fragmentos de restriccidén en don-
de se conozca la secuencia amino terminal.
Un aspecto importante de este sistema es que
puede ser utilizado como un ensayo cuantita-
tivo, rdpido y especifico de la cantidad de
un mRNA templado particular presente en una
mezcla de especies de mRNAs.

La formacidén del primer di- o tripéptido
del producto genético involucra una transcrip-
cidén exacta y una adecuada iniciacién de la
traduccion, haciéndolo particularmente apro-
piado para estudiar regulacién de la expre-
sién genética.

ANILLO DE SIMILITUD QUIMICA DE SUSTITUCION AMINOACIDICA
CODIGO DEPENDIENTE. (Aminoacid chemical similarity
ring code dependent). Pieber M. y Tohd J. Departamen-
to de Fisica, Facultad de Ciencias Fisicas y Matemiti-
cas, Universidad de Chile.

Se describe, deduce y evalua un anillo de similitud
quimica de aminodcidos a partir de las frecuencias de
sustitucién de aminodcidos en proteinas homGlogas. La
similitud encontrada se certifica en términos de simi-
litud en pardmetros fisico-quimicos.

Se concluye que las sustituciones de aminoicidos mis
frecuentes en proteinas corresponden a aminodcidos mis
similares quimicamente.

Basandose en estimaciones tebricas sobre equilibrio
ceto-endlico de nucleStidos y evidencias experimentales
de la literatura, es posible inferir un correspondiente
anillo de similitud para la sustitucién mds probable de
codones.

El valor de la desviaci6n standar de las matrices
que describe el anillo de similitud de aminoicidos y de
codones resulta practicamente igual. La correlacién
encontrada para las sustituciones mis frecuentes de ami
noicidos y mis probable de codones es analizada y discu
tida en términos de restricciones impuestas por la es-
tructura del c6digo y de la mayor discrepancia estructu
ral existente a nivel de algunos codones que sin embar-
go codifican aminodcidos mds similares.

Basado en estos resultados se intenta finalmente una
explicacién evolutiva para las sustituciones aminoaci-
das (y codones) del citrocromo en diferentes especies.


http://apaA.tntejne.nte
http://Hadi.oactA.vo
http://pn.opon.cA.onan
http://ti.cni.ca
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OBTENCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTI-HEXQOQUINASA B DE RANA. (Preparation and character-
ization of monoclonal antibodies to frog hexokinase
B). *Preller, A., iDeloannes, A. y *Ureta, T. *Departa-
mento de Biologia, Facultad de Ciencias Basicas vy
Farmacéuticas, Universidad de Chile, i Departamenito de
Biologia Celular, Pontificia Universidad Catdlica de
Chile, Santiago.

Para estudiar algunos problemas relacionados con la
funcién in vivo de hexoquinasas en oocitos de Calypto-
cephalella caudiverbera, se hizo necesaria la prepara-
cién de anticuerpos monoespecificos.

Se purificé hexoquinasa B de masculo por cromatogra-
fia en DEAE-celulosa, hidroxiapatita y Cibacrom F3GA-
Sepharose. La purificacidén fue ~2000 veces y la activi-
dad especifica de ~7 unidades/mg de proteina; la prepa-
racién presentaba una banda por electroforesis en poli-
acrilamida. Se inyecté hexoquinasa B purificada a rato-
nes BALB/c¢ segin un protocolo estadndar de inmunizacidn.
Las células del bazo se fusionaron con células de
mieloma NS1-Agd/l y los hibridomas resultantes se clona-
ron y cultivaron en medio HAT completc. De 186 clones
se seleccionaron 6 lineas celulares que secretaban

inmunoglobulinas con reaccidén anti-hexoquinasa B, medi-
da por ELISA. Una de las lineas (1-A6) produce IghM.
Las cinco restantes (1-C5, 1-D5, 2-B1, 2-A2, 2-CS)
producen IgG de las subclases 1 y 3. Las IgG se

purificaron por cromatografia de afinidad en proteina
A-Sepharose y la IgM se purificé parcialmente por
precipitacidén con sulfato de amonio.

Ninguna de las inmunoglobulinas inhibié la actividad
enzimatica del antigeno, lo que sugiere que los anti-
cuerpos monoclonales obtenidos no estan dirigidos al
sitio activo. (Financiado por proyecto B-705-8355 del
Departamento de Desarrollo de la Investigacidén, Univer-
sidad de Chile, por el Programa PNUD-UNESCO CHI~-81/001
y por el Fondo Nacional de Desarrvbllo Cientifico y
Tecnolégico (Proyecto 0255).

VARTACION ISOENZIMATICA DE q-AMILASA DURANTE
LA GERMINACION DE SEMILLAS DE Araucaria arau-
cana Y Araucaria angustifolia (Variation of

a~amylasa isoenzymes during seed germination
of A. araucana and A. angustifolia) Salas, E.
y Cardemil, L. Departamento de Biologia, Fac.
de Cs. Bas. y Farms., Universidad de Chile.

En semillas de estas especies de Araucarias,
la principal reserva es el almidén y su degra
dacién durante las primeras 90 horas de imbi-
bicién de la semilla estd iniciada por g-ami-
lasa. Ambas Araucarias tienen un origen co-
min en el Jurasico y se establecieron como
bosques relictuales durante el Terciario.

Las isoenzimas de G-amilasa en semillas de
ambas especies se estudiaron por electrofore
sis e isoelectroenfoque. Antes de la imbibi
cién, las isoenzimas son cinco, idénticas
para ambos tejidos pero distintas en ambas
especies. A las 18 horas de imbibicién, cuan
do la actividad de la enzyma presentz un méxi
mo las formas isoenzimiticas son dos para A.
araucana iguales en ambes tejidos y dos para
el gametofito de A. angustifolia y con una
forma en el embrién. A las 48 horas reaparece
para ambas especies y ambos tejidos el patrén
de O tiempo de imbibicién., Después de 90 horas
de imbibicién formas enzimiticas diferentes
son detectadas en embrién respecto al gamete-
fito.

Los cambios encontrados se discuten de acuer

do a las fluctuaciones de actividad enzimitica
de proteinas totales y a cambios de gibereli-
nas,
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COMPARACTON ENTRE HISTONAS DE ESTADOS PRECOCES
Y TARDINS DEL QESA?HOLLO F*BRIONARIO DF TETRAPY
nrs NICER, {Comparison between the histones from
early and late developmental stages of Tetrapy-
guUs nigerl Puchi, M™,, Massone, R., Inostroza D.
famboa, S. e Imschenetzky, M, Departamento de
Piologia Molecular, Universidad de Concepcidn.

Nurante la embriogénesis de erizos de mar se
nroducen cambios en la expresidn de genes para
histonas: variantes de histonas precoces (tipos
CS v tiposel) son transcritos previo a la eclo-~
sidn de los embriones, predominando posterior-
mente las variantes de histonas tardias (tinos
AR,y Jd ). con el objeto de comparar las varian
tes de histonas presentes en cromatina de embri
ones en estados de segmentacion y de larvas oh-
tenidas post-eclosién se aislaron vy caracteriza
ron las histonas correspondientes a amhos esta-
dos.

Se seleccionaron embriones al estado de dos
blastdmeros y larvas al estado de pluteus, se
purificé la cromatina de amhbos estados, obte-
niéndose las histonas correspondientes por ex-
traceidn con Hy804 0,4 N, Estas proteinas, fue-
ron purificadas por electroelucidn desde geles
preparativos de poliacrilamida conteniendo dci
do acético/urea/Tritén DF-16, hidrolizadas en
HC1 6 N v analizadas en cuanto a su composicidn
en amino dcidos.

Los resultados obtenidos indican que las va-
riantes de histonas de larvas de Tetrapygus ni-
ger difieren notablemente de histonmas homdélogpas
presentes en los estados de segmentacidn. Fstas
diferencias se manifiestan tanto en sus movili-
dades electroforéticas en geles uni v btidimen-
sionales como en su tamafio molecular v su comng
sicidn en amine dcidons.

Financiado por:Provectos 203102-203106 Universi
dad de Cancepcidn v 8/82 PNUD/UNTSCH RLA 78/024

DINAMICA DEL ANTIGENO T EN LA SUPERFICIE DE CE-
LULAS TRANSFORMADAS POR SV4C. (Dynamism of lar-
ge tumor antigen on the surface of SV40~trans~
formed cells). Santos, M. y Butel, J.S. Depart
ment of Virology and Epidemiology, Baylor
College of Medicine, Houston, Texas, U.S.A.

Células transformadas por SV40 expresan un
antigeno tumoral (ag-T). Este se concentra en
el nticleo, pero también se expresa en la super
ficie, donde podria tener un rol en la manten-
cibén del estado transformado. Este rol podria
estar influenciado por el grado de estabilidad
del ag-T en la superficie celular. En este tra
bajo se estudié el recambic del ag-T en la su-
perficie de células de ratédn transformadas por
SV40. Las células fueron marcadas con 251 me-
diante la reaccién catalizada gor lactoperoxi-
dasa, o metabSlicamente con (3°5) metionina.
El ag-T de superficie fue detectado inmediata-
mente o a distintos intervalos después de la
marcacién. Las células marcadas fueron incuba-
das con anticuerpos especificos, los complejos
antigeno-anticuerpo fueron solubilizados con
NP40 vy precipitados con Staphylococcus aureus.
Los antigenos fueron eluidos y analizados por
electroforesis y autorradiografia. Los resultz
dos obtenidos sugieren que el ag-T es inesta-
ble en la. superficie celular, Eliminacién y re
posicién de moléculas de ag-T parecen Ser pro—
cesos constantes e independientes de enercaia,
aunque probablemente controlados por el arado
de fluidez de la membrana plasmética.
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SINTESIS DE DNA Y ACTIVIDAD DNA POLIMERASA EN TRYPANO-
SOMA CRUZI. (DNA synthesis and DMA polymerase activity
in Trypanosoma cruzi.} Solari,A., Tharaud,D., Repetto,
Y., unate,J., Morello,A., Litvak,5. Departamento de

Bloquimica, facuh:a e icTna, Universidad de Chite,

IBCN, CNRS, Francia.

E1 parasito Trypanosoma cruzi es el agente etioldgico
de la enfermedad de Chagas, la cual es transmitida en
el hombre por vectores del género triatomino. En el
ciclo de vida del parasito se distinguen tres formas
caracteristicas: epimastigotes (cultivo), amastigotes
{intracelular) y tripomastigotes (torrente sanguineo de
animales infectados). S6lo la forma tripomastigote es
infecciosa y a diferencia de 1as otras dos no es proli-
ferativa.

E1 estudio del aparato enzimatico implicado en la re-
plicacidon del DNA en estos organismos puede constituir
un eslabdn crucial en la biisqueda de mecanismos que
permitan controlar la proliferacidon de estos parasitos.
Hemos lYogrado purificar parcialmente desde formas epi-
mastigotes una actividad DNA polimerasa capaz de reco-
nocer preferencialmente matrices como DNA activado,
poli dA-dTyz ¥ poli dC-dGyp. Esta DNA polimerasa es
completamente resistente al'la afidicolina, un inhibidor
especifico de 1a DNA polimerasa o (implicada en la re-
plicacidn del genomio nuclear). Sin embargo, al estu-
diar el efecto de inhibidores en la sintesis de DNA "in
vive" utilizando 1a forma epimastigote, observamos una
fuerte inhibicidn en presencia de afidicolina, 1o que
sugiere la presencia de una DNA polimerasa en T. cruzi
que por ahora no hemos podido aislar. En esta Comuni -
cacidn presentamos diversas propiedades de 1a DNA poli-
merasa parcialmente purificada asi como del sistema de
sintesis de DNA "in vive" en T. cruzi intactos.

Proyecto financiado por CONICYT-CHILE y UNDP/WB/WHO/TDR.

METILACION IN VITRO DEL FACTOR DE ELONGACION EF-Tu DE
ESCHERICHIA COLI (In vitro methylation of the elongation
factor EF-Tu from Escherichia coli).

Toledo, H. y Jerez, C.A. Departamento de Bioquimica,
tacultad de Medicina Norte, Universidad de Chile.

E1 factor de elongacién EF-Tu une el aminoacil-tRNA
al ribosoma, por lo cual es considerado como esencial
durante la sintesis proteica. EF-Tu posee su lisina 56
metilada, y como este aminodcido se ubica préximo al si
tio de unidn del aa-tRNA al factor, se piensa que esta
modificacidn podria tener algdn papel en esta interac-
cién. E1 propésito inicial de este trabajo es estudiar
por primera vez la enzima que efectla este tipo de me-
tilacidn, descrita no s61o en procariontes sino también
en EF-1u de eucariontes.

Para obtener sustratos metilables, se incubaron cé-
Julas de E. coli D-10 (met-) en presencia de etionina,
andlogo de metionina que se incorpora a las proteinas
pero que no es capaz de metilar via S-adenosilmetionina
(SAM). Como otra forma de obtener EF-Tu no metilado, se
sintetiz6 este in vitro a partir de DNA. La metilacién
de ambos EF-Tu sub-metilados se realizf en presencia de
3H-meti1-SAM y un extracto crudo (S-100) como fuente de
enzima. Los productos se caracterizaron mediante inmu-
noprecipitacién con suero anti-EF-Tu y andlisis de Tos
aminodcidos metilados después de hidrolizar las protei-
nas.

Encontramos que EF-Tu es metilable in vitro especifi
camente en el aminodcido lisina en forma de dimetil-1isi
na. Resultados preliminares indican que es posible se-
parar mediante isoelectroenfoque dos formas de EF-Tu,
que podrian diferir en su grado de metilacién. Esto per
mitird medir sus funciones independientemente. Espera-
mos asi poder determinar si existe un rol fisioldgico
para esta modificacién quimica del aparato traduccional.

Financiado por Proyectos B-1065/8344 y PNUD/UNESCO/RLA
78/024 N° 15-82.
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ESTUDIOS DE UNION DE RNA POLIMERASA DE BAL 31 A DNA DE
PM2. (Binding studies of RNA polymerase of BAL 31 to PI2
DNA) . Susaeta,M., Bull,P. y Yudelevich,A.~ Laboratorio
de Biocufmica, Universidad Catélica de Chile.

El DNA del fago PM2 es circular, altamente sobreen-
rollado y de pequefio tamafio. Se estudiaron las caracte-
risticas de interaccién de la RNA polimerasa del huésped
Altercmonas BAL 31, a este DNA.

Se incubl la enzima purificada con DNA de PM2 a dis
tintas condiciones de fuerza ibnica y lueco se digiri&
con HincII o HindIII. Los fragmentos de DNA fueron ana-
lizados por electroforesis en geles. En alqunos casos,
los fragmentos unidos a la enzima se separaron por fil -
;.racién en membrana de nitrocelulosa previo a la electro
oresis.

Usando la enzima HincII, se encuentran sitios re -
fractarios al corte a 0.69, 0.7 y 0.73 unidades de mapa
(u.m.). Al aumentar la fuerza ifnica, aparecen nuevas
regiones protegidas hacia 0.64 u.m. y ademis se produce
proteccitn en la regi6n de 0.2-0.3 u.m. Este mismo efec
to se obtiene al aumentar la raz6n molar enzima/DNA, pe-
ro manteniendo la fuerza ifnica original. Usando Hind
I1I, se hace evidente un sitio de unifn a 0.54 u.m. jun-
to con otro menor a 0.73 u.m. Al aumentar la fuerza i6-
nica, aparece un tercer sitio a 0.63 u.m. Estos tres si
tios también son detectados por retenci6n én filtros,
sin embargo, s6lo el primero resiste una incubacifn con
heparina. La unifn de la RNA polimerasa a todos estos
sitios s6lo se produce cuardo se usa holoenzima y con
DNA sobreenrollado.

Ya que algunos sitios de uni6n fueron detectados s6
1o a alta fuerza ibnica, es probable que &ste sea un
efecto tanto sobre la enzima como sobre la estructura
terciaria del DNA.

Experimentos de microsodpfa electrfnica en curso
permitirdn confirmar la posicién de estos sitios.
Financiado por DIUC.

INHIBICION ALOSTERICA POR GLUCOSA-6-FOSFATO DE LA REAC-
CION REVERSA DE HEXOQUINASA DE CEREBRO DE RATA. (Allo-
steric inhibition of brain hexokinase by glucose-6-
phosphate in the reverse reaction). *Ureta, T. }Lazo,
P. y }Sols, A. *Departamento de Bioclogia, Facultad de
Ciencias Basicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile
e }Instituto de Enzimologia y Patologia Molecular del
C.S.I.C., Facultad de Medicina, Universidad Autdnoma
de Madrid, Espafia.

Existe controversia acerca del mecanismo de 1la
inhibicidén por Glc-6-F de la fosforilacién de glucosa
por algunas hexoquinasas. En vista que 2-desoxigluco-
sa-6-P (dGlc-6-P) o fructosa-6-P no son inhibidores,
aunque las hexosas son buenos sustratos, se ha postula-
do la interaccidén de Glc-6-P con un sitio alostérico
en la enzima. Por otra parte, el efecto de Glc-6-P es
competitivo vs ATP, lo que podria indicar interaccién
del grupo fosfato del éster con el fasfato 7 de ATP
en el sitio activo.

Para dilucidar este problema se estudié la reaccidn
reversa de hexoquinasa de cerebro mediante un ensayo
acoplado a glucosa-oxidasa-peroxidasa-cromégeno para
la medicidn continua de glucosa y glicerol-quinasa-gli-
cerol para atrapar ATP.

La variacién de Glc-6-P a diferentes concentracio-
nes de ADP, resultd en curvas bifésicas, con marcada
inhibicién por '‘exceso de sustrato", con valores de
Km y Ki~ 0.2 mM. En cambio, la variacién de dGlc-6-P
produjo cinética hiperbdlica (Km app ~2 mM). La Km
app para MgADP fue ~16 mM cualesquiera fuera la
naturaleza o concentracidn del sustrato hexosa-6-P.

Los resultados apoyan la postulacidén de un sitic
alostérico para Glec-6-P. La inhibicidén competitiva
por Glc-6-P ys ATP en la reaccidén directa podria
deberse a la presencia de un sitio regulador para
ATP. (Financiado por la Comisién Asesora para la
Investigacidn Cientifica y por el Instituto de Coopera-
cidén Iberoamericana, Espafia).



RESUMENES DE COMUNICACIONES

ACTIVIDAD CALMODULINICA EN TUBERCULO DE §$.tube-
rosum Y SU INTERACCION CON APIRASA, (Calmoduli~-
nic activity in the S.tubercosum tuber and its

interaction with apyrase). Valenzuela,M.,A;Anich

M; Mancilla,M; y Traverso-Cori A. Departamento
de BloguImIca, Facultad de Ciencias BS&sicas y
Farmac&uticas. Universidad de Chile.

La calmodulina unida & Ca2* es una protefna
activadora de diversas quinasas, fosfodiestera-
sas y ATPasas la cual ha sido también descrita
en tejidos vegetales. En el presente trabajo se
muestra el aislamiento y caracterjzacifn de una
protefna tipo calmodulina del tub&rculo S.tube-
rosum var.Desire y su interaccibn con apirasa
proveniente del mismo tejido.

La purificacibn de esta posible calmodulina
se realiz® por precipitacibn 0-50 con(NH 4) 2504,
a un extracto de papa seguido de calentamiento
a 100°C por 5 min. Finalmente se concentr8 50
veces por liofilizacifén. En esta forma la pre-
paracibn es estable mantenida a -18°C,

La caracterizacién de esta preparacibn con
actividad calmodulinica se fundament$ en el en
sayo de activacibn de fosfodiesterasa de nucleo
tidos cfclicos. Este liofilizado de papa Desi-
rée presenté una curva de saturacibn respecto
a la activacibn de la fosfodiesterasa. También
se encontr8 que la trifluoroperazina inhibfa
la activacibn de la fosfodiesterasa producida
por esta protelna de accibn semejante a la cal
modulina, Se determinf su PM el cual es seme-
jante al descrito para otras calmodulinas,

Las actividades ATP&sicas y ADP&sicas de la
apirasa mostraron una estimulacifn al preincu-
bar esta enzima con esta preparacibn tipo cal-
modulina, procedente del tub&rculo de papa.

Proyecto financiado por Fondo Nacional N°089/82

’I'RANSCRIPCI(I‘JD\JVITK)DEGENESDFtRNAheDELEVAIXJRA

EN UblthSI'E}m HOMDLOGO. (In vitro transcngtion of yeast
tRNAP genes in an hcxmlogous us system). Wilkens,M.,
Moenne,A., Valenzuela,P., Venegas,A. y Bull,P.- Laborato
rio de Biogquimica, Universidad Catflica de Chile.

La transcripcién de genes de tRNA en eucariotes re -
quiere la presencia de RNA polimerasa III y factores de
transcripci6n. En un ensayo in vitro, éstos son aporta-
dos por un extracto celular. En una comunicacifén ante -
rior presenta&g resultados de transcripci6n in vitro de
genes de tRNA de levadura con un extracto de células
Hela. En la presente comunicacifn hemos corplementado
estos estudios usando un extracto de levaduras para defi
nir un sistema homSloco.

phe

Se incubd extracto con d1verso§ genes de tRNAT
presencia de nucleStidos, NaCl, Mo 2 y GIP-o~{*?P] por
tiempos adecuados. El RNA sintetizado se extrajo y se
separd en geles de acrilamida-urea, localizdndose las
bandas por autoradiograffa. Estas se cuantificaron mi -
diendo su radiactividad.

Se demostrd que la transcripcifn es especifica usan-
do camo controles un gen cortado en un extremo de su re-
gién codogénica e incubando con c-amanitina. De los 9
genes analizados, tres son muy eficientes (clones 4,6 y
“13), dos transcriben pobreamente (clones 9 y 10) y cuatro
no transcriben (clones 5,11,14 y 16). Por estudios cing
ticos se determind que primero se sintetiza un precursor,
el cual se procesa a un broducto maduro sin intrén a tra
vés de intermediarios. Estudios de competencia usando
como competidor fragmentos de DNA que contienen mitades
de un gen que no se transcribe, sugieren que la mitad 3’
secuestra factores de transcripcifn.

Estos resultados demuestran que para estudios de re
gulacién de la transcripcifn es importante el uso de un
sistema haomSlogo, ya que algunos resultados obtenidos
en este estudio difieren notablemente de los obtenidos
con el extracto Hela. Financiado por DIUC.
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ELIMINACION DE ELEMENTOS EXTRACROMOSOMALES DE TERMDOFILOS
EXTREMOS E IDENTIFICACION DE UNA NUEVA ESPECIE DE PLASMI
DIO EN T. THERMOPHILUS HB8. (Plasmid curing in thermo -
philic bacteria and isolation of a new extrachramosamal
element from T. thermophilus HB8) VAsguez,C. y Villanue
va,J.- Laboratorio de Bioquimica, Universidad de Santia
go y Laboratorio de Bioguimica, Universidad CatSlica de
Chile.

Como un intento por encontrar un marcador genético
ocodificado por pIT8 (6,0Mdal) y/o pTFe2 (6,8 Mdal) pre-
sentes en T. thermoohilus HB8 y T. flavus AT-62 respecti
vamente, se probaron varios agerttes que pramieven la ell
minacién o curacién de plasmidios en bactetias mesoffli-
cas. De los agentes utilizados que incluyeron drogas in
tercalantes como anaranjado de acridina y bromurc de eti
dio, y antibi6ticos como rifampicina y novobiocina, s6lo
la aplicaci6n de este fltimo result6 en la eliminacién
de pIT8 y PTF62 a una frecuencia aproximada de 0.5% en
ambos casos. Estudios fenotfpicos camparativos llevados
a cabo entre las c€lulas silvestres y curadas frente a
una gran variedad de condiciones experimentales, no arro
jaron diferencias detectables.

En el transcurso de estos experimentos, un segundo
plasmidio (pvv8) presente en T. thermpphilus HB8 fue
identificado. Mediante anilisis por electroforesis en
geles de agarosa y microscopfa electrSnica, se calculd
un peso molecular de 47,0 Mdal para pvv8. La posibili-
dad que este Gltimo sea un multimero de pTT8, el otro
plasmidio presente en la misma cepa, fue descartada me-
diante el anilisis con endonucleasas de restricci6n.

Erf contraste, el andlisis exhaustivo de lisados
aclarados obtenidos de T. flavus AT-62, han confirmado
la presencia de solamente pIF62.

Financiado por DIUC y por el Programa CHI 81-001,
PNUD, UNESCO.

TRANSCRIPCION HOMOLOGA IN VITRO DE UN FRAGMENTO DE DNA
DE THERMUS THERMOPHILUS CLONADO EN pBR322. (Hamologous
in vitro transcnptlon of a DNA fragment fram Thermus
thernopgllus cloned in pBR322) .- Yafiez,L., Davagnino,J.,
Gonz&lez,E., Sanchez,H., Cross,D., Lira,P. y Venegas,A.-
Laboratorio de Bloqufmlca, Facultad de Ciencias Biolégi-
cas, Pontificia Universidad Catflica de Chile.

Hemos clonado previamente un fragmento de DNA de
Thermus thermophilus, analizado parcialmente su secuen -
cla de bases y su funcionalidad por transcripcién con la
RNA polimerasa de E. coli.

En la presente comunicacién se muestra la secuencia
de la regifn transcrita por la enzima termofilica (~400
pares de bases) y ademis, parte de la regién pramotora.
Se ha localizado por anilisis de la secuencia v experi -
mentos de transcripcién con la enzima homSloda, un posi-
ble promotor termofflico. Esta zona comparte caracteris
ticas tfpicas de los promotores de E. coli y de hecho es
también utilizada por la enzima mesofflica.

La secuenciacién del DNA se realizé por el método
de Maxam y Gilbert. Los experimentos de transcripcibn
especifica in vitro se analizaron en un sistema en geles
de poliacrilamida-urea 8M vara separar los fragmentos de
RMA marcados con [?2?P]-~a-GIP y visualizarlos por autora-
diograffa. La purificacién de‘la enzima se hizo por m&-
todos cl&sicos, incluyendo un paso final muy eficiente
en DNA celulosa. El andlisis de la secuencia se abords
mediante programas de caomputacién especificos.

Nuestro esfuerzo final se enfoc6 hacia la explica -
cién de varias especies menores de la RNA polimerasa ter
mofilica que varfan en camposicién y estequicmetria de
subunidades y que se obtienen en cramatograffa en DNA ce
lulosa. Un anflisis funcional de estas especies median-—
te transcripcién especifica podr8 arrojar luz sobre el
origen, funcionalidad de ellas, asf camo también del re-
querimiento de subunidades.

Financiado por DIUC, Proyecto 71/82 y Fondo Nacional de
Ciencias, Proyecto 653/82.
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ANTICUERPOS MONGCLONALES CONTRA ADENILATO CICLASA,
(Monoclonal antibodies to adenylate cyclase).

R.Attar, M.Torruella, C.Eisenchlos, M.M.Flawid y H.N.
Torres.

Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fundacidn
Campomar*”, INGEBI-CONICET y FCEN-UBA. Buenos Aires,
Argentina.

Utilizando preparaciones purificadas de la adenila-
to ciclasa de Neurospora crassa se han preparado anti-
cuerpos monoclonales contra la misma. E1 anticuerpo
inhibe a la enzima sin necesidad de un segundo anticuer-
po; tiene especificidad cruzada contra la enzima de
Mucor rouxii y de Trypanosoma cruzi y no inhibe a la
ciclasa soluble de testiculo de rata o de membranas de
eritrocitos de ave.

Con la obtencidn del clon productor del anticuerpo
y 1a amplificacién del mismo se logrd purificar y ca-
racterizar la inmunoglobulina secretada por ensayos in-
munoenzimdticos (E.L.I.S.A.), observdndose que 5e tra-
ta de IgG. Ademds, se prepararon columnas de afinidad
agarosa-anticuerpo obteniéndose la retencién especifica
de la adenilato ciclasa de Neurgspora crassa.

Por procedimientos similares se prepararon anti-
cuerpos monoclonales contra la adenilato ciclasa de
Trypanosoma_cruzi. La caracterizacidn del mismo se efec-
tué en forma similar a la enzima de Neurospora. Por me-
dio de una cromatografia de inmunoafinidad se logré
obtener una substancial purificacidn de esta enzima en
una sola etapa.

RECONSTITUCION DEL SISTEMA "HOLOCICLASA" POR FUSION DE
LA "PROTOCICLASA" DE EUCARIOTES INFERIORES CON LA SU-
BUNIDAD "R" Y "G" DE MAMIFEROS (Reconstitution of the
"Holocyclase" system by fusion of a low eucariotic
"protocyclase”" with the R. and G subunits from Tiver
and erythrocyte membranes).

M.Torruella, C.Eisenchlos, R.Attar, M.M.Flawid y H.N.
Torres. Instituto de Investigaciones Bioquimicas "Fun-
dacion Campomar", INGEBI-CONICET Y FCEN - UBA, Buenos
Aires, Argentina.

Las "Protociclasa" de Eucariotes inferiores se carac
terizan porque no responden a guanil-nucleétidos, toxi-
na del,cé]era, fluoruro y hormonas, y son dependientes
de Mn"". Tal es el caso de las enzimas de Neurospora
crassa y JTrypanosoma cruzi. E1 componente catalitico
{C) de la adenilato ciclasa de Neurospora puede inte-
raccionar con el componente regulatorio (G) de dicha
actividad y con el receptor (R) existentes en extractos
de detergentes de membrana de eritrocitos de ave. Como
consecuencia de esta interaccidn se reconstituye un
sistema R-G-C que responde a agonistas adrenérgicos,
toxina del c6lera, F , Gpp(NH)p, utilizando como sus-
trato el ATP-Mg*t.

Mediante procedimientos de fusidn, en presencia de
polietilenglicol 6000 se reconstituyé ademds un sistema
"holociclasa" entre membranas plasmdticas de higado de
rata y membranas de Trypanosoma cruzi o de la cepa
“slime" (sin pared celular) de Neurospora. En ambos ca-
sos se consiguid acoplar la subunidad G y el receptor
R de mamiferos al componente C del eucariote inferior.
E1 sistema responde entonces a ATP-Mg*+, toxina del c¢6-
lera y forskolina (activadores de G y de C, respectiva-
mente) y es sensible a guanil-nucleétidos y a distintas
concentraciones de glucagén. La respuesta es dependien-
te de la cantidad de fosfolipidos agregados durante la
fusidn.
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INCIDENCIA DEL METABOLISMO SOBRE ALGUNOS PROCESOS DE
LA FECUNDACION EN OVOCITOS DE ANFIBIO (Incidence of
metabolic behaviour upon some fecundation processes in
amphibian oocytes). Bihler,M.I.,Petrino,T.& Legname,A.

Instituto Superior de Investigaciones Bioldgicas.Depar-
tamento de Biolog{a del Desarrollo (INSIBIO).CONICET.
U.N.T. Tucumén. Argentina.

Los ovocitos celbmicos de Bufo arenarum presentan dos
tipos diferentes y alternativos de comportamiento meta-
bélico estrechamente relacionados con las variaciones
estacionales.En efecto, durante el perfodo otofio-in-
vierno, estos ovocitos presentan un comportamiento- meta
bblico similar al de los tejidos diferenciados de la
misma especie, mientras que durante el perfodo primave-
ra-verano o de reproduccién, adquieren el comportamien-
to/que metab6lico que caracteriza al huevo en segmenta-
cién.

Existe una estrecha relacidn entre el tipo de metabo-
lismo presente en ¢l ovocito y su capacidad para ini-
ciar la segmentacién.Es as{, que sole aquellos ovocitos
que han adquirido el metabolismo caracteristico del pe-
riodo reproductor son capaces de segmentar.

El objstivo de este trabajo es estudiar comparativa-
mente en ovocitos celdmicos de invierno y verano algu-
nos de los procesos involucrados en la fecundacién,
desde el punto de vista morfoldgico. Los resultados in-
dican que los fenémenos de activacién,formacién del
prondicleo masculino y sintesis de DNA ocurren normal-
mente en ambos tipos de ovocitos. Por el contrario la
capacidad del citoplasma para inducir la formacién del
4ster a partir del centriolo espermitico esta limitada
solo a aquellos ovocitos con un comportamiento metabd-
lico propio del perfodo reproductor.

FOSFORILACION DE LA PROTEINA RIBOSOMAL 56 DURANTE LA
GERMINACION DE ZOOSPOROS DE Blastocladiella emersonii
(Phosphorylation of ribosomal protein 56 during
Blastocladiella emersonii zoospores germination.)Bonato,
M.C.M., Maia,J.C.C. y Juliani,M.H. Departamento de Bio-
quimica, Instituto de Quimica, Univ. de S3ao Paulo.

Ribosomes isolated from B.emersonii zoospores contain
30 different proteins in the 405 subunit and 38 proteins
in the 60S subunit. Ribosomal proteins were identified
according to the method of "four corners" of Madjar et
al. (Molec. gen. Genet. 171: 121, 1979). Protein Sg of
the small ribosomal subunit was the major phosphoprotein
of B.emersonii ribosomes. In zoospore most of the Sg
migrated in the unphosphorylated position, with a small
amount in the first and second derivatives (Sga and Sgp).
If the ribosomes were isolated from zoospore in the
absence of NaF and phosphate, Sg was completely
unphosphorylated. Accompanying ghe germination of
zoospores in a growth medium we observed a continuous
increase in Sg phosphorylation with the appearance of
maximally phosphorylated 56 derivatives (Sgqs Sge)-
However, phosphorylation did not occur when the
germination was induced in inorganic salt solution. After
completion of germination, the shift from this inorganic
solution to a growth medium led to the appearance of the
derivatives Sg. and Sgq. Conclusion: The phosphorylation
of Sg that occurs during the zoospore germination is not
required for the resumption of protein synthesis
occurring in the transition round cell —gernling.
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