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La digestión del RNA de levadura
por la ribonucleasa va acompañada de
la formación progresiva de grupos áci
dos libres sin liberación de ácido fosfó
rico mineral. Los productos de la re
acción no son precipitables por el ácido
acético glacial, ni por el ácido clorhí
drico 0,5 M y dializan a través de las
membranas semipermeables (12). Actual
mente se sabe que la escisión de los
enlaces 3’, 5’ diéster tal como se pre
sentan en los ácidos ribonucleicos es ca
talizada por acción de las ribonucleasas
mediante una etapa de transesterificación
del enlace 5’ éster. La hidrólisis subsi
guiente del producto intermedio 2’, 3’
fosfato cíclico conduce únicamente a 3’
monoésteres, indicando que el ataque
del agua produce únicamente la rotu
ra del enlace 2’ éster (18).

La diferente especificidad mostrada
por ribonucleasas de origen distinto res
pecto al tipo de base en la posición 3’
del RNA ha constituido la base de los
estudios dirigidos a la obtención de la
estructura secuencial de diversos tipos
de RNA (7, 20).

En el presente trabajo se estudia la
especificidad de la ribonucleasa produ
cida por inducción al cultivar Pleospora
en medios de cultivo líquidos integrados
por RNA amortiguado. En trabajos an
teriores se han definido ya las condicio
nes inductivas (3, 4), purificación de la
ribonucleasa (5) y las principales carac
terísticas cinéticas (6).

Material y métodos

Nucleótidos y ribonucleasa. Las
muestras de referencia de los mononu-
cleósidos 2’, 3’ monofosfatos cíclicos y
ribonucleasa de páncreas de buey 5 x
x crist. se han obtenido de la casa Ser
va (Hcidelbcrg).

Cromatografía en capa fina. La pre
paración de las placas (10 x 20 ciu y 
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20 x 20 cm) se ha realizado mediante un
extendedor manual (Atoni, Barcelona)
desarrollándose los cromatogramas en
cubetas de vidrio cerradas hermética
mente. Como soporte de los cromatogra
mas se ha utilizado polietilenimino-ce-
lulosa (PEI-celulosa; Serva, Heidel-
berg) libre de yeso, y como eluyente se
han utilizado los sistemas siguientes:
Solvente I: Isopropanol, amoníaco, agua
(65 :10 :25 v/v) (8). Solvente II: Sulfa
to amónico M, acetato sódico M, isopro
panol (80:18:2 v/v) (9). Las placas se
han preparado siguiendo la metódica
propuesta por Randerath (13) aña
diéndose un 2 % de sustancia verde fluo
rescente a 254 m/4 (IVoelni) como con
traste. La observación de los cromato-
gramas se ha realizado con la ayuda de
una lámpara ultravioleta provista de dos
longitudes de onda uUvatoni» (Atom,
Barcelona).

Digestión del ácido ribonucleico.
Una mezcla formada por 1 mi de RNA
(6mg/ml) y 1 mi de ribonucleasa de
Píeos pora (6 un./mi) en amortiguador
Tris/CIH 0,2 M, pH 7,5 se ha incubado
a 37o C analizándose los productos re
sultantes por cromatografía monodimen-
sional en placas de PEI-celulosa.

Resultados

Cromatografía de mononucleótidos
cíclicos. En la Tabla I se presentan
los Rf que los cuatro mouonucleósidos
2’, 3’ fosfatos cíclicos muestran en la
cromatografía en placas de PEI celulosa
con los sistemas solventes I y II.

Digestión del ácido ribonucleico.
Los productos resultantes de la diges
tión del RNA de levadura por la ribonu
cleasa de Pleospora se han analizado
croniatográficamente, tomando muestras
de 10 |»1 a tiempos : 30 min, 1 h, 2 h,
4 h, 7 h, 8 h, 10 h y 24 h.

El análisis cromatográfico señala man
chas características a nivel de adenosín

TABLA I

Valores de Rt de los mononucleótidos
separados en cromatografía en placa

PEI-celulosa.

Mononucleótido (cíclicos)
Solven
te I •

Solven
te II ••

2',3,-adenosínmonofosfato. 0,53 0,68
2',3'-guanosínmonofosfato. 0,40 0,72
2',3'-citosínmonofosfato . 0,46 0,86
2,,3'-uridínmonofosfato. 0,45 0,87

* Solvente I : isopropanol, amoníaco, agua
(65 :io -.25 v/v).

** Solvente II : sulfato amónico M, acetato
sódico M, isopropanol (80:18: 2 v/v).

FiG. 1. Cromatografía en capa fina sobre
placas de PEI-celulosa desarrollada con el
solvente I. 1. Adenosín 2’,3’ fosfato cíclico.
2. Guanosín 2’,3’ fosfato cíclico. 3. Digesto
de RNA por la ribonucleasa de Pleospora.
4. Digesto de RNA por la ribonucleasa A
pancreática. 5. Citosín 2’,3’ fosfato cíclico.

6. Uridín 2’,3’ fosfato cíclico.
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Fig. 2. Cromatografía en capa fina sobre
placas de PEI-celulosa desarrollada con el
solvente II. 1. Adenosín 2’,3* fosfato cíclico.
2. Guanosín 2’,3’ fosfato cíclico. 3. Digesto
de RNA por la ribonucleasa de Pleospora.
4. Digesto de RNA por la ribonucleasa A
pancreática. 5. Citosín 2 ',3’ fosfato cíclico.

6. Uridín 2’,3’ fosfato cíclico.

2’,3’ monofosfato cíclico y guanosín
2’,3’ monofosfato cíclico, siendo la se
gunda de mayor intensidad que la pri
mera.

Paralelamente se han efectuado ensa
yos con ribonucleasa pancreática obte
niéndose manchas características a nivel
de los mononucleótidos pirimídicos cí
clicos.

En las figuras 1 y 2 se representan
esquemáticamente los resultados obte
nidos.

Discusión

En el estudio de la cinética de la es
cisión de los enlaces 3’,4’ diéster de los
ácidos ribonucleicos por acción de las
ribonucleasas se han encontrado grandes 

diferencias en la velocidad de reacción
dependientes de la base qu se encuentra
en el enlace nucleosídico en la posición
3’. En este sentido la ribonucleasa A
pancreática ataca solamente diésteres
con nucleósidos pirimídicos en la posi
ción 3’ (1, 2, 9, 15, 16), mientras que
las ribonucleasas de Taka-JD ios tasa ais
ladas por Sato y Egami (14) sólo
escinden enlaces 3’ diéster púneos, ac
tuando la ribonucleasa '1\ sobre guanina
y la ribonucleasa la sobre ademna tro;.
Otras ribonucleasas como la de JbaciUus
suotdis (11) escmden todos los enlaces
polinucleotídicos 3’,5' diéster, pero la
velocidad de reacción desciende en el
orden ácido poliguanílico, ácido pollino-
sínico, ácido poliadenílico, ácido poliun-
uínco y ácido policitidíhco con un tactor
de 10-100 entre cada uno de ellos (17).
nn general, existe una mayor afinidad
por las bases pirimídicas en el enlace 3’
en las ribonucleasas de origen animal y
por las bases púncas en las de origen
microbiano y iúngico (19).

En el caso de la ribonucleasa de Pleos
pora los cromatogramas desarrollados
con los dos sistemas solventes muestran
unas manchas claramente visibles coin
cidentes con los Rf de guauosina 2',3’
fosfato cíclico y adenosina 2’,3’ fosfato
cíclico siendo la primera de mayor in
tensidad que la segunda. Aunque en el
cromatograma desarrollado con el sol
vente X aparecen manchas débiles a ni
vel de los I<t de los fosfatos 2’3’ cíclicos
de los nucleósidos pirimídicos, la ausen
cia de las mimas en los cromatogramas
desarrollados con el solvente II excluyen
la formación de los mismos durante el
proceso de digestión del RNA por la
ribonucleasa de Pleospora. Después de
24 horas de digestión del RNA por la
ribonucleasa de Pleospora se ha obser
vado que los .únicos mononucleótidos
existentes en el digesto total son los 3’
mononucleótidos, es decir, la reacción
de despolimerización del RNA transen



95 C. M. CUCHILLO, J. M. VENTURA, K. CONCUSTELL Y V. VILLAR-PALAS!

ríe mediante la formación de un éster
fosfórico 2’,3’ cíclico de los mononu-
cleósidos guanosina y adenosina con
posterior hidrólisis y formación de los
mononucleósidos 3’ fosfatos.

La digestión del RNA mediante la
ribonucleasa A de páncreas de buey,
cuya especificidad por las bases pirimí-
dicas es bien conocida, se ha utilizado
como comprobación de la bondad del
método empleado.

Conclusiones

La ribonucleasa inducidad de Pleos-
pora presenta una especificidad marcada
hacia las bases de tipo púrico en la po
sición 3’ de los enlaces internucleosídi-
cos en la cadena de RNA.

La reacción de despolimerización del
RNA se producee a través de la forma
ción de diésteres fosfóricos cíclicos de
los mononucleósidos que contienen una
base de tipo púrico.

Resumen

atediante el análisis cromatográfico, sobre
placas de PEI-celulosa, se han estudiado los
productos resultantes de la reacción de des
polimerización del RNA de levadura por la
ribonucleasa inducida de Picos pora, habién
dose observado la formación de adenosín 2’,3’
monofosfato cíclico y guanosín 2’,3’ mono-
fosfato cíclico como únicos productos inter
mediarios de la reacción. No se ha detectado
la formación de compuestos análogos porta
dores de una base de tipo pirimídico.

Summary

Induction of ribonucleases in fungí.
IV. Enzymatic specificity.

The produets resulting of the dcpoly-
merization of yeast RNA by the action
of the Pleospora-induccd ribonuclease
have been studied by means of thin la- 

yer chromatogiaphy on PEI-cellulose
plates. The fonnation of adenosine 2’,3
cyclic monophosphate and guanosin
2’,3*  cyclic monophosphate as the only
intermediary produets of the reaction
has been shown. No analogous com-
pounds which bear a pyrimidine base
have been detected.
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