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RESUMEN 

En este trabajo se presentan evidencias inmunológicas del 

origen monofilético de las polinucleótido fosforilasas de 

una eubacteria ( Escherichia coli) ·y una arqueobacteria 

( Halobacterium halobium) . Este resultado implica que el 

ültimo ancestro coman a los tres linajes celulares actuales 

ya presentaba esta enzima, lo ql.te le permitiría tener un 

recambio efectivo de las moléculas de RNA. Ello sugiere que 

este ancestro era un organismo complejo, con un nivel básico 

de organización similar al de los procariontes actuales. 
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I. INTRODUCCION 

Al comparar las características bioquímicas y genéticas 

bisicas de los seres vivos actuales, su extraordinaria 

similitud nos sugiere su origen comün. Es decir, en algQn 

momento de la historia de la vida, probablemente existió una 

población de organismos antecesora de todas las formas de 

vida que conocemos. Para entender el posible nivel de 

complejidad existente en aquellas células ancestrales, la 

mejor alternativa posible es fijarnos en las características 

presentes en los organismos actuales: si podemos distinguir 

los rasgos derivados por transporte horizontal, las 
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caracterist~cas homólogas comunes a todas las ramas actuales 

deben haber existido ya en su ancestro común. Entonces, 

lcuántas y cuáles son las homologias entre los grandes 

grupos de organismos actuales? 

Desde que comenzaron los estudios de woese et al. 

( 1976), donde inicialmente se compararon los catálogos de 

nucleótidos 

reconoció 

obtenidos por 

la existencia 

correspondientes a tres 

digestió1:1 

de tres 

linajes 

del 16s 

tipos 

rRNA, se 

celulares 

monofiléticos: las 

arqueobacterias, las eubacterias y el nucleocitoplasma 

eucarionte. Sin embargo, la topologia del arbol filogenético 

que reúne a estos tres grupos no se pudo establecer sino 

hasta fecha reciente, cuando Gogarten et al. (1989), por un 

lado, e Iwabe et al. (1989), por otro, propusieron árboles 

elaborados con secuencias de pares de genes parálogos, de 

manera 

estos 

que uno 

árboles 

sirviera para darle una 

es evidente que existe 

raiz al otro. En 

una relación más 

cercana entre arqueobacterias y eucariontes que entre 

cualquiera de éstos y las eubacterias. Esto implica que la 

filogenia de los tres linajes celulares en su nivel más 

general se puede resumir de la siguiente manera: un primer 

evento de divergencia, que probablemente tuvo lugar en el 

Arqueano temprano ( Lazcano ~ al., 1992), separó a los 
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ancestros dp las eubacterias de los de arqueobacterias y 

eucariontes; una segunda divergencia más reciente separó a 

los ancestros de estos dos últimos grupos. 

Ello sugiere que debemos de buscar las características 

presentes en el último ancestro común en aquellos rasgos 

homólogos entre eubacterias y cualquiera de los otros dos 

grupos, o. de preferencia, entre los ~res linajes. Además, 

como argumenta Woese ( 1987), podemos discernir entre las 

características centrales, ya bien definidas desde el 

ancestro, y las que existían sólo en forma incipiente en 

éste. Woese 

aparato de 

( 1987) ejemplifica el primer caso mediante el 

traducción, que no presenta diferencias 

importantes entre los tres linajes, y que es facilmente 

reconocible como una función celular necesariamente antigua. 

En el segundo caso, las características presentes de manera 

incipiente en el ancestro universal, habrían seguido vías de 

refinamiento divergentes en el interior de cada linaje, 

dando como resultado funciones homólogas pero particulares 

para cada uno de ellos. Woese ( 1987) cita como ejemplo a 

las RNA polimerasas, que se encuentraQ presentes en todas 

las células y en muchos virus. Todas ellas funcionan de 

manera similar y se han podido reconocer subtmidades 

homólogas a B' de Escherichia coli entre las RNA polimerasas 
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de arqueoba¡:terias. eucariontes y algunos virus ( Zillig et 

al .. 1985; Lazcano et al., 1988, 1989; Rey et al., 1988). 

Además, las RNA polimerasas celulares comparten entre sí y 

con las reverso-transcriptasas y RNA replicasas una serie de 

regiones conservadas, entre las que destaca el dominio -DD-, 

qt1e esta formado por 14 aminoácidos ( Lazcano ~ al. , 1988; 

Velasco ~ al., 1992). Sin embargo, cada uno de los tres 

linajes celulares presenta un patrón característico de 

subtmidades en la RNA polimerasa, con mayor variación entre 

las arqueobacterias (Woese, 1987). 

Por último, es claro que las características ausentes en 

el último ancestro común se habrán desarrollado 

independientemente en cada linaje y representan casos de 

homoplasia entre ellos. Un ejemplo de este fenómeno es, 

según Woese 

se habría 

(1987), la forma de organización genómica, 

desarrollado luego de la separación de 

que 

los 

linajes, ya que el último ancestro común no enfrentaba el 

problema de desarrollar una estructura genómica ordenada, 

debido a su número reducido de genes. 

En efecto, Woese y Fox (1977) y woese (1987) plantearon 

que el último ancestro común fue un progenote, es decir, un 

sistema biológico en el cual el fenotipo y el genotipo se 
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encontraban¡aún unidos en forma imprecisa. La existencia en 

algún momento de la historia de una entidad semejante se 

deduce de la complejidad del aparato de traducción operante 

en las células actuales, que debe ser el resultado de un 

largo proceso evollitivo. Sin embargo, hay evidencias de que 

han existido formas más simples de traducción (Lazcano et 

al.. 1992 \. como lo prueba la homología existente entre las 

secuencias de los factores de el?ngación EF-Tu y EF-G, 

presentes en los tres linajes celulares y que provienen, por 

lo tanto, de una antigua duplicación génica, anterior a la 

divergencia de éstos (Lechner y Bork, 1987; Lechner ~ al., 

1988: Iwabe ~al.. 1989). Es decir, existen evidencias de 

que el progenote, si en efecto existió, desapareció en 

épocas muy anteriores a la existencia del último ancestro 

común ( Lazcano et ~., 1992). 

varios autores han sugerido de manera independiente que 

el RNA antecedió al DNA como material genético en las 

célt\las del Arqueano ( cf. Lazcano, 1986) , basándose en: ( 1) 

el papel central que juega el RNA en la biosintesis de 

proteínas Ccrick, 1968), la cual puede proceder en ausencia 

de DNA pero no de RNA (Spirin, 1986); (2) en la existencia 

de virus y viroides de RNA (Reanney, 1982; Diener, 1982); y 

(3) en que la síntesis de desoxirribonucleótidos siempre 
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procede vía¡ la reducción de ribonucleótidos en todos los 

linajes celulares ( Sprengel y Follmann, 1981, Lammers y 

Follmann. 1983) . 

A partir del descubrimiento de las propiedades 

catalíticas del RNA (Kruger et al., 1982; Gt1errier-Takada et 

~·, 1983: Cech .. 1987: Joyce, 1989a, 1989b) ha cobrado 

fuerza la idea de que el RNA pr_ecedió también a las 

proteínas, corno fue replanteado por Gilbert (1986), Alberts 

( 1986) y Lazcano ( 1986). Estos autores sugirieron la 

existencia de un aparato rudimentario de traducción surgido 

en célt1las basadas en genomas de RNA, en las cuales las 

actividades catalítica y replicativa dependían de moléculas 

de RNA. Esta novedad evolutiva habría sido seleccionada a 

favor debido al incremento de las capacidades catalíticas 

que supondría el "invento" biológico de las proteínas. 

Posteriormente, en células con RNA y proteínas, el DNA 

habría sido seleccionado como molécula informacional que 

diera mayor estabilidad al sistema replicativo, debido a 

que: (1) el esqueleto del DNA es menos sensible a la 

hidrólisis básica (Ferris y Usher, 1983); (2) las RNA 

polimerasas no presentan actividad editora, lo cual lleva a 

una mayor mutabilidad de los genomas de RNA en comparación 

con los de DNA (Reanney, 1982); (3) la información tiende a 
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degradarse ¡m genomas de RNA, por la reacción hidrolítica 

que desarnina a la citosina produciendo uracilo y la falta de 

una enzima correctora (Kornberg, 1980); y (4) la radiación 

ultravioleta produce más cambios fotoquírnicos en las 

moléculas de RNA que en las dobles hélices de DNA (Oró et 

al., 1990). 

El progenote de woese tenía un ge~orna basado en pequeñas 

moléculas de RNA desagregadas, con copias rnúl tiples de un 

número reducido de genes que mutaban con rapidez (Woese, 

1987). Para Woese, el ancestro universal no podía presentar 

un nivel de organización más complejo, ya que, de otra 

forma, no se podrían justificar las diferencias 

estructurales y funcionales que separan a los tres linajes 

celulares actuales. Es decir, si el ancestro hubiera tenido 

una complejidad equivalente a la de cualquiera de los 

linajes conocidos, los cambios requeridos para pasar de un 

tipo de organización a otro habrían sido demasiado drásticos 

y , por lo tanto seleccionados en contra. sobre todo en sus 

primeros pasos. En cambio, si el ancestro hubiera sido un 

progenote. más simple y rudimentario . que los organismos 

actuales, sin muchas de las funciones presentes hoy en día, 

las diferencias que observarnos entre los tipos celulares 

actuales serían atributos que el progenote no poseía, o 
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poseía en torma muy primitiva, y que se desarrollaron en 

forma independiente en cada linea. Además, la gran 

mutabilidad de los genomas de RNA, permitiría un tipo de 

evolución rápida que daría lugar, en menos de mil millones 

de aftos, a los ancestros de cada uno de los linajes (Woese, 

1987). 

Sin embargo, se puede pensar que ~oese atribuye un peso 

excesivo a las diferencias entre las células actuales, que 

son el punto de partida de su argumentación teórica. Para 

discutir la validez de su posición hay que analizar el nivel 

al cual se presentan estas diferencias, así como la magnitud 

y profundidad de las semejanzas entre los linajes. Para 

ello, como ya se ha mencionado, deben reconocerse las 

homologías entre los tres linajes. 

una similitud estadisticamente significativa entre 

secuencias de ácidos nucleicos o proteínas se considera 

como la prueba más directa de homología entre estas 

moléculas ( zuckerkandl y Pauling, 1965) . En la actualidad 

solo unos pocos genes presentes en. los tres linajes 

celulares han sido secuenciados y comparados ( Lazcano et 

al. , 19 92) . Sin embargo, con base en los estudios que se han 
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podido realizar a este respecto, se concluye que el último 

ancestro común ya poseía (Lazcano et al 1992): 

-un aparato de transcripción con una RNA polimerasa 

oligomérica, ribosomas complejos con varias proteínas 

ribosomales diferentes, y biosíntesis de proteínas modulada 

por dos factores de elongación; 

-una H+-ATPasa asociada a membrana e involucrada en 

transporte activo, con mecanismos reg~latorios; 

-un complejo conjunto de enzimas, incluyendo aquellas 

involucradas en glucólisis, oxidación del piruvato y otras 

rutas principales de metabolismos heterótrofos anaerobios; y 

-enzimas involucradas en las biosíntesis tanto de la 

histidina como del triptofano (Díaz, 1992). 

otras características que podrían haber estado presentes en 

el último ancestro común incluyen la biosíntesis de 

corrinoides (Benner ~ al., 1989), y un par de genes 

duplicados que codificaran a los tRNAs iniciador y elongador 

de la metionina (Iwabe et al., 1989). 

Todavía no se ha demostrado tajantemente la existencia del 

DNA en el ultimo ancestro común, ya que faltan por 

secuenciar y comparar genes claves a este respecto en las 

diferentes líneas de arqueobacterias, como son los que 
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codifican para la DNA polimerasa, las ribonucleótido 

reductasas y las DNA topoisomerasas. Sin embargo, varias 

líneas de evidencia sugieren la aparición del DNA antes de 

la divergencia de los tres linajes. Por un lado, estudios de 

sensibilidad a antibióticos sugieren que las DNA 

topoisomerasas de tipo II de los tres linajes son homólogas 

!Forterre et al., 1990). Por otra parte, la comparación de 

secuencias de ami11oácidos entre pequ~ñas subunidades de las 

ribonucleótido reductasas de eubacterias y eucariontes 

demuestran que se trata de una enzima muy conservada 

f.Carlson et al., 

1988 l: ade.más. 

1984; Lin et al., 1987; Slabaugh et al., 

se conoce la existencia de una vía de 

síntesis de desoxirribonucleótidos mediante reducción de 

ribonucleótidos en arqueobacterias ( sprengel y Follmann, 

1981: Elledge y Davis, 1987; Hogenkamp et al., 1987). La 

replicación del DNA presenta en los tres linajes el mismo 

esquema básico, con la participación del mismo tipo de 

enzimas (DNA polimerasas, DNA primasas, DNA topoisomerasas, 

etc.) (Oró et al., 1990). Finalmente, la complejidad con la 

q\1e aparece el último ancestro común con base en las 

características antes citadas, en cuanto_ a número de genes y 

de funciones especializadas que presentaba, seguramente 

excedía las capacidades codificadoras de un genoma de RNA 

( Lazcano et al., 1992). 
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Por lo t,anto, se puede pensar, al contrario de lo que 

·afirma Woese ( 1987), que el último ancestro común fue un 

organismo complejo, con un nivel de organización celular 

similar al de los procariontes actuales y que ya presentaba 

un genoma de DNA (Lazcano ~ al., 1992). como argumentan 

estos últimos autores, es dificil definir la linea divisoria 

entre un progenote y un organismo con la suficiente 

complejidad y fidelidad en los pr~cesos de replicación, 

transcripción y traducción como para ser considerado un 

verdadero genote. Sin embargo, si se considera al último 

ancestro común como un organismo con genoma de DNA y un 

aparato de traducción de complejidad considerable, no quedan 

muchos argumentos para visualizarlo como un progenote; en 

todo caso. se trataria de un progenote muy avanzado ( Lazcano 

et al., 1992). 

Es fácil concluir que si el RNA precedió al DNA como 

material genético, 

en el metabolismo 

las enzimas y los procesos involucrados 

del RNA deben ser también de los más 

antiguos. En particular, una RNA replicas a debe de haber 

sido de las primeras enzimas en apare.cer ( Lazcano, 1986; 

Lazcano et al., 1988). Más aún, suponiendo que existió un 

periodo durante el cual la sintesis de proteinas ocurria en 

células con genomas de RNA (Alberts, 1986; Gilbert, 1986; 
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Lazcano, 19Q6), la diversidad y complejidad de las moléculas 

de RNA que intervienen en el proceso de traducción sugiere 

la existencia de un elaborado metabolismo del RNA, que 

permitiera su utilizacion óptima, mucho antes de la 

aparición del DNA. 

Hoy en día, los mRNAs de E. coli, después de ser 

traducidos. son degradados gracias a dos enzimas diferentes: 

la RNasa II y la polinucleótido-fosforilasa (Natori y 

Mizuno, 1967; Natori et al., 1967; Donovan y Kusbner, 1986). 

Esta última enzima, la polinucleótido-fosforilasa (PNPasa) 

(polirribonucleótido: ortofosfato nucleotidil transferasa, 

EC 2. 7. 7. S) fue descubterta en 1955 por Marianne Grunberg

Manago y severo ochoa (Grunberg-Manago y Ochoa, 1955). Es 

una enzima que cataliza la polimerización reversible de 

ribonucleósidos difosfatos con liberación de fosfato 

inorgánico. Un paso de la fosforólisis o polimerización 

puede representarse mediante 

reversible: 

RpN + Pi <····> R + ppN 

P.pN = pcl'.rr:bm•leé:idc 
Pi = fcsfat: inorgánico 
R = :ebadcr 

/Hg++} O IHn+•\ 

PPN : rit.:JUC!eÓ!!dO fü¡sfito 

la siguiente reacción 
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La actividad enzimática máxima se obtiene cuando RpN es 

un polirribonucleótido de por lo menos tres nucleótidos y 

con un grupo hidroxilo en el extremo 3' , R un 

polirribonucleótido también con un hidroxilo en 3' 

1 cebador) , y ppN un ribonucleósido 5' -pirofosfato. se 

requiere también un catión divalente y se ha visto que Mg++ 

y Mn++ son los óptimos (Godefroy-colburn y Grunberg-Manago, 

1972). 

La polimerización puede ocurrir en presencia o en 

ausencia de m1 cebador. A diferencia de las RNA polimerasas, 

la PNPasa no requiere molde, ni tampoco lo puede copiar. La 

enzima también cataliza una reacción de intercambio entre el 

fosfato inorgánico libre y el fosfato r.. del nucleósido 

difosfato (Godefroy-colburn y Grunberg-Manago, 1972). 

La PNPasa se encuentra ampliamente distribuida entre las 

eubacterias ( Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 197 2) . 

Existen numerosos reportes de PNPasa en eucariontes. Sin 

embargo, en muchos casos las actividades detectadas podrían 

ser atribuidas a la acción combinada de otras enzimas 

(Smellie. 1963). La primera prueba inequívoca de la 

presencia de PNPasa en células eucariontes fue obtenida por 

Fitt y see (1970), en hepatocitos de cobayo. Sin embargo, 
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esta enzimp no sintetizaba polirribonucleótidos. Poco 

después se demostró su existencia en hojas de tabaco 

CBrishammar y Juntti, 1974), y Khan y Fraenkel-conrat (1985) 

encontraron una enzima similar en pepino. Por otra parte, 

Peterkin y Fitt ( 1971} reportaron la existencia de una 

PNPasa arqueobacteriana, 

Halobacterium cutirubrum; 

en 

sin 

la especie halofílica 

embargo, el peso que 

determinaron para esta enzima (Peter~in y Fitt, 1971; Louis 

et al 1971) es mas de 10 veces inferior al del resto de las 

PNPasas conocidas. 

En efecto, en §.· coli la enzima es un trímero de cadenas a, 

de peso molecular individual de alrededor de 86 000 Da, y de 

252 000 Da para la enzima completa (Portier, 1975). se ha 

reportado también la existencia de una forma alterna de 

PNPasa que contiene, ademas de las tres cadenas a, un número 

indeterminado de cadenas B, de 48 000 Da de peso molecular; 

la función de estas cadenas es desconocida, ya que la enzima 

es igualmente activa en su ausencia. La PNPasa de 

Micrococcus luteus es muy similar en peso y estructura a la 

de E. coli (Grunberg-Manago, 1989}, lo_que sugiere que, al 

menos entre las eubacterias, la PNPasa está muy conservada. 

Para las enzimas de tabaco y pepino se han reportado pesos 



Tabla l. Algunas PNPasas caracterizadas de Eubacterias, Eucariontes y Arqueobacterias. 

Localización celular\ P.M. 1 Subunidades Catálisis ¡ Referencias 
(KDa) j (P.M. en 

Organismo : ' KDa) 

Escherichie coli Extractos solubles !Forma A: j3a.(P.M. Fosforólisis, 1 Godefroy-Colburn y 
yribosomas i 252 ¡86 :!: 5) intercambio y i Grunberg-Manago, 

1 \3•:..+np polimerización l 1972 JForma B; l{P. M. 48!.2) Portier, 1975 
j 365 1 

Micrococcus Extractos solubles i )3(PM. Fosforólisis, \Klee, ·1968 
tuteus 220 

1
eo-7o) intercambio y 

1 i polimerización 

Cobayo (hígado) Probablemente 1 i Fosfor61isis e 1 Fitt y See, 1970 
núcleo i 1 iC1tercambio 

Tabaco (hojas) Incierta 1 1 
Fosforólisis, 1 Brishammar y 

150 1 intercambio y jJuntti, 1974 
1 ¡ polimerización 1 j 

Pepino {hojas y Incierta 1 j2{P. M. Polimerización !Khan y 
cotiledones) i 150 ¡51.6) + 1 (P. 1 Fraenkel-Conrat, 

1 JM. 48.4) 11985 1------

l 
Halobactenum Membrana 1 Fosforólisis, j Peterkin y Fitt, 1971 
cutirubrum i 11-12 intercambio y 

polimerización í 

J 
,. 
J 
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totales de l50 000 Da; se ha propuesto también que la enzima 

es un trímero de subunidades de peso alrededor de los 

50 000 Da, pero que podrían ser distintas entre sí, ya que 

corren de manera diferencial en geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida ( Khan y Fraenkel-Conrat, 1985). En cambio, 

Louis et al. (1971) reportan para la PNPasa de H. cutirubrum 

un peso de 11-12 000 Da, inferior en más de un orden de 

magnitud al de las enzimas de eubacterias o eucariontes. 

Regnier et al. (1987) secuenciaron y mapearon el gen que 

codifica para la PNPasa en ~· coli; el gen pnp se encuentra 

en tm operón qt1e incluye al gen rpso, que codifica para la 

proteína ribosomal Sl5. Estos mismos autores reportan 

homología entre una región de 69 aminoácidos en la PNPasa y 

cuatro regiones homólogas de la proteína ribosomal Sl que 

conforman su sitio de unión al RNA. Además, Velasco et al. 

(1992) localizaron un dominio -DD- en la secuencia primaria 

reportada por Regnier et al. (1987); este dominio lo 

comparten las reverso-transcriptasas, las RNA replicasas, 

las RNA polimerasas y las PNPasas; las DNA polimerasas 

presentan un dominio similar, centrado en la secuencia 

-DTDS-. Puesto que la PNPasa es una enzima independiente de 

molde. la presencia e11 su secuencia de un dominio -DD-
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sugiere que; éste está involucrado en la unión a los 

sustratos nucleotidicos (Velasco et al., 1992). 

La función de la PNPasa in vivo ha sido dificil de definir. 

Desde los años '60 se creía que probablemente la enzima no 

tuviera una función de sin tes is, ya que las al tas 

concentraciones de fosfato en el interior celular favorecen 

la reacción inversa, y además la enz~ma no lee molde alguno 

(Godefroy-colburn y Grunberg-Manago, 1972). De hecho, Natori 

et al. 11967) propusieron que la enzima está involucrada en 

el recambio de ribosomas en ~· coli y en la degradación del 

mRNA despues de la transcripción. Por otra parte, Geiduschek 

y Haselkorn ( 1969) sugirieron que el mRNA debe ser primero 

inactivado por una endonucleasa y posteriormente, los 

fragmentos deben ser degradados por la PNPasa y la RNasa II, 

ya que la polaridad de degradación de la PNPasa (3' a 5') es 

opuesta a las de transcripción, traducción y degradación del 

mRNA. La localización de la PNPasa en 

células animales sugiere también su 

degradación del hnRNA (Harris, 1963). 

el nücleo de algunas 

participación en la 

En 1986 se demostró, mediante ensayos de complementación 

genética. que la PNPasa ejerce, efectivamente, la función 
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de degrada9ión de mRNAs, la cual comparte con la RNasa II 

(Donovan y Kushner, 1986), Los resultados de este trabajo 

parecen indicar que no se requiere de la PNPasa para la 

degradación de tRNAs ni rRNAs, 

Debido a la amplia distribución filogenética de la PNPasa, 

ésta podria haberse encontrado ya presente en el último 

ancestro común, De hecho, sus prop~edades estructurales y 

funcionales apoyan esta idea. En comparación con las RNA 

polimerasas celulares, la PNPasa es una enzima pequefia (su 

tamafio en eubacterias, alrededor de 200 KDa, es inferior a 

la mitad del de la RNA polimerasa, de alrededor de 500 KDa) 

y de estructura simple. La sintesis de RNA que realiza in 

vitre es más sencilla, puesto que no utiliza molde. La 

PNPasa podria parecer una RNA polimerasa primitiva. Sin 

embargo, la PNPasa no funciona como enzima de sintesis en 

las células actuales, y probablemente nunca lo hizo. Por 

otra parte, no existen pruebas contundentes de que comparta 

un origen común con el resto de las polimerasas, ya que el 

dominio -DD- es tan corto que no se puede descartar la 

posibilidad de una convergencia (Lazcano et al., 1991; 

Ve lasco ~ al., 1992), y no existen evidencias de que se 

compartan secuencias adicionales de mayor tamafio. 
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Sin emba~·go, es obvio ql\e la aparición de t1na enzima qt1e 

permitiera t1n recambio eficiente de las moléct1las de RNJ>. 

sería muy ventajosa en una célula primitiva. En particular, 

la PNPasa no solo permitiría la degradación de los RNJ>.s 

despt1és de qt1e estos ht1bieran ct1mplido st1 ft1nción, sino que, 

además, representaría t1n ahorro energético para la célula; 

en efecto. la reacción fosforolítica produce nuevos 

nt1cleósidos difosfatos, que pueden entonces ser reutilizados 

como tales. o bien, tras fosforilarse para formar NTPs, 

pueden ser nuevamente t1sados para la síntesis de 

polirribonucleótidos, dismint1yendo asi el requerimiento de 

sintesis de novo de ribonucleótidos y conservando la energía 

del enlace fosfato. 

Por lo anterior, en este trabajo se buscaron evidencias de 

homología entre las PNPasas de t1na et1bacteria (_§. coli) y 

una arqueobacteria (_tt. halobit1m) , para intentar probar la 

hipótesis de un origen común, es decir, de la presencia de 

la PNPasa en el último ancestro universal. Para detectar 

esta posible homología se realizaron pruebas de 

reconocimiento inmt1nológico crt1zado, mediante un anticuerpo 

monoclonal desarrollado contra la enzima et1bacteriana. Las 

pruebas inmt1nológicas, aunque no son tan determinantes en el 

reconocimiento de homologías entre proteínas como la 



19 

comparación¡de secuencias, son un método ampliamente usado y 

muy rico en información evolutiva. No está por demás 

recordar que la primera filogenia basada en el grado de 

similitud entre una misma molécula en diferentes organismos 

la realizó Morris Goodman en 1962, utilizando técnicas 

inmunológicas, a partir de las ideas sugeridas por Nuttall 

desde 1902. En el caso particular de las polimerasas, la 

eficiencia de los métodos inmunológicos fue ampliamente 

demostrada con el trabajo de Zillig et al ( 1905), que 

determinó la homología de distintas subtmidades de RNA 

polimerasas de eubacterias, arqueobacterias y eucariontes. 
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II. HIPOTESIS 

La PNPasa es probablemente una enzima antigua, que se 

encontraba presente en el ültimo ancestro comün a todos los 

seres vivos actuales. De haber sido así, las arqueobacterias 

deberían presentar PNPasas homólogas a las enzimas 

eubacterianas, probablemente con similitudes estructurales 

suficientes como para ser reconocidas por un mismo 

anticuerpo monoclonal. Es pues probable que lln anticllerpo 

monoclonal dirigido contra la PNPasa de l;· coli reconozca a 

la enzima de B'.· halobillm, cl!ya existencia se predice. 
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III. OBJETIVOS 

El objetivo general de este trabajo fue buscar evidencias 

del origen monof ilético de las PNPasas eubacterianas y 

arqueobacterianas, mediante 

inmunológico cruzado. Para 

siguientes puntos: 

pruebas 

ello, 

de 

se 

reconocimiento 

plantearon los 

-establecer cultivos sólidos y líquidos de !:!.· halobium; 

-aislar la posible PNPasa de !:!· halobium, en estado serni

puro; 

-detectar actividad de PNPasa en extractos de !:!· halobium; y 
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-realizar inrnunodetecciones, mediante tm anticuerpo 

monoclonal ,Preparado contra la PNPasa de ~. coli, para 

establecer si este reconoce o no a la posible PNPasa de H. 

halobiurn. 
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IV. MATERIALES Y METODOS 

CULTIVO DE Halobacterium halobium 

El medio de cultivo se utilizó de acuerdo a la "American 

Type Culture Collection", Maryland, ATCC 29341 (ver 

apéndice). Los cultivos de almacenamiento se mantuvieron en 

medio con 2% de aqar en tubos con . tapa de rosca. Se 

crecieron a 30ºC de 2 a 3 semanas y se guardaron a 4ºC. 
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bacteriorruberina (Stoeckenius, 1978). 
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A partir de los anteriores, se prepararon cultivos 

líquidos a gran escala, que se sembraron bajo condiciones 

estériles y se incubaron a 30°c con agitación vigorosa (250 

rpm). La cosecha se llevó a cabo en fase estacionaria 

temprana por centrifugación a 5ºC (6000 rpm). Después, se 

lavaron una vez en solución salina (medio de cultivo sin 

extracto de levadura y sin peptona) Y.se guardaron a -7o 0 c. 

En las Fig. 1 y 2 se muestran la curva de crecimiento y el 

espectro de absorción de los pigmentos de H. halobium, 

respectivamente. Las mediciones de absorbancia se realizaron 

en un espectrofotómetro Beckman DU-50. En la Fig. 2, la 

velocidad de barrido fue de 500 nm/min; los tres picos 

observables son caracteristicos de la bacteriorruberina, 

carotenoide membranal de H. halobium. 

AISLAMIENTO DE LA POLINUCLEOTIDO-FOSFORILASA 

La posible PNPasa de H. halobium se aisló mediante el 

método descrito 

deteniéndose antes 

sephadex G-200. 

por 

de 

Peterkin y Fitt 

la purificación. por 

(1971), pero 

filtración en 
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El procedimiento se realizó a 0-5°c. Las células se 

resuspendier,on en la solt1ción amortiguadora A. ( 2. 5 M KCl-1 M 

Nacl-10 mM tris HCl, pH 8.5), y fueron sonicadas en 

porciones de 50 ml, en baño de hielo, durante 10 min con un 

desintegrador ultrasónico Branson con intensidad de 8, 50%. 

La mezcla se centrifugó a 27 000 g durante 20 min, para 

descartar las células restantes. Después de una segunda 

centrifugación de 1 h a 80 000 g, 84 ml de sobrenadante se 

dializaron en un tiempo de 2 h contra dos cambios de 

amortig1.1ador 10 mM de Tris-HCl (pH 8.5, 1 1). A. esta 

suspensión libre de sales se le adicionó sulfato de amonio y 

se colectó la fracción insoluble entre el 45% y el 85% de 

saturación; ésta se resuspendió y se dializó contra la 

solución A.. 

DETECCION DE LA. PNPasa in situ 

se siguió el protocolo descrito por Thang et al. ( 1967) 

para E. coli, con las modificaciones que se describen a 

continuación. se pesaron 0.5 g (peso húmedo) de células de 

H. halobium y se resuspendieron en 2 ml de solución 

amortiguadora A.. Después de sonicar y centrifugar a 27 000 g 

por 20min, el extracto crudo obtenido se fraccionó en 

alícuotas de 250 µl. En ocasiones, el extracto fue 

previamente concentrado; para ello, se depositó en una bolsa 
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de diálisis
1
que se cubrió con polietilenlicol en polvo, y se 

mantuvo a 4ºC de 30 min a 1 h. 

A algunas alícuotas se les adicionaron 2 ill de DNasa I 

(donación del Dr. Guarneros) y se dejó reaccionar durante 30 

min a 4°c. 

se adicionó amortiguador de carga (5X) para DNA (azul 

de bromofenol 0.025%, glicerol 30%) a los extractos y las 

mezclas se corrieron en geles n9 desnaturalizantes de 

poliacrilamida al 10%. Al final de la corrida los geles se 

incubaron a 37°c por al menos una noche en la mezcla de 

reacción siguiente: Tris-HCl 0.15 M, EDTA 0.4 mM, ADP 40 mM, 

MnC12 5mM, MgC12 5mM, KCl 1.25 M y NaCl 0.5 M. Inicialmente 

se probaron varios pHs para 

finalmente el ph 7. 6 para 

la reacción, adoptándose 

todas las pruebas. Las 

concentraciones de los solutos se tomaron de un ensayo de 

actividad utilizado por Peterkin y Fitt (1971) para medir la 

incorporación de nucleósidos difosfatos marcados con e en 

una forma insoluble en ácido. En los controles negativos, 

los geles se incubaron en una mezcla que contenía los mismos 

solutos, a excepción del ADP. 

Como control positivo se usó PNPasa de E.~ (Sigma), 

que se corrió en las mismas condiciones y se incubó en una 
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solución de,.Tris-HCl O.l M, pH 8, MgC12 O.OlM, EDTA 0.1 rnM, 

ADP lOrnM. 

Posteriormente, para revelar el polirnero de AMP formado 

por la PNPasa, los geles se fijaron y se tiñeron con naranja 

de acridina 1%-acido acetico 7%, o con bromuro de etidio a 

una concentración final aproximada de lOug/rnl. 

Las bandas reveladas por actividad fueron cortadas y 

molidas en un mortero con amortiuador de Laemmli (Tris O. 6 

M, pH 6. B, sos 2%, glicerol 10%, azul de bromofenol mg/rnl) . 

Las mezclas así obtenidas se hirvieron durante 1 min y, tras 

adicionarles 2-mercaptoetanol a una concentración final de 

5%, se corrieron en geles desnaturalizan tes de 

poliacrilamida-sns (10%) y se transfirieron a nitrocelulosa 

para realizar la inmunodetección, corno se describe a 

continuación. 

ELECTROFORESIS E INMUNODETECCION 

Las electroforesis en gel de poliacrilamida ( 10 %) con 

dodecilsulfato de sodio ( SDS-PAGE) se real izaron siguiendo 

esencialmente el procedimiento descrito por Laemrnli ( 1970). 
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Las electro~oresis en geles nativos a una concentración de 

poliacrilamida de 7.5 %, se realizaron según Davis (1964), 

utilizando una cimara Mini-Cell de Bio Rad. 

Las proteínas se transfirieron electroforeticamente a 

membranas de nitrocelulosa, por un periodo de 2h y a una 

intensidad aproximadamente constante de 0.7 A. 

El patrón de bandas obtenido se tiñó con negro de amido. 

Los papeles de nitrocelulosa con las proteínas transferidas 

se incubaron con agitación constante, durante lh a 

temperatura ambiente, en una solución de leche en polvo al 

5% en PBS-Tween ( KH2P04 1. 5 mM' Na2HP04 a. 1 mM' KCl 2. 7 mM' 

NaCl 137 mM, Tween 0.05%). Se lavaron 7 veces con PBS-Tween 

y se incubaron con los medios o sueros correspondientes en 

las condiciones descritas lineas arriba. Los papeles fueron 

nuevamente lavados y se les aplicó anticuerpo peroxidado de 

chivo anti-raton, diluido 1: 2 000 en PBS Después de la 

incubación y los lavados previamente descritos, los 

complejos antígeno-anticuerpo-anticuerpo peroxidado fueron 

identificados por la reacción colorida con peróxido en 

presencia de 3-3diaminobenzidina en amortiguador de 

fosfatos, pH 7.4, por 15 min. 
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Los ensayos de cuantificación de proteínas se realizaron 

por el microensayo de Bio Rad (Bio Rad Protein Assay Kit I, 

#de catalogo 900-0001), o por el método de Bradford (1976). 

ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos monoclonales utilizados en este trabajo 

fueron elaborados en el Laboratorio del Dr. Mam.1el 

Hernandez, en la Unidad de Reactivos Inmunologicos y 

Anticuerpos Monoclonales del Departamento de Biología 

Celular del Centro de Investicaciones y Estudios Avanzados 

del Instituto Politecnico Nacional (CINVESTAV, IPN). Los 

anticuerpos monoclonales se prepararon contra la PNPasa de 

E. coli, obtenida de Sigma, mediante la tecnica descrita por 

Andrew y Titus (1991). 
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V. RESULTADOS Y DISCUSION 

En la Fig.3 se puede observar el patrón de bandas 

obtenido al correr en un gel de poliacrilamida-SDS al 10% la 

preparación de PNPasa de §. coli obtenida de Sigma. La 

PNPasa de ~. coli es un trímero de cadenas a de peso 

molecular 86 000 +- 5000, en ocasiones asociado a cadenas B 

(48 000 +- 2000), de función desconocida (Portier. 1975). 

Soreq y Littauer ( 1987) determinaron mediante SDS-PAGE un 

peso similar de 84 000 +- 5000 para la cadena alfa. El 

patrón obtenido nos indica que la enzima no se encuentra 

totalmente pura, ya que aparecen numerosas bandas, con pesos 
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moleculares ¡que abarcan aproximadamente de lBO 000 a 36 000, 

segun los marcadores de al to y bajo peso molecular 

utilizados. se puede identificar un grupo de varias bandas 

agrupadas alrededor de la marca de los B4 000 Da, que 

probablemente corresponden a formas ligeramente 

proteolizadas de la sllbunidad alfa de la PNPasa. También se 

observa una banda gr1.1esa alrededor de los 4B 000 Da, 

probablemente debida a la presencia d~ cadenas B , descritas 

por Portier (1975). 

En la Fig. 4 se muestran los patrones de bandas 

reconocidos por los sueros inmunes, a partir de los cuales 

se seleccionó el anticuerpo monoclonal utilizado en este 

trabajo, asi como el patrón reconocido por dicho anticuerpo. 

El monoclonal reconoce aún varias bandas, q1.1e corresponden 

al grupo de B4 000 Da ( subunidad a), la banda de 4B ooo Da 

(subunidad B) y una banda cercana a los 36 500 Da. Ello 

st1giere que el epí tope reconocido por el anticuerpo 

monoclonal no es exclusivo de la subtmidad a, sino que ésta 

lo comparte con la sttbtmidad B y otro péptido de nat11raleza 

desconocida, que podría ser algún producto de proteólisis de 

cualquiera de las dos subunidades. El reconocimiento de 

ambas subunidades de la PNPasa por un mismo anticuerpo 

monoclonal implica que estas comparten características 



Fi9• -·-¡·~-·-Patrón eiectroioréttco laJ·- e: 
innunodetecciones (b·f) de la PllPasa semi· , 
pura de E. coli (Sigma), (b y c) sueros' 
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aonoclonal. ( f J Medio de cultivo para; 
hibridomas, Los pesos moleculares de: 
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Fia. 3. Patrón eleeúófoéí.ico de la 
PllPasa seni·pura de B. coli. Bl análisis 
se realizó por SDMAGB{Tü\J, El carril 
de la izquierda contenía 3 µl de la 
preparación de E, coli obtenida de Sigma 
( 6' 8 µg/µl J. Él cmil de la d~recha 
contenía una mezcla de los siguientes 
earcadores de peso molecular (KDa): !, al 

.eacroqlobulina ( 180); 2, B gal actos idas a 
(116); 3, fructosa+fosfato quinasa (84); 

4, piruvato quinasa (58); 5, fumarasa 
(48.5); 6, deshidroqenasa l!ctica (36.5); 
7, triosa·fosfato isoeerasa (26), 
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estructural~s y que los genes que las codifican pueden ser, 

al menos parcialmente, homólogos, aunque podrian estar 

incluso codificadas en el mismo gen. 

Para detectar la PNPasa de !:!· halobium in situ, se 

probaron mezclas de reacción ajustadas a diferentes pH, 

cubriendo el rango reportado como óptimo por Peterkin y Fitt 

(1971). En la Fig. 5 se observan diferentes tiras de gel 

incubadas en la misma mezcla de reacción, pero a pH de 9. O, 

8. 6, 8. 2 y 7. 6, de izquierda a derecha. La última tira de 

gel es el control positivo de PNPasa de .§_. coli (Sigma), 

corrida en las mismas condiciones e 

condiciones descritas por Thang ( 1967). 

incubada en las 

Las tiras de gel 

fueron teñidas con naranja de acridina 1%-acido acetico 7%. 

En las tiras b, c y d podemos observar en el eKtremo 

superior del gel, justo debajo de los respectivos pozos, una 

banda naranja, constituida por un material filamentoso que 

se desprende facilmente. Ligeramente por debajo de ella, se 

ve una segunda banda teñida, más delgada. Además, eKisten 

ciertos restos coloridos en el fondo de los pozos que no 

pudieron penetrar al gel. El naranja de acridina se une 

selectivamente a los ácidos nucleicos, por lo que las bandas 

descritas podrían corresponder a polimeros de AHP 
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sintetizado~ por la PNPasa, o bien a ácidos nucleicos de 

al to peso molectllar presentes en el extracto crudo. La 

escasa penetración de las bandas al gel y la poca diferencia 

existente con los controles negativos hicieron sospechar que 

se trataba de fragmentos de DNA cromosómico de ~· halobiurn 

de al to peso molecular. Sin embargo, como veremos más 

adelante, existen varias evidencias que sugieren que se 

trata de polímeros sintetizados por la PNPasa. 

Por un lado, no se observan bandas teñidas en la tira 

incubada a pH 9 y la intensidad y amplitud de las bandas 

at1menta ligeramente al disminuir el pH, hasta un máximo en 

7.6 (Fig. 5), por lo que todos los ensayos posteriores se 

realizaron a este pH. La diferencia de resultado según el pH 

indica probablemente que lo que se está revelando es una 

actividad enzimática. 

Para discernir si los resultados obtenidos eran 

significativos con respecto a los controles negativos, es 

decir, si las bandas observadas se pueden atribuir realmente 

a la síntesis de un polímero de AMP por la PNPasa a partir 

del ADP presente en el medio de reacción, se obtuvieron 

nuevos extractos crudos de H. halobium y se concentraron con 

polietilenglicol. Además, los geles se tiñeron con bromuro 
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de etidio, $!lle es un colorante de mayor sensibilidad que el 

naranja de acridina para la detección de ácidos nucleicos. 

En la Fig. 6, se observan los resultados obtenidos por este 

procedimiento. La diferencia con los controles negativos (a 

la izquierda} es ahora notoria. Bajo luz ultravioleta, se 

observa una zona teñida en la parte superior del gel, que 

destaca a pesar de un fuerte fondo. En la fotografía se 

aprecia claramente que la banda si penetra al gel. 

Para resolver el problema de la fuerte tinción del fondo 

y descartar la posibilidad de que las bandas observadas 

fueran DNA cromosómico, una alícuota de extracto crudo 

concentrado fue tratada con DNasa I previo al corrimiento de 

la electroforesis en gel no desnaturalizante. El resultado 

obtenido despues de la tinción con bromuro de etidio se 

observa en la Fig. 7. El fondo desaparece por completo, lo 

que demuestra que este era causado por un barrido de DNA de 

diferentes tamaños. En cambio, se observa una clara banda 

teñida, que no se encuentra en el control negativo a la 

derecha} y que no puede corresponder mas que a un polímero 

de AMP sintezado por la PNPasa de H. halobium. La banda es 

sin embargo más· delgada y definida ql1e la zona teñida que se 

observa en la parte superior del gel en la Fig. 6, por lo 

que probablemente ahí se encontraba también DNA de alto 
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' 
Fig. 5. Detección in si tu de la posible 
PllPasa de H. halobTun:---Lá electroforesis 
se realizó --eñ9eles nativos de 
poliacrilanida { 10\}. Los carriles a·d 
contenían 21 µl de extracto crudo de H. 
halobiun. Los pHs de los nedios de 
incubación (descritos en Materiales \' 
Métodos} fueron, de izquierda a derecha: 
9, 8.6, a.2 l' 7 .6. El carril e contenía 10 
µl { 6, a µg/µl} de la preparación de PllPasa 
mi-pura de E. coli {Signa}. Los geles se 
tiñeron con naranja de acridina {U}. 1 

fig. 6. Detección in situ de Ía posible 
PllPasa de H. halobfün.'iOdos los carriles 
contenían - 24--µl-de extracto crudo 
concentrado. El pH de los nedios de 
incubación (descritos en Materiales y 
Métodos} fue de 7. 6. El gel de la 
izquierda se incubó en ausencia de ADP. La 
tinción se realizó con bromuro de etidio 
(10 µg/cl). 

Fig. 7. Detección in situ de la posible 
PI/Pasa de H. halObi~ Mbos carriles 
contenían 24 ~ extracto crudo 
concentrado, tratado con DNasa I. Sl 
carril de la derecha se incubó en ausencia 
de ~.DP. La tinción se realizó con broauro 
de etidio {10 ug/cl}. 
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peso molecu;Lar, además del producto de la actividad de la 

PNPasa. 

Muestras de la fracción de extracto de H. halobium 

parcialmente purificada para enriquecerla en 

el método de Peterkin y Fitt (1971), fueron 

geles no desnaturalizantes y transferidas 

PNPasa, según 

corridas en 

a papel de 

nitrocelulosa. En la Fig. 8 se puede .ver la inmunodeteccion 

obtenida con el anticuerpo monoclonal. La flecha señala el 

inicio del gel separador (7.5% de acrilamida). 

Inmediatamente por debajo se observa una banda reconocida 

por el monoclonal, seguida de otra más tenue. Estas bandas 

tienen una bt1ena .correspondencia con las obtenidas en los 

ensayos de actividad, que se muestran en las figuras 

anteriores. Además, se puede observar también una banda de 

proteína que permaneció en el gel concentrador ( 3. 9% de 

acrilamida), y que puede corresponder al material que 

tampoco logró penetrar a los geles de los ensayos de 

actividad ( 10% de acrilamida). Por lo tanto, las bandas 

reveladas por actividad sí corresponden a la PNPasa y esta 

sí es reconocida por el anticuerpo -monoclonal dirigido 

contra la enzima de E. coli. 
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La PNPasa de B. halobit1rn tiene pues una movilidad escasa 

en geles ny.tivos de poliacrilarnida. Esto puede deberse a 

varios factores. Podría tratarse de una proteína de gran 

tamaño, o encontrarse en forma de agregados suprarnoleculares 

preservados por las condiciones electroforéticas no 

desnaturalizantes. 

tanto Peterkin y 

Sin 

Fitt 

embargo, 

( 1971) 

hay 

corno 

que 

Lo u is 

hacer notar que 

et al. ( 1971) 

reportan un peso molecular para la PNPasa de B· cutirubrurn 

de 11 000-12 000. Los mismos autores demuestran que la 

PNPasa de H. cutirubrurn se encuentra asociada a la membrana 

y es liberada dt1rante la sonicación de las células, ya que 

la enzima que ellos aislaron se encuentra asociada a lipidos 

característicos de la membrana de esta arqueobacteria (Ka tes 

et al., 1966). Este hecho podria explicar la poca movilidad 

de la enzima, ya que es posible que ésta, por ser una 

proteína asociada 

cargados. ~dernas, 

a membrana, presente pocos residuos 

las zonas teñidas en los geles de 

actividad siempre presentan, antes de la tinción y en los 

blancos, un color rojo debido sin duda a la 

bacteriorruberina, carotenoide rnembranal de H. halobiurn. 

Para confirmar que la PNPasa de _!j. halobiurn detectada por 

actividad es reconocida por el monoclonal, y para ganar 

alguna información sobre su composición en subtmidades y su 

peso molecular, se cortó de los geles la zona teñida con 
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naranja de ~cridina o con bromuro de etidio. Esta se maceró 

en amortiguador de Laemm1i y se corrió electroforeticamente 

en condiciones desnaturalizan tes. Los péptidos obtenidos 

fueron después transferidos a nitrocelulosa para realizar la 

inmunodeteccion. En la Fig. 9, se presenta el patrón de 

péptidos teñidos con azul de coomassie en el gel, así como 

los péptidos detectados mediante negro de amido sobre el 

papel y la correspondiente inmunodete7cion. En el gel se ven 

tres bandas relativamente cercanas pero bien diferenciadas, 

mientras que en el pape1 solo se observan dos de ellas, de 

pesos moleculares aproximados de 70 000 y 55 000 Da. La 

tercera banda ( alrededor de 50 000 Da) no fue transferida 

de manera efectiva, o bien, no se detectó mediante negro de 

amido, menos sensible que el azul de coomassie. En la 

inmunodetecc ion, podemos observar que ambas bandas teñidas 

por el negro de amido son reconocidas por el anticuerpo 

monoclonal. La PNPasa de H. halobium 

aparentemente, formada por tres subunidades 

aunque también podría tratarse de diferentes 

está pues, 

distintas, 

estados de 

degradación de una misma cadena, ya q\1e por lo menos dos de 

ellas son reconocidas por el mismo anticuerpo monoclonal; 

sobre el tercer peptido no se puede concluir nada, ya que el 

hecho de que no sea evidenciada ni por el negro de amido, ni 

por la inmunodetección apoya la posibilidad de que no se 
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haya transf,erido efectivamente al papel de nitrocel1.1losa. 

sea como f1.1ere, la menor de las cadenas detectadas tiene 1.1n 

peso molec1.1lar de aproximadamente 55 ooo Da, m1.1y s1.1perior al 

peso reportado por Peterkin y Fitt ( 1971) para la enzima 

completa. Ademas, tanto por la poca movilidad de la enzima 

en geles nativos, como por los antecedentes de peso 

molec1.1lar elevado y estr1.1ct1.1ra trímerica de las PNPasas de 

e1.1bacterias (Portier 1975) y e1.1cariontes (Khan y Fraenkel

Conrat 95), es posible s1.1poner q1.1e el complejo activo de la 

enzima este comp1.1esto por varias s1.1b1.1nidades, idénticas o 

no, y sea de elevado peso molec1.1lar. 



Fig, B. Extracto se~i-puro de H. halobiun, 
analizado en un gel -nafiVO!ie 
poliacrilalida (1.1%), y transferido a 
papel de nitrocelulosa. (a) Patrón 
electroforético. ( i) Innunodetección 
~ediante el anticuerpo aonoclonal. La 

: ílecha indica el inicio del gel separador. 

Fig. 9. Bandas detectadas por actividad, 
aaceradas en amortiguador de Laenoli y 
analizadas por SDS-PAGE (10%). (al Patrón 
electroforético en papel de nitrocelulosa, 
teñido con neºro de amido. (i) 
Innunodetección ~ediante el anticuerpo 
nonoclonal. (e) Patrón electroforético en 
gel, teñido con azul de Coonassie. Las 
flechas indican las posiciones de los 
aarcadores de peso nolecular nás proKi;.os 
a las bandas obtenidas (KDa): (!)' 
fructosa-6-fosfato quinasa (81), (l) 
piruvato quinasa (58) y (3) funarasa 
(IB.5). 

a e 
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CONCLUSIONES 

En este trabajo hemos confirmado la existencia de una 

polinucleótido-fosforilasa en el género arqueobacteriano 

Halobacterium, previamente reportada por Peterkin y Fitt 

(1971) para H. cutirubrum. La PNPasa de!:!· halobium presenta 

actividad de polimerización de nucleósidos difosfatos, sin 

requerimiento de cebador para el extra_cto crudo, al igual 

que la PNPasa halobacteriana descrita previamente. En 

general, las polinucleótido-fosforilasas presentan tres 

tipos de acción, i.e., polimerización, fosforólisis e 
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intercambio,- de fosfato. Mientras que algunos extractos 

enzimáticos presentan unicamente las actividades de 

polimerización e intercambio (Fitt y see, 1970), no se ha 

encontrado ninguna que sea tmicamente sintetizadora ( Khan y 

Fraenkel-Conrat, 1985). Siendo las tres actividades 

resultado de una única reacción reversible, favorecida en el 

sentido de la fosforólisis en el interior celular (Godefroy

colburn y Grunberg-Manago, 1972) ~ siendo esta última 

función la que tiene importancia biológica (Grunberg-Manago, 

1989), no dudamos que la PNPasa de H. halobium presente 

también las otras dos actividades. 

Sin embargo, en este trabajo se pusieron de manifiesto 

ciertas diferencias con los datos reportados por Peterkin y 

Fitt (1971). Estos autores reportan el rango de pH 8.2-9.0 

como el óptimo para la actividad polimerizadora de la PNPasa 

de H. cutirubrum. En cambio, en los presentes ensayos de 

síntesis iniciales ( Fig. 3) no se encontro actividad a pH 

9 . O y a pH 7 . 6 se observaron las bandas ligeramente más 

intensas y anchas, por lo que se adoptó este pH para los 

ensayos posteriores. Pero sobre todo, .nuestros resultados 

indican que la PNPasa de ~. halobium es un molécula de peso 

muy superior a los 11 000-12 000 Da reportados por Petetkin 

y Fitt (1971) y Louis et al (1971), lo que concuerda mejor 
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con los val,ores conocidos para todas las demás PNPasas de 

eubacterias y eucariontes. La posibilidad de que la misma 

molécula difiera tan considerablemente en peso entre dos 

especies de un mismo género es remota. Por lo tanto, 

tendemos a pensar que el peso reportado para H. cutirubrurn 

es incorrecto. 

Un anticuerpo monoclonal dirigido .contra la PNPasa de E. 

coli reconoce tanto a la enzima no desnaturalizada de H. 

halobiurn, como a la ( s) cadena ( s) que la conforman. Esto 

significa que las PNPasas de organismos tan distantes 

filogeneticamente comparten por lo menos un epitope, es 

decir, presentan cierta similitud estructural, lo cual es un 

reflejo de una similitud existente a nivel de secuencias 

génicas. Por lo tanto, el gen que codifica para la PNPasa de 

H. halobiurn debe presentar por lo menos un segmento similar 

y, por· lo ta11to, posiblemente homólogo, a algún segmento de 

la secuencia conocida de la subunidad a de la PNPasa de E. 

~· El monoclonal utilizado no fue dirigido contra ninguna 

región en especial de ésta, corno podria ser un sitio activo 

o un sitio de unión, con mayor probabilidad de conservarse a 

través de la evolución por las restricciones infligidas por 

su función. Sin embargo, el monoclonal se unió a la enzima 

de !:!· halobiurn; es improbable que el anticuerpo monoclonal 
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seleccionad9 haya resultado casualmente dirigido contra una 

zona especialmente conservada, por lo que probablemente el 

epítope reconocido por el monoclonal utilizado no sea el 

único que comparten ambas enzimas; es decir, es probable que 

exista mas de un segmento homólogo entre ambos genes. 

En todo caso, la reacción cruzada con el anticuerpo 

monoclonal indica que los genes que c?difican para la PNPasa 

en una arqueobacteria, H. halobium, y una eubacteria, E. 

coli, poseen. al menos, algunas regiones que son homólogas. 

Esto significa que antes del primer evento de divergencia 

que separó a los ancestros de eubacterias y arqueobacterias 

(Gogarten et al., 1989; Iwabe et al., 1989; Lazcano et al., 

1992), existió un gen ancestral a ambos genes actuales. Es 

pues razonable suponer que el último ancestro común a todas 

las formas de vida actuales presentaba ya un gen que 

codificaba para una enzima con actividad de PNPasa. 

Aunque la PNPasa exhibe in vitre tres funciones 

diferentes. hoy se sabe que la función de esta enzima in 

vivo es degradativa, siendo responsable. del recambio de los 

mRNA (Donovan y Kushner, 1986), participando así en la 

regulación de la traducción. se han sugerido para la PNPasa 

otras funciones específicas de degradación de diferentes 
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tipos de RNl]., como rRNA ( Natori ~ al., 1967) o hnRNA en el 

núcleo de celulas animales ( Harris, 1968) . In vi tro, la 

PNPasa puede degradar tambien tRNA (Thang g al., 1967b), 

aunque mucho mas 

(Grunberg-Manago, 

in vivo de esta 

lentamente que otros polirribonucleótidos 

1963) , Es pues posible que las funciones 

enzima sean mas amplias que el simple 

recambio de los mRNA. 

En todo caso, el último ancestro común a los tres linajes 

monofiléticos actuales probablemente poseia ya una enzima 

capaz de degradar moléculas de RNA, lo Ct\al permitia St\ 

recambio después de que hubieran cumplido con su función. 

Además, la reacción fosforolítica de la PNPasa produce 

nuevos nucleósidos difosfatos, que pueden ser reutilizados 

para cualquiera de sus funciones, o bien, tras la adición de 

un solo fosfato, formar NTPs y servir para la sintesis de 

nuevos polirribonucleótidos. Al conservar los monómeros 

intactos para su posterior reutilización, la PNPasa ahorra a 

la célula un enorme gasto energético en la síntesis de novo 

de ribonucleótidos. Además, a diferencia de las nucleasas, 

la PNPasa conserva la energía del enlace fosfato al liberar 

nucleósidos difosfatos en lugar de monofosfatos, por lo que 

disminuye aún más la demanda de energia durante el recambio 

del RNA ( Godefroy-Colburn y Grunberg-Manago, 197 2 l . Además 
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de permitir el reciclaje de los ribonucleótidos. la 

actividad degradadora de la PNPasa es en sí tma forma de 

regulación sobre el evento de la traducción, porque ésta es 

determinante sobre la vida media de los mRNAs y, por lo 

tanto. sobre el número de moléculas de una proteína que se 

llegarán a producir. De una célula con un efectivo 

reciclaje de los RNAs y con la posibilidad de ejercer un 

control requlatorio a nivel de la traducción, no puede 

decirse que tuviera una relación imprecisa entre genotipo y 

fenotipo, es decir, no se le puede considerar un progenote. 

Poi· lo tanto. se concluye a partir de los datos aqui 

presentados que el último ancestro común puede ser 

co11s iderado tlll verdadero genote. probablemente bastante 

parecido, en su nivel básico de organización, a los 

procariontes acttiales. El origen de los primeros sistemas 

celulares debio haber ocurrido. pues, mucho antes de la 

separacion de aequeobacterias y eubacterias (Lazcano ~ ~·, 

1992). 
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