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Las mutantes de auxotrof!a que muestran carencias en una vía 

biosintética y que vuelven a su crecimiento normal cuando se les 

proporciona el producto normal de dicha v!a, han sido una herra­

mienta muy aprecida en los estudios genéticos y bioqu!micos. Se 

han utilizado para determinar los pasos que se siguen en la sínte­

sis de un determinado met~bolito, los intermediarios que se forman 

y los posibles pasos de regu1aci6n y bifurcaci6n de v!as metab6li-

cas. 

En Kluyveromyces lactis se han empleado comanmante cepas "mar­

cadas" con algan requerimiento, para llevar a cabo estudios de tipo 

genético 

Durantes el ciclo de vida de esta levadura, el estado diploi­

de es una fase transitoria, que va seguida de una rápida hap1oidi­

zaci6n, dando lugar a cuatro ascosporas. Particularmente, los es­

tudios de segregaci6n mit6tica en diploides se ven afectados por 

este comportamiento. Si las cepas que se utilizan ( a yoe) llevan 

un solo requerimiento de auxotrofía es fácil que se aislen recom­

binantes prot6trofos, que se confundan con los mismos diploides. 

La probabilidad de que esto suceda se reduce cuando las cepas que 

se están empleando, presentan un mayor nfunero de requerimientos 

aux6trofos. 

Por lo anterior, fue planteado como objetivo del presente 

trabajo: el aislar, caracterizar y construir cepas con dichas pro­

piedades. 

La inducci6n de las mutantes fue llevada a cabo con los agen­

tes alquilantes: Etil metanosulfonato y N-metil-N'-nitro-N-nitroso­

guanidina, así como radiaciones ultravioleta. 
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I N T R o D u e e I o N 

l. Estructura del ADN 

Es sabido que la molécula portadora de la informaci6n genéti­

ca en los organismos vivos es el ácido desoxirribonucleico (ADN), 

-~ª estructura consiste de dos cadenas poliméricas complementa­

ria~, y antiparalelas, enrrolladas una alrededor de la otra, en la 

forma de ua doble hélice (como fue descrito en el modelo de Watson 

J.D. y F.C. Crick, (51)). Cada cadena es un polinucle6tido, donde 

el azúcar de cada nucle6tido, en la posici6n 5', está unido por un 

grupo fosfato al azúcar del nucle6tido adyacente. 

Las dos cadenas están unidas por enlaces de hidr6geno entre 

los pares de bases que se establecen entre: la purina adenina (A) 

con la pirimidina timina (T); y la purina guanina (G) con la piri­

midina citosina (C). 

Puesto que la secuencia de bases del ADN es la que determina 

las características genéticas de todo ser vivo, su replicaci6n 

exacta asegura que la descendencia de una célula dada, tendrá la 

misma información que la progenitora. 

Sin embargo, la estabilidad y continu:t-dad del ADN puede ser 

alterada por varios factores, lo que contribuye a la existencia de 

diversidad genética y dependiendo del nivel en el que actúen tales 

factores, las alteraciones serán hereditarias o no. 

El ADN está sujeto a daño por agentes químicos, agentes físi­

cos que se encuentran en el medio ambiente y por radicales libres 

generados en el metabolismo, también puede sufrir errores durante 

su replicaci6n. 

Dentro de los agentes físicos están: la temperatura, el pH, 

las radiaciones ionizantes (partículas alfa, rayos X y rayos gama) 

y radiaciones no ionizantes (luz ultravioleta). 

LOs agentes químicos provocan alteraciones a nivel molecular 

por el efecto que tienen en las bases del ADN. Entre ellos están: 

como ejemplos: los álcalis, los agentes alquilantes, los análogos 



de bases y el ácido nitroso, entre otros. 

2 ~. Tipos de lesiones (mutaciones) encontradas en el ADN 

Las mutaciones implican alteraciones en la forma, estructura 

y constitución nucleotídica del ADN. 

Existen dos categorías principales en las que las mutaciones 

han sido agrupadas: a)Las mutaciones puntuales, donde sólo uno o 

un número muy pequeño de nucle6tidos es afectado y b) Las altera­

ciones crornos6micas gruesas. 

Basándose en el cambio introducido en el ADN por el agente rnu­

tagénico, las mutaciones puntuales sencillas pueden ser: 

i) Mutaciones transicionales.- en ellas un par purina-pirimi­

dina es sustituido por otro, esto es: 

A-T por G-C 6 G-C por A-T 

iit 1-l.utaciones transversionales. - es otro tipo de sustituciisn, 

en este caso un par pirimidina-purina por un par purina-pirimidina 

y viceversa, es decir: 

A-T~ T-A 6 G-C;;:: C-G 

:¡'.:ii) Mutaciones fuera de fase por corrimiento de armazón.- es­

te tipo de alteración implica la inserción o supresi6n de un par de 

bases o más en el ADN, de tal manera que, la lectura normal de la 

secuencia de tripletes del armazón resulta alterada y puesta fuera 

de registro por la mutación. 

Entre los daños producidos al ADN como alteraciones gruesas 

están: 

i) Rompimiento de las cadenas del ADN, con pérdida de bases 

(Deleciones).- producido por el efecto de radiaciones y agentes 

qu!micos (24, 35). Puede ocurrir durante la replicación y posible­

mente durante la transcripción, pudiéndose provocar rompimiento 

de cadena sencilla o de la doble cadena del ADN. 
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ii)Ligamiento cruzado ADN~ADN.- dado por la formación de en­

laces covalentes entre las cadenas conplementarias del ADN, provo­

cando un bloqueo absoluto para su replicación y transcripción. Los 

agentes que lo producen incluyen: gas mostaza nitrogenada y azu­

frada, mitomicina, ácido nitroso, varios derivados del platino y 

varios agentes intercalantes (17). 

iii) Ligamiento ADN-proteina.- poco es sabido acerca de él, 

puede ser producido después de irradiación con luz ultravioleta (35). 

3. Mutaciones auxotróficas 

Ahora se sabe que los genes son responsables de la secuencia 

de aminoácidos de una proteina, a través de los mecanismos de trans­

cripci6n y traducción. Las proteinas tienen una gran variedad de 

funciones, tales como: de transporte, estructurales, enzimáticas, 

neurotransmisoras, macromoléculas reguladoras,· etc. 

Para identificar un gen, mapear su 1ocalizaci6n y conocer su 

función, se debe encontrar un gen que haya sufrido mutación, es de­

cir que haya sufrido un errror molecular en la secuencia de pares 

de bases y que esta mutación vaya acompañada de un cambio en la 

función de la proteína codificada por él. 

La mutagénesis ha tenido un papel muy importante dentro de la 

Genética desde principios de siglo y su estudio ha procedido pa­

ralelamente con el de la replicación de los genes y su expresión. 

Muchos conocimientos básicns para la Biologia Molecular pro­

vienen, en particular, de los análisis de mutantes auxotr6ficas. 

Estas mutantes muestran carencias en una via de biosintesis, pero 

cuando se les proporciona el producto faltante de dicha via, vuel­

ven al crecimiento normal. 

George Beadle y Edward L. Tatum (2), plantearon la relación 

"un gen-una enzima", basándose en sus estudios de mutantes auxo-
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tróficas (nutricionales) del moho rojo Neurospora crassa. Los ge­

nes que investigaron dirigen la síntesis de enzimas requeridas pa­

ra la formaci6n de nutrientes, tales como, aminoáciods y vitaminas, 

que son esenciales para el crecimiento de estos hongos. Estos inves­

tigadores postularon que cada gen define la estructura de una y s6-

lo una proteína, suponiendo que una mutante deficiente en una enzi­

ma específica debe tener un defecto en el gen que controla la sín­

tesis de esa enzima. 

Su suposici6n de que cada gen define la estructura de una y 
s6lo una proteína ignoró la posibilidad de que un gen pudiera codi­

ficar para diferentes proteínas 6 que una proteína estuviera cons­

tituida por varios polipéptidos codificados a su vez, por varios 

genes, sin embargo, fundamentaron una serie de principios que con­

dujeron a las bases de la Biología Molecular. 

No todas las mutantes incapaces de sintetizar cierto metabo­

li to son idénticas. Si dicho metabolito es la resultante de una se­

rie de pasos metabólicos que implican varias enzimas, las mutacio­

nes que ocurran en cualquiera de los genes que codifican a cada 

una de las enzimas, producirán el mismo fenotipo, es decir, inca­

pacidad de sintetizar al metabolito (12) • 

Las mutaciones bloqueadas en diferentes puntos de una vía 

metab6lica pueden emplearse para probar las sustancias que se pien­

sa, pueden ser los precursores de un producto determinado, estable­

ciendo la secuencia por la que esos precursores se convierten en 

elel producto final. 

Por lo tanto, las mutantes de auxotrofía pueden ser empleadas 

en el estudio de las vías metabólicas. 
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4. Caracterizaci6n de mutantes 

A partir de la caracterizaci6n de una mutaci6n se pueden ha­

cer deducciones en cuanto a la naturaleza de la lesi6n en el mate­

rial hereditario. 

Las mutaciones pueden ser caracterizadas por varias propieda­

des de los alelos mutantes, tales corno: la revertibilidad con di­

ferentes mutágenos, susceptibilidad a la reversi6n fenotípica por 

condiciones de cultivo, respuesta a los supersupresores y la res­

puesta a la complementaci6n alélica (intergénica e intragénica) 

(12}. 

En el presente estudio la caracterizaci6n de las mutantes au­

x6trofas aisladas fue llevada a cabo a través de pruebas de com­

plementaci6n alélica, 

La complementaci5n alélica ayuda a tener una idea del número 

de genes necesarios para la s~ntesis de un determinado metabolito. 

Las pruebas de complementaci6n son aplicables a todos los casos 

donde las mutantes tienen deficiencias claras, comparadas con el 

tipo silvestre (ll, 121. 

En las levaduras el fenotipo prototr6fico o auxotr6fico de 

la clona diploide, que resulta de la uni6n de dos haploides au­

xotr6ficos, nos porporciona una prueba simple de si los dos jue­

gos de cromosomas mutantes son o no complementarios. 

El hecho de que dos mutaciones complementen nos da, general­

mente, evidencia de que no son alélicas; por ejemplo que están en 

diferentes sitios en el cromosoma, esquema A (página siguiente). 

Si hay ausencia de complementaci6n, se interpreta, general­

mente, como prueba cercana de alelismo, esquema B (página siguien­

te}. 
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S. Inducción de mutantes 

Debido a que la mutación espontánea es un evento raro y su 

frecuencia es muy baja, resultaría muy difícil el estudio de un 

tipo particular de mutantes, obtenidas de esta manera. 

La probabilidad de que un gen dado sea transformado a una 

forma defectuosa (que sufra mutaci6n) , puede ser incrementada en 

un porcentaje alto, mediante el uso de agentes routag~nicos. 

Durante muchos años las diferentes formas de radiaci6n fueron 

los mutágenos conocidos más poderosos. En la actualidad los agentes 

quí.micos son usados mas frecuentemente, ya que producen una mayor 

proporci6n de mutaciones sin que haya una gran mortalidad celuiar. 

En esta investigaci6n, se aplicaron los agentes alquilantes: 

etil metano sulfonato {.EMSl y nitroso metilguanidina(MNNG), as! 

como radiaciones ultravioleta, como agentes mutagénicos. A conti­

nuaci6n se describe la acción mutagénica de ellos. 

5.1. Acci6n de la luz ultravioleta 

La luz ultravioleta es uno de los agentes mutagénicos más 

comúnmente usados para inducir mutaciones en levaduras, bacterias y 

otros microorganismos. 

Cuando se aplican grandes dosis de radiación ultravioleta se 

induce la formación de enlaces entre dos pirimidinas adyacentes en 

la cadena de ADN (dímeros de pirimidina). 

De los tres tipos de dímeros de pirimidina posibles : timina­

timina, timina~citosina y citosina~citosina, los primeros son los 

rn&s comunes. La presencia de los dímeros bloquea la acción de la 

enzima ADN polimerasa, impidiendo la replicaci6n correcta del ADN 

(24l. 

La luz ultravioleta parece inducir mutaciones de todos los 

tipos conocidos: transiciones, transversiones y deleciones (12). 

En cuanto a la producci6n de mutantes del tipo auxotr6fico a ami-
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noácidos, purinas y pirimidinas, ha sido reportado que la frecuen­

cia para obtener este tipo de mutaciones en levaduras es del orden 

del 1% (44). 

5.2. Mecanismos de reparaci6n del daño provocado por la luz U.V. 

Ya que todos los organismos están expuestos a agentes tanto 

externos como internos, capaces de alterar su estructura molecular, 

han desarrollado a lo largo de su evoluci6n, mecanismos de repara­

ción que contrarrestan los efectos de tales agentes. 

El conocimiento básico sobre los procesos de reparación del 

ADN ha surgido a partir de experimentos genéticos con c~lulas bac­

terianas, expuestas a radiación ultravioleta y estudios bioquími­

cos de los procesos de replicación y reparación del ADN. 

La capacidad de reparación de los organismos, no sólo deter­

mina la tasa de sobrevida después de la exposición a agentes que 

dañan su ADN, sino también influencia su respueeta a los efectos 

mutag~nicos de dichos agentes. 

Particularmente, los estudios de reparación del ADN se han 

llevado a acabo con la bacteria Escherichia coli, en cepas sensi­

bles a la radiación ultravioleta, que presentan mutaciones en genes 

denominados el sistema uvr ABC y que condujeron a la elucidación 

del mecanismo de reparación por escisi6n (14). 

Otro proceso de reparación fue también descubierto en este 

mismo organismo, pero con cepas que presentaban deficiencia en la 

recombinación; al gen que provocaba este comportamiento se le lla­

mó rec A. Por medio de su estudio se llegó al conocimiento del 

mecanismo de reparación post-replicación, que f~nciona después 

de la replicación del ADN dañado por radiación U.V.· 

Los dos mecanismos de reparación funcionan en la oscuridad. 

Ha sido estudiado un tercer mecanismo, que opera con la luz visible, 

que es la fotorreactivación. 

La conclusión general para ~ coli es que las lesiones in­

ducidas por U.V. , predominantemente dfmero de pirimidina, son e-
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liminadas por los mecanismos de: reparación por escisión, post­

replicaci6n y fotoreactivaci6n (17). 

La reparación en la oscuridad consiste de dos operaciones: 

Reparaci6n por escisi6n y reparación post-replicación, que pueden 

o no ser independientes. 

REPARACION POR ESCISION.- este parece ser un mecanismo relativa­

mente exacto, casi libre de errores, que raramente causa mutación 

( 52) -

Este sistema requiere de al menos los siguientes pasos: 

ll Reconocimiento del daño, que puede ser detectado, por ejem­

plo, por la actividad de l.a nucleasa 5'---~ 3' de la ADN poli­

merasa I, sin embargo, es posible que algún tipo de daño no sea 

reconocido. 

En alguna instancia una glicosilasa* puede comenzar el proceso 

completo, quitando las bases incorrectas o alteradas. Los sitios 

apu~!nicos o apirimid1nicos LJU>l pueden entonces ser reconocidos 

por una AP endonucl.easa espec!fica (.171. 

21 Incisión, cuando la e~donucleasa detecta el daño, provoca una 

incisi6n en el costado 5 1 del defecto (221. 

3) Sustitución del. segmento defectuoso por las bases correctas, 

esta acci6n puede ser ejercida por la ADN polimerasa I. 

4). Escisión del trozo defectuoso por la acción. de una exonucleasa 

5 1 ---~ 3'. 

5) Ligélllliento, donde la nueva hebra se une por su extremo 3 1 al 

* Las ADN glicosilasas tienen la propiedad común de actuar s6lo 
en residuos nucleot!dicos dañados o alterados. No requieren de co­
factores, tales como cationes divalentes metálicos y aparentemente 
actfian por rompimiento hidrol!tico simple del enlace glicos!dico. 
El ADN de doble cadena es el sustrato preferido, con excepción de 
la urac~lo-ADN glicosilasa. 
Cada enzima tiene un sustrato espec!fico y actúa en una lesión es­
pecifica del ADN (27). 
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extremo 5' de la hebra remanente intacta, por medio de la acci6n 

de la enzima ligasa. 

El mecanismo de escisi6n de bases ocurre únicamente en re­

giones dúplex del ADN, no puede operar en un ADN de cadena senci­

lla, tal como las horquetas de replicaci6n. Ha sido encontrado en 

muchos tipos celulares, pero parece que las plantas carecen de él 

( 35) • 

REPARACION POST-REPLICACIO~. Cuando la célula es expuesta a los 

efectos de la luz U.V., este mecanismo de reparación funciona des­

pués de la replicación del ADN dañado. Cuando la horqueta de repli­

cación alcanza un dímero que no corrigi6, se interrumpe la sin­

tesis de una nueva cadena, dando lugar a la forrnaci6n de espacios 

(separacionesl post-replicación en la cadena hija. 

Para que la lectura original prosiga, la secuencia de bases 

correcta faltante en la cadena lesionada, es proporcionada por el 

dúplice hermano en la misma horqueta de replicaci6n (14) • 

Este mecanismo es susceptible a errores, en el momento de la 

inserción de las bases puede haber una inducción alta de mutacio­

nes. En e1 momento de llevarse a cabo la reparaci6n post-replica­

ción puede o no haber recombinación del ADN después de su dupli­

cación, 

FOTOREACTIVACION.- Cuando son formado~ los dímeros de pirimidina, 

uno de los mecanismos que se pone en· juego es el de la fotoreac­

tivación. Una enzima se une a la región dañada, generando un cro­

móforo enzima-ADN, que absorbe la luz visible(300 a 60Q nm) y 

cataliza el rompimiento de las bases unidas, sin romper enlaces 

fosfodiéster, dando finalmente el producto monomerizado (17). 

La fotoliasa es la glicosilasa fotoreactivante del ADN, la 

fotoreactivación puede ocurrir también en la ausencia de enzimas, 

este proceso puede ser promovido por péptidos que contienen trip­

tofano (27). 

La fotoreactivación es un mecanismo químicamente reversible y 

, " - .. , -



es el único que se realiza mediante un s6lo paso enzimático, puede 

ser considerado libre de error (35) • 

Las enzimas fotoreactivantes son conocidas en muchos tipos 

celulares, desde micoplasmas hasta células animales, tales como, 

leucocitos humanos (24). 

Se han llevado a cabo estudios de los mecanismos de repara­

ci6n en organismos eucarióticos, en particular se tienen datos en 

las especies: Aspergillus nidulans, Chlamydomonas reinhardtii ·(10), 

Neurospora crassa (42), Saccharomyces cerevisiae (37), Schizo­

saccaromyces pombe y Ustilago maydis (10), Coprinus lagopus (41). 

Los primeros experimentos realizados para estudiar los meca­

nismos de reparaci6n en la oscuridad en organismos eucari6ticos, se 

llevaron a cabo con levaduras. Cox y Parry (6), entre otros, fue­

ron quienes intentaron determinar la existencia de las v!as de re­

paración a través de sus investigaciones con las mutantes uvs; y 

se ha observado que con respecto a la reparación oscura bacteriana, 

no hay gran similitud. 

Ha sido demostrado que la sensibilidad de las células de leva­

dura a los efectos mutagénicos y letales de la luz U.V., depende 

de la fase del ciclo celular, durante la cual son expuestas a es­

tas radiaciones. Tippins y Parry (50), arguyen que las células en 

fase Gl son más sensibles a los efectos letales de luz U.V., tal 

vez debido a su tamaño pequeño. En células en fase G2 y S con vo­

lumen mas grande de citoplasma, éstas pueden proteger su ADN del 

daño de la irradiación m&s eficazmente. 
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6. Agentes Alquilantes 

-·~· 

La investigaci6n de los mut~enos qu:Lmicos cubrió un per1do 

de 20 años (1920-194Cll, antes de que una de tales sustancias fue­

ra conocida. Robson y Carr fueron de los primeros investigadores 

que, estudiando el(fecto del gas mostaza, notaron que la inflama­

ción e interferencia con la divis6n celular causado por un agente 

qu1mico, era similar al producido por los rayos X, siendo compro­

bado este hecho más tarde por Charlotte Auerbach (citado en 20). 

Pronto, fueron conocidos muchos agentes químicos, pero el 

interés en ellos se centró en su uso como herramienta para el des­

cubrimiento de hechos genéticos. Ha sido en las últimas décadas 

que se les ha dado mucha importancia, debido a la posibilidad de 

que algunos puedan causar daño para el hombre. 

La clase más grande de mutágenos (que han demostrado inducir 

mutaciones, por lo menos, en uno de los sistemas de prueba gené­

ticos usados}, está representada por los agentes alquilantes. 

Los agentes alquilantes han sido divididos en dos clases: 

Il Los monofuncionales, que llevan un grupo reactivo alquil sencillo 

y IIl LOS bifuncionales o polifuncionales, con dos o más grupos 

alquilo. La principal diferencia entre ellos está relacionada con 

la capacidad para formar enlaces covalentes cruzados entre las dos 

cadenas de ADN, lo que evita que el dúplice lleve a cabo la separa­

ci6n completa, necesaria para su replicaci6n (13). 

Los agentes alquilantes se clasifican también corno: directos 

o xndirectos, dependiendo de la presencia o ausencia de grupos 

intermediarios para que se efectúe la alquilación en el ADN. 

Entre los agentes alquilantes directos están: 

al Alquil sulfatos y sulfonatos, corno: dirnetil sulfato y etil me­

tano sulfonato. 

bl. Pequeñas moléculas heterocí.clicas, como: etilenimina (aziri­

dina) 1 trietilenmelamina (.2, 4, 6-tris (1-aziridinil) -s-triazina] , 

dxep6xido butadieno (1,2 1 3,4-diepoxibutano), ~-propiolactona. 
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e) Gas mostaza: Mostaza nitrogenada metil di (2-cloroetil) amina 

Mostaza azufrada bis (2-cloro-etil) sulfuro. 

Entre los agentes a1quilantes indirectos están: 

a) Nitrosaminas, como: dimetilnitros;unina. Requieren oxidación 

enzimática para su actividad, son convertidas a iones alquil dia­

zonio (18) • 

b) Nitrosamidas y Nitrosamidinas, como: N-metil-N-nitrosourea, 

N-metil-N-nitrosouretano y N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina. 

Son convertidos por hidr6lisis a iones alquildiazonio. 

6.1. Tipo de interacciones con los ácidos nucleicos 

Ha sido observado que la acción de los agentes alquilantes 

varia marcadamente con su naturaleza qu~ica. Reaccionan con un 

mecanismo de sustitución nucleofilica unimolecular (SNl) 6 susti­

tución nucleofilica bimolecular (SN2) • Los primeros reaccionan a 

trav@s de ion carbonio intermediario que alquila a un nucle6filo. 

Las reacciones de este tipo dependen de la concentración de una s6-

la substancia(.16). Como ejemplos de este tipo de agentes están: 

N-metil-N-nitrosourea, N-metil-N~-nitro-N-nitrosoguanidina e 

isopropil-metanosulfonato. 

Los agentes del tipo SN2 proceden a través de un mecanismo 

concertado en un solo paso, en el cual se da la formaci6n de un 

complejo de transici6n con el nucleófilo y presentan cinética de 

segundo orden. Aqui la formación del nuevo enlace y la ruptura del 

original ocurren simultáneamente. Como ejemplos están: gas mostaza 

y alquilalcano sulfonatos. Aunque el etil metano sulfonato presen­

ta una actividad intermedia de SN1/SN2. 

Según Fishbein, et al (13). No existen diferencias en los 

sitios de reacci6n.en el ADN, ambos mecanismos parecen reaccionar 

preferencialmente con el N-7 de la guanina. 

Lawley (25), sin embargo, dice qu~ los agentes alquilantes 

que reaccionan a través de un mecanismo de tipo SNl, lo hacen re­

lativamente de manera más extensa con los átomos de oxigeno en el 

ADN y ARN. Da evidencia de que en este tipo de agentes es más ex-
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tensa la formaci6n de ei;t.l_~ces fosfodiéster. Argumenta a la vez que 

son menos efectivos como agentes depurinizantes, pero son más efec­

tivos como agentes que ~cen rompimiento de cadena de ARN. To­

dos estos factores pueden afectar la respuesta a la dosis, en 

el sentido en que a bajos grados de alquilaci6n del ADN, los agen­

tes del tipo SNl' serán menos t6xicos, pero producirán más grupos 

promutag€micos. 

Los agentes del tipo SN2' como metil metano sulfonato y 

dimetil sulfato, reaccionan casi completamente con los átomos de 

ni tr6geno (16) • 

6.2. Posiciones susceptibles a alquilaci6n 

Las posiciones susceptibles a la alquilaci6n por los agentes ' 

alquilantes son: N1, N2, N3, 06, N7 y ca de la guanina; Nl, N3, 

N6, N7 y ca de la adenina; N3 y N4 de la citosina; N3 y 04 de la 

tintina (8). Todos los nitr6genos y oxígenos en los polinucli6ti-

dos (excepto el nitrógeno del azúcar} pueden ser alquilados en 

soluci6n a pH neutro (471. 

t:\íOSINA 
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La alquilación de estos átomos conduce a efectos directos 

a través del mal apareamiento de las bases alquiladas y también 

efectos indirectos, a través de la operación de un sistema de 

reparación propenso al error. 

Los blancos mutagénicos en el ADN para agentes etilantes y 

metilantes son en orden decreciente de reactividad: N3 de ade­

nina, 06 de guanina, 04 de timina y N4 de citosina (B, 12). 

La posición del N7 de la guanina representa el principal cen­

tro nucl~ofilico en el ADN y ARN para los agentes metilantes de 

todos los tipos celulares (25). 

La 3-Metil adenina (3-MeA) representa uno de los productos de 

la alquilaci6n más frecuentes del ADN. Un grupo alquil en esta po­

sición no cambiaria la conformaci6n de la cadena del ADN, pero 

evitaría el apareamiento de las bases modificadas con la base 

complementaria o no complementaria de la c~dena opuesta. 

La 06-Metil guanina representa la lesi6n más importante en el 

ADN con respecto a: la inducci6n de mutaciones génicas y cáncer 

por agentes alquilantes simples. Repercute en la frecuencia de 

transiciones del tipo GC ---~ AT (28 1 25). 

6.3, Hipótesis que explican la manera en que actúan los agentes 

alquilantes 

Hasta ahora, no se sabe con precisión cuáles son los mecanis­

mos moleculares que median los efectos mutagénicos de los agentes 

alquilantes. Existen dos hipótesis por las cuales se explica que la 

alquílación conduce a la mutación, 

La primera hipótesis implica un mecanismo en el que se da la 

alteración de una base por la reacción del mutágeno con el ADN. 
1 

Se asume que la base alterada ioniza de manera diferente, condu~ 

ciendo a errores de apareamiento ocasionales, por ejemplo: Guanina 

apareada con Timina en lugar de Citosina. 

Si se asume que este es el único mecanismo que conduce a la 

mutación, s6lo se esperarían mutantes de tipo transicional. Sin 

- 17 -
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embargo, Freese et al~ (citado en 13) han encontrado que algunos 

agentes alquilantes producen tanto transversiones como transicio­

nes. 
. ..._, 

La segunda hip6tesis está basada en la observaci6n de que el 

grupo alquilo labiliza el enlacep-glicosidico U~), dando lugar a 

una depurinizaci6n. La p~rdida de esta base conduce a formaci6n 

de u~a apertura (separaci6n) en el templado de ADN, de tal manera 

que, durante la replicaci6n se produce una deleci6n 6 una base 

seleccionada al azar es insertada en el lado opuesto de la aper­

tura, dando lugar a la combinaci6n de transiciones o transver­

siones. 

Existen otras razones para creer que hay otros modos de ac­

ci6n en la inducción de la mutaci6n, por alquilaci6n. Alexander 

et al. (1) han sugerido que el producto inmediato de la alquila­

ci6n es un fosfotriéster. Sin embargo, Lawley (25) descuenta esta 

posibilidad, sosteniendo que la formaci6n de fosfotriésteres no 

es una reacci6n significativa aún bajo condiciones que producen 

un alto grado de alquilaci6n, 
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6.4. Nitroso metilguanidina 

N-metil-N•-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG) es un potente rnu­

tágeno, que fue sintetizado y caracterizado químicamente en 1974 

por Me Kay y Wright (citados en 20). El interés en su actividad 

biológica comenzó cuando se observó que producía efectos inhibi­

torios en el crecimiento de ratones. Es sintetizado vía la nitro­

saci6n de metil nitroguanidina¡ bajo condiciones alcalina se des­

compone lentamente dando diazometano y da ácido nitroso bajo con­

diciones más ácidas (es químicamente estable a pH 5) (4). 

Su estabilidad en amortiguadores depende de la temperatura, 

pH, fuerza iónica y el tipo de sales presente en el amortiguador. 

La descomposición de MNNG es catalizada por álcalis. Ciste­

ína, tiosulfato y algunos otros tioles, son capaces de atacar el 

grupo nitroso de MNNG, así como otras aminas secundarias, libe -

randa el N-metil-N'-nitroguanidina. 

Su estructura química es la siguiente: 

NO NH 
I~ p 

e H3 - N - e - NH - N02 

La molécula metilante derivada de MNNG reacciona más selec­

tivamente que una molécula etilante y se puede esperar que las 

reacciones con nucliófilos presenten un mecanismo monomolecular 

(SNl), aunque tienen también cierto carácter birnolecular (30). 

De acuerdo a Laqley (25), MNNG seria m8s mutagénico y menos tóxi­

co que metil metano sulfonato y similarmente tan mutagénico o 

tóxico como metil nitrosourea. 

Se tienen datos de su acción rnutagénica en : !cides nuclei­

cos, virus, insectos, plantas y microorganismos. 

Especfficamente ha sido estudiada su acción en : ~· coli (34), 

Coprinus lagopus (31), Salmonella typhimuriurn (4,33),Saccharomyces 

cerevisiae (16, 29) Arabidopsis thaliana (4,12), Chlamydomonas 

reinhardtii (7), Euglena gracilis (30), Schizosaccharornyces pombe 

(4,16) y Drosophila melanogaster (16). 
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En general, para MNNG se han reportado propiedades: antitu­

morales, antileucémicas, antimalariales y carcinogenéticas (13). 

Su actividad carcinogen@tica fue da.scrita por Sugimura et al. 

(48) . 

Interaccí6n con proteinas .- La uni6n de MNNG con proteínas pare­

ce ser importante en su acci6n biol6gica. Puede reaccionar con 

ellas de dos diferentes maneras: pueden ser alquiladas por el gru­

po metilo, liberado por la descomposici6n de MNNG 6 nitroamidinas 

por el grupo guanidino. La interacci6n del grupo guanidino de MNNG 

en la célula acelera la alteración del compuesto alquilante, como 

se asume con el grupo tiol (.48}. La nitroamidaci6n, as! como l~ 

aminación de las histonas, puede dar lugar a cambios en las inter­

acciones de los componentes de los componentes cromos6micos. 

La afinidad de MNNG por las proteínas, particularmente por su 

grupo guanidino, puede ser la razón de que inhiba algunas enzimas 

importantes, más que muchos otros mutágenos y carcin6genos. Esto 

fue observado para : la ~-galactosidasa, la metilasa de rata y la 

ADN polimerasa III de ~· ~ (4}, entre otras. 

~nteracción con aci~os nucle~osi- MNNG alquila los ácidos nuclei-. . 
cos y sus const:j..tuyente5, Como se menci,.on6 antes, la alquilación 

puede proceder por al menos dos v!as, una es la catálisis alcalina 

y la otra representa los mecanismos catalizados por los grupos 

ttol o amino (16) .• 

Aunque la alquilaci6n del ADN (_6 ARN en virus de ARN), los 

s~tios apur~ntcos y el romp;i.miento de cadena, surjan secundaria­

mente, se considera que juegan papeles importantes en la mutagé­

nes~s, carcinog~nesis y letalidad inducidas por MNNG. 

Al ±gual que sucede con la mayor!a de los agnetes mutagéni­

cos alquilantes, MNNG reacciona con el N-7 de la guanina y N-3 de 

adenina, que son los principales centros nucleofilicos en el ADN 

y ARN('25). Puede reaccionar también con sitios de baja nucleofi­

licidad, tales como o-6 de G; 0-4, 0-2 de T; 0-2 de C; o de ribosa 

y O de fosfatos (16) • 
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El mecanismo de reparación que opera después de la alquila­

ci6n de MNNG, se cree es el de escisi6n de bases (27, 38). Los da­

tos de la tasa de escisión de bases en células procariontas y eu­

rocariontas son utilizadas para tres bases alquiladas: 7-MeG, 3-MeA 

y 0-6 MeG. 

La eliminaci6n de 0-6 MeG en ~- coli está relacionado con un 

sistema libre de error, llamado la respuesta adaptativa, es~a res­

puesta es inducida por bajas dosis de mutágeno, bajo las cuales la 

célula desarrolla una resistencia a sus efectos letales (23) . Las 

células adaptadas acumulan menos 0-6 MeG en su ADN que las células 

no adaptadas, aunque inicialmente ambos tipos de células se metilan 

al mismo grado (9). 

Inducci6 de mutaciones en regiones de crecimiento.- La evidencia 

de que MNNG induce mutación en los puntos de replicación del ADN, 

deriva de los estudios con células de ~- coli, tomadas de culti­

vos en crecimiento exponencial, previamente sometidas a ayuno de 

aminoácidos (4). 

La acción preferencial de MNNG por genes en puntos de creci­

miento del cromosoma bacteriano en una población en crecimiento, 

muestra una distribución no al azar de mutaciones a lo largo del 

cromosoma y una larga incidencia de mutantes ligadas en'una re­

gión muy pequeña (5, 7, 15). 

La naturaleza molecular de la mutagénesis preferencial de 

MNNG en la región de replicación no es entendida completamente. 

Cerdá-·Olmedo (5), anticipó una acci6n selectiva de MNNG sobre el 

ADN replicante debido a los cambios de conformación de las cade­

nas del ADN en replicación. 

Otro modelo propuesto es que MNNG ataca al medio ambiente 

molecular en el ADN en replícaci6n debido a su alta concentración 

de ADN polimerasa y otras sustancias ricas en aminoácidos y gru­

pos sulfhidrilo. 

Sin embargo, existen evidencias que no apoyan los modelos 

de mutagénesis preferencial de MNNG en la región de replicación, 

como son las obtenidas en estudios con Paramecium, As~ergillus, 
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células de hamster, Drosophila y células de mamíferos (16). 

Inducci6n de mutantes auxotr6ficas.- Ha sido encontrado que MNNG 

produce una gran proporci6n de mutantes de auxotrofia, en una gran 

cantidad de organismos. Además, se ha observado que a través del 

del uso de métodos de enriquecimiento selectivo, se obtiene una 

gran frecuencia de este tipo de mutantes en levaduras. 

En Hansenula polymorpha se obtuvo una frecuencia de 75% de au­

x6trofos, donde la gran mayoría requeria bases de ácidos nucleicos. 

Al aplicar MNNG a Candida albicans a dosis que conducían a una so­

brevida del 1%, se obtuvieron aux6trofos con una frecuencia de 
4 X 10-3 (16). 

Moore (31}, encontró que sin selecci6n, MNNG produce aux6tro­

fos a una frecuencia máxima, cuando la sobrevida se encuentra entre 

8-20%. 

Gichner y Veleminsky (161, citan el trabajo de Danilenko, en 

e.l que se dice que el tipo de aux6trofo inducido depende del es­

tado en el ciclo celular, durante el cual se haya aplicado el mu­

tageno. Después de 20 min de tratamiento obtuvo predominantemente 

aux6trofos de alanina, después de 40 min encuentra una mayor fre­

cuencia de aux6trofos a histidina y después de 60 min, predominan 

los au.xdtrofos a prolina, 

Inducción de otro tipo de mutaciones.- Se ha reportado que los 

tratamientos con MNNG o luz U.V. dan una alta tasa de mutantes pe­

tite, con alta tasa de sobrevivientes en células cultivadas anaer6-

bicamente. 

MNNG induce mutaciones con defectos especificas en funciones 

mitocondriales con origen de tipo nuclear y mitocondrial U~ • Da­

wes y carter C.:7l. reportan que MNNG induce mutantes de resistencia 

antibióticos en dos estados del ciclo celular. Uno coincide con la 

replícaci6n del ADN nuclear y otro en el que los genes mítocondria­

es se dupl.ican. 
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6.5. Etil metanosulfonato 

En Etil metanosulfonato (.EMS) ha sido preparado por la reac­

ci6n de ácido metano sulf6nico y etileno. 

Se ha demostrado que es un mutágeno altamente efectivo y se 

tienen datos de su acción en :ácidos nucleicos (tal como ADN trans­

formante), virus, bacterias, levaduras y otros microorganismos, 

insectos, plantas y mamíferos. Como principales ejemplos están: 

Drosophila melanogaster (47), Hadrobracon, Bacillus subtilis, 

, Bacilus cereus (13), Escherichia coli (3), bacteri6fagos (28), 

en las levaduras : Schizosaccaromyces pornbe (12) y Saccharomyces 

cerevisiae (26, 29); Vicia~· Arabidopsis, Nicotiana tabacum, 

cultivos de células humanas y de ratones (13). 

El EMS es un agente alquilante directo. Su interacción con 

los ácidos nucleicos se lleva a cabo a través de un ataque elec-

trofílico, con posici6n intermedia entre los tipos de sustituci6n 

nucleofílica SNl y SN2 (SN1/SN2) (25) • 

Su f6rmula química es: 

Al igual que MNNG alquila los átomos de N-3 y N-7 de las ba­

ses púricas. 

EMS es capaz de inducir una respuesta adaptativa, al igual 

que otros agentes alquilantes, al crecer las células a bajos ni­

veles del mutágeno. Aunque se ha observado que es un débil induc­

tor (16). 

Cerdá-Olmedo y Guerola (31 y Cerdá-Olmedo y Ruiz-Vázquez 

(5), reportan la inducción preferencial de mutaciones en las re­

giones de replicaci6n en el cromosoma de ~· coli, despu~s del 

tratamiento mutagénico con; MNNG, MNO y ENU, no siendo observada 

despues del tratamiento con EMS 6 luz u.V .. 

Ha sido reportado que las mutaciones inducidas por EMS tienen 

máyor viabilidad que las inducidas por MNNG ('16). 



Loveless(28) reporta el descubrimiento de la alquilaci6n en 

el 0-6 de los residuos de guanina en el ADN tratado con: NMU, NEU 

y EMS, asumiendo que éstas reacciones conducen a un apareamiento 

atípico de bases. Prakash y Higgins (39) tambien apoyan esto, 

diciendo que la presencia de o-6 alquil guanina en el ADN les da 

potencialidad mutagénica y carcinogenética. 

Prakash y Sherman (.401 proponen que el principal evento mu­

tacional inducido por EMS en todos los sistemas es la transición 

G-C ---~ A-T. 
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7. Ciclo de vida de Kluyveromyces lactis 

Los microorganismos han contituido una herramienta muy va­

liosa para el desarrollo de los estudios de tipo genético. 

La levadura Kluyveromyces lactis perteneciente a la Clase de 

los hongos Ascomycetes, resulta ser un organismo ideal para lle­

var a cabo estudios genéticos y bioquímicos, en primer lugar por 

su fácil manejo en el laboratorio y además por presentar un ciclo 

de vida muy corto, que se ilustra en la figura l. 

Durante el ciclo de vida de ~· lactis tiene lugar la uni6n 

entre dos células haploides de factor de compatibilidad opuesto, 

dando lugar a una célula diploide. Por meiosis cada célula diploi­

de forma cuatro ascosporas haploides. 

Cuando las ascosporas salen del asca comienzan a producir 

yemas y cada una forma una población de células haploides. 

En general, las levaduras fértiles son clasificadas como: 

heterotálicas u homotálicas. En las cepas heterotálicas se pre­

senta uno de los factores de compatibilidad ( a 6o<-) y las clonas 

de una espora permanecerán haploides por muchas generaciones (32) 

En las levaduras homotálicas no se observa un sistema de a­

pareamiento estricto y las células hijas se fusionan para formar 

zigotos, esto se debe a que los factores de homotalismo (H) , e­

jercen su efecto cambiando el factor de compatibilidad a la forma 

alternativa de un cierto porcentaje de las células (19). 
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II. MATERIALES Y METODOS 

Cepas de la levadura Kluyveromyces lactis empleadas: 

Y-14:a, + 

KC2-12D:.,.., + 

KF71-2D:a, ura1 a 

KF82-4A:~,~Ja 

KT-1 :~.' ura4a 

KT-15:~, ura1a ~2ª 

KA5-11B:_:5 adela 

KT-11:~, ade3a 

w 600B:~, adela leu1a 

KA10-6C:~, adela 

KT-4 : ~ . .' ade 2ª 
KT-24:~, ade4a 

KA5-4C :~.' ade2a 

KT-13:!!_, arg1a 

KG83-11D:~, arg1a 

WM-37:~, his1a 

K2 (2): ~ , his1a 

KT-2 :~.' ile1a 

KC44-13D: ~' leu1a leu2a 

KG64-5A:a, leu2a 

KT-7: .:::.._, leu2a 

KF53-2B:~,leu 2a 

KGSl-SA:~, lisla 

KF83-7C:~, lis 2a 

KT-20: ~' lis3a 

KT-3:~, met3a 

KF68-R2:~, met1a 

KF31-18B:~, met2a 

KF31-18D:~, ~2a 

K-7 :~ ,trp1a 

KT-19 :!J ,trp2a 

KT-26:~, treo1a 



MEDICS DE CULTIVO 

Me~dio mínimo (SD) 

Bese nitrogenada de levadura sin aminoáciods (Difco) 0.67% (P/V) 
Dextrosa 

A~ar (Sigma) 

A~ua destilada 

2.0% (P/V) 

2.0% (P/V) 

MPdio con extracto de malta (ME) 

E tracto de malta 

A<ar 

A<JUa destilada 

M.dio completo (YPAD) 

E tracto de levadura 

P ptona de gelatina 

D•xtrosa 

S lf ato de adenina 

ar 

ua destilada 

5.0% (P/V) 

2. 0% (P/V) 

l. 0% (P/V) 

2.0%(P/V) 

2.0%(P/V) 

80 pg/ml 

2.0%(P/V) 

dio mínimo con aminoácidos (SD + aa) 

se nitrogenada de levadura s/ aa (Difco) 

xtrosa 2.0% (P/V) 

ar 2.0% (P/V) 

0.67% (P/V) 

luciones stock de aminoácidos, bases ptiricas y pirimídicas 

Sulfato de adenina 

Uracilo 

Triptofano 

L-Histidina-HCl 

L-Arginina-HCl 

L-Metionina 

L-Tirosina 

L-leucina 

,~ 

• 1 

Cantidad/200 ml 

240 mg 

480 mg 

480 mg 

480 mg 

480 mg 

480 mg 

180 mg 

720 mg 



L-Isoleucina 720 mg 

L-Lisina-HCl 720 mg 

L-Fenilalanina 600 mg 

L-Ac. glutámico 1.2 g 

L-Ac.Aspártico 800 mg 

L-Valina 3.6 g 

L-Treonina 4.8 g 

L-Serina 9.0 g 

Prolina 720 mg 

Ciste!na 360 mg 

Alanina 108 mg 

Guanina 240 mg 

ANALISIS DE TETRADAS 

Medio de Disección 

1:on agar l. 5% (P/V) 

.Agua destilada 

Solución -glucuronidasa:agua estéril (1:3) 

MUTAGENESIS CON MNNG 

Solución amortiguadora de fosfato-catrato (0.2 M-0.l M, pH 7.7) 

Na2 HP04 28.39 g 

Ac. cttrico (c6H8o7 .H2o¡ 21.014 g 

Agua destilada 1000 ml 

soluci6n amortiguadora de fosfatos (50 mM, pH7) 

K2HP04 .3H20 

KH2Po4 
Agua destilada 

7.0 g 

2.62 g 
1000 ml 
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Solución de MNNG (20 pg/ml) 

Solución amortiguadora.- de fosfatos-citrato C0.2M-0.1M, pH7.7)-500ml 

MNNG 10 mg 

MUTAGENESIS CON EMS 

Solución amortiguadora de fosfatos (SOmM, pH 7) 

Tiosulfato de sodio 5% (P /V) 

Agua destilada 

Solución de EMS (Eastrnan Kodak) a1 3% y 6% (V/V) 
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M E T O D O S 

MUTAGENESIS CON N-METIL-N'-NITRO-N-NITROSOGUANIDINA 

Se inocula la superficie de una placa de medio completo (YPAD} 

con cada cepa a tratar (KC2-12D:~, +; Y-14: a,+), incubando a 30ºC 

por espacio de 24 horas, cuando se ha alcanzado la fase estacionaria 

de crecimiento. 

Se toman tres asadas de cada cepa y se resuspenden en lOrnl de 

soluci6n amortiguadora de fosfatos (SOrnM, pH 7), para tener una con­

centración de 1 X 109 células/ ml aproximadamente. 

En un matraz Erlenmeyer (testigo) se colocan 5 ml de la solución 

amortiguadora de fosfatos-citrato (0.2 M, 0.1 M, pH 7.7) y en otro 

matraz (problema) 5 ml de la soluci6n de MNNG (20pg/ml) • 

La solución testigo y la que contine el mutágeno se incuban 

en un baño de agitación a 30°c. Y se añaden 0.5 ml de la suspensi6n 

celular a ambos matraces. 

Se toman alicuotas de 0.1 ml en 10 ml de solución amortiguado­

ra de fosfatos a intervalos de 10 minutos a partir del tiempo cero. 

Las muestras se diluyen hasta una concentración final de 103 , 

104 o 105 células por ml. Sembrando 0.2 ml en placas con medio 

completo (YPAD) • 

El crecimiento de centros formadores de colonias es observado 

a las 48 horas, cuando pueden ser contados y determinada la curva 

de sobrevida. 

MUTAGENESIS CON ETIL METANO SULFONATO 

Al igual que con MNNG , se parte de un cultivo fresco de 24 ho­

ras de crecimiento. Tomándose tres asadas de la cepa que se va a 

mutagenizar, resuspendiéndola en 10 ml de solución amortiguadora de 

fosfatos (aproximadamente 10 9 células/rol). 
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Se transfieren 3.5 ml de la suspensi6n celular anterior a un 

matraz Erleruneyer, agregando 5 ml de la soluci6n amortiguadora de 

fosfatos (testigo) . A un matraz problema se agrega lo mismo que 

al testigo y se preincuban durante 5 minutos en un baño de agita­

ci6n a 30°C. 

Se añaden 0.25 ml de EMS (3% V/V) al matraz problema y este 

mismo volumen, pero de soluci6n amortiguadora de fosfatos, al ma­

traz testigo. 

Se incuban a 30ºC tomando alícuotas de 0.1 rol a intervalos 

de 10 minutos, comenzando con la muestra correspondiente al tiem­

po cero. 

Las alícuotas se transfieren a tubos de tiosulfato de sodio 

al 5% (8 ml por tubo), para destruir al mutágeno. 

Cada muestra se diluye y se siembra el volumen estimado, en 

placas de medio completo, para que haya crecimiento de 200 colo­

nias por placa, aproximadamente. A partir de conteo de los cen­

tros formadores de colonias se elabora la curva de sobrevida. 

MUTAGENESIS CON LUZ ULTRAVIOLETA 

En estos experimentos la fuente de luz U.V. empleada fue 

una lámpara germicida cuya dosis es de 19 erg/mm2 /seg. Es impor­

tante que cuando se trabaja con luz U.V., se haga en ausencia to­

tal de luz azul, para evitar que haya reparaci6n por fotoreacti­

vaci6n. 

Se parte de un cultivo fresco de 24 horas, crecido en medio 

completo, en fase estacionaria de crecimiento. 

Se toman tres asadas de in6cu1o de la cepa que se va a muta­

genizar y se diluyen en 20 ml de soluci6n amortiguadora de fosfa­

tos (50 mM, pH 7), verti~ndose ,esta suspensi6n celular en una caja 

de 
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Petri, cubierta con papel aluminio. La suspensión celular se coloca 

excatarnente debajo de .~J-~~uente de irradiación y se provee de un a­

gitador magnético, para que haya agitación continua e irradiación 

homogénea. 

Al iniciar la mutagénesis se descubre la caja y se toman ali­

cuotas a diferentes tiempos de irradiaci6n. Se diluyen las muestras 

a una concentración final de 10 3 , 10 4 o 105 células por rol y se .. 

siembran 0.2 rol en placas con medio completo. 

* Las diluciones y simbra tambien deben llevarse a cabo en la 

oscuridad y en condiciones de esterilidad. * 
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SELECCION DE MUTANTES AUXOTROFICAS 

Cuando se han determinado las curvas de sobrevida de las ce­

pas, se lleva a cabo una nueva mutagénesis, en la cual se aplica 

el mutágeno el tiempo calculado para obtener entre 1-10 % de sobre­

vivientes, siendo el procentaje en el que se tiene la mejor relación 

de toxicidad y rnutagenicidad ( 16 ). 

Los centros formadores de colonias que crecen después de los 

tratamientos mutagénicos, se replican en placas con medio mínimo 

(SD), aquellos que no presentan crecimiento son aislados y purifi­

cados como posibles mutantes auxotr6f icas y se transfieren a medio 

completo, tomando una sola clona. 

Para determinar el requerimiento espec!f ico de cada cepa mu­

tante, son probadas en medio mínimo con aminoácidos (SD + aa}, pu­

rínas y pirimidinas de acuerdo con el siguiente patr6n (44) 

Mezcla u Mezcla 412 Mezcla #3 Mezcla #4 Mezcla #5 

Mezcla #6 Adenina Guanina Ciste!na Metionina :;u:racj.l.o 

Mezcla #7 Histidina _Leucina Isoleucina Valina Lisina 

Mezcla #8 Fenilalanina Tirosina Triptofano Treonina Prolina 

Mezcla #9. Ac.glutámico Serina Alanina Ac.aspártico Arginina 

Cuando una colonia presenta únicamente un reque~;i:m±ento crece~ 

rá sobre una placa que contenga una de las mezclas del 1-5 y sobre 

otra que contenga una de las mezlas del 6-9. 

Si una colonia presenta crecimiento s6lo en una de las nueve 

mezclas, requiere más de un nutriente de esa mezcla, 
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PRUEBAS PARA DETERMINAR FACTOR DE COMPATIBILIDAD 

Se parte de un cultivo fresco de 24 horas de crecimiento, de 

una cepa testigo, cuyo factor de compatibilidad es conocido (o("' o 

a) y un cultivo de la cepa problema, a la que será determinado el 

factor de compatibilidad. Ambas cepas deben llevar requerimientos 

de auxotrof1a complementarios. 

En 20 rnl de agua estéril se resuspenden 2 asadas de cada una 

de las cepas y cada suspensión celular se vierte en cajas de Petri 

estériles. 

Con ayuda de un cepillo de siembra se pasan gotas de la cepa 

problema a una placa de extracto de malta (MEl, cuando se sequen 

se colocan gotas de la cepa testigo sobre las anteriores, haci~n­

dolas coincidir, 

Se incuban de 24 a 48 horas a 30ºC y se observan al microsco­

pio para ver si hubo formaci6n de zigotos, si es positiva la obser­

vación, el factor de compatibilidad de la cepa probl~rna es opues­

to al de la cepa testigo, 

Las cruzas se replican en medio mínimo para ver la formaci6n 

de clonas diploides, de tal manera que si no se observó formaci6n 

de zigotos al microscopio, se pueda determinar el factor de compa­

tibilidad por formación de protótrofos. 

PRUE8AS DE CQMPLEMENTACXON P.Aru\ LA CARACTERIZACION DE LAS CEPAS 

MUTANTES AISLADAS 

Se seleccionan dos cepas haploides de 24 horas de crecimiento 

y de factor de compatibilidad opuesto con el mismo requerimiento de 

auxotrof!a. 

Las dos cepas son mezcladas en placas con extracto de malta 
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(cruza en masa) y son incubadas de 12 a 48 horas o hasta que sean 

observados zigotos al microscopio. 

Se toma un poco del in6culo anterior y se siembra en medio mí­

nimo (SO), se incuba de 24 a 48 horas o hasta que sea observado el 

crecimiento de clonas diploides. El crecimiento en medio mínimo nos 

indica que las mutaciones que llevan las cepas mutantes mezcladas no 

son alélicas. 

La ausencia de complementación es prueba c::ercana de alelismo 

t 12 ) • Es importante que al hacer pruebas de complementación sean 

observados al microscopio los zigotos, si no son localizados debe 

hacerse nuevamente la cruza. Ya que, al no haber crecimiento de'clo­

nas diploides en medio mínimo, no se puede saber si esto fue debido 

a que las cepas no se cruzaran o a que las mutaciones se encuen­

tran en el mismo sitio y no complementan. 

El caso contrario, crecimiento en medio mínimo y no observaci6n 

de zigotos se puede tomar como prueba positiva para la complementa­

ci6n. 

CONSTRUCCION DE CEPAS MUTANTES CON VARIOS MARCADORES 

DE AUXOTROFIA 

A partir de las cepas mutantes aisladas al aplicar los agen­

tes alquilantes; EMS y .MNNG e irradiaci5n u,v., se construyeron ce~ 

pas que llevaran varios factores de crecimiento. Esto se llevó a 

cabo por medio de la Disección de tétradas y la técnica de espo­

ras al azar, 

DISECCION DE TETRADAS 

Este es un método aplicado para el aislamiento de tétradas de 

esporas, desarrollado a partir de la observación de que la pared del 

asca puede ser digerida enzimáticamente sin dañar la tétrada. 
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Jhonston y Mortimer (21) aplicaron la enzima ~-glucuronidasa 

del aparato digestivo del caracol de jardín Helix pomatia. 

La técnica en general es como sigue: 

Las cepas de cultivos frescos son cruzadas en placas con 

extracto de malta. Después de 13-24 horas ó cuando hayan sido ob­

servados zigotos al microscopio, se transfieren a placas con me­

dio mínimo. 

Las clonas diploides son sembradas e nedio de extracto de 

malta nuevamente, para que se lleve a c• i la esporulación, gene­

ralmente después de 24 horas, incubadas a 30 ºC. 

Tratamiento con f-glucuronidasa.- Se examina el cultivo esporu­

lado bajo el microscopio y se toma un poco de este inóculo, po­

niendolo en un tubo estéril pequeño que contenga 0.3 rol de agua 

estéril y 0.1 ml de enzima p-glucururonidasa (glusulasa). La di­

gestión se lleva a cabo a temperatura ambiente por espacio de 

8-10 minutos, haciendo observaciones periódicas al microscopio 

para ver si la enzima ha actuado sobre el asca. 

Es conveniente que las células no se dejen mucho tiempo en 

glusulasa, ya que puede decrecer la viabilidad de las esporas. 

Preparaci6n de la microaguja.~ se prepara una mcroaguja de vidrio, 

doblando el extremo de una varilla en ángulo recto, se rompe el 

extremo, de manera que tenga un diámetro de 10-100 um. Se monta 

esta aguja en el micromanipulador Leitz, (43). 

Preparaci6n de la placa agar.~ Se coloca un cubreobjetos en una 

caja de Petri (ambos estériles). Se corta una placa de ion-agar 

rectangular de aproximadamente 2 X 5 cm con un bisturí estéril. 

La placa se coloca en el centro del cubreobjetos, observán­

dose que no queden burbujas entre el agar y el cubreobjetos. Se 

toma una asada de la suspensión célular digerida y se coloca a lo 

largo de uno de los lados de la placa de agar. El cubreobjetos con 

el agar se coloca sobre una cámara de vidrio, con la placa de 

agar hacia abajo. 

Se coloca la cámara de vidrio sobre la platina del micros-
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copio, localizando la asada puesta sobre el agar, a un aumento de 

20X. Se toma una tétrada con la microaguja y se deposita sobre 

el agar, dejando separadas las esporas una de otra, por una dis­

tancia de 3 mm. Asi se continúa hasta tener 10-15 tétradas por 

placa. 

El rectángulo de agar es quitado de la cámara de disecci6n 

y colocado sobre placas de YPAD (medio completo), se incuban a 

30ºC durante 48 horas 6 hasta que haya crecimiento de las esporas, 

de tal manera que puedan ser aisladas como colonias individuales, 

para ser transferidas a medio completo. Se incuban a 30ºC por 

espacio de 24 horas. Al término de este tiempo se prueban sobre 

medios selectivos con mezclas de diferentes aminoácidos y sobre 

placas de medio mínimo, para determinar los requerimientos au­

xotr6ficos de cada espora disectado. 

ANALISIS DE ESPORAS AL AZAR 

Las muestras de esporas al azar pueden ser usadas para esta­

blecer ligamiento o para detectar eventos de recombinaci6n (32). 

Para estudios de este tipo la técnica es eficiente y parece ser 

más deseable que el análisis de tétradas, que es más laborioso. 

Como a nosotros nos interesa ailar clonas que por recombina­

ci6n, presenten varios marcadores de auxotrofia, esta t~cnica 

resulta muy adecuada. 

Para el análisis de esporas al azar, los cultivos esporulan­

tes se guardan después del tratamiento enzimático y las tétradas 

se separan en un sonicador (MSE) con una intensidad de 2.0 amp. 

durante 5 minutos. 

Las células separadas son diluidas y sembradas en placas con 

medio completo. Después de 48 horas se prueban en medios selec­

tivos con aminoácidos, para detectar los requerimientos que pue­

dan presentar las células recombinantes. 
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Para llevar a cabo los estudios de ligamiento es necesario que 

se separen las ascosporas de las células vegetativas, Siddiqui(45) 

reporta una técnica para ello. 
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Como es observado en las figuras 2 y 3 en los tratamientos 

con agentes alquilantes, las curvas presentan un decaimiento expo­

nencial, en cuanto a la viabilidad celular. 

En la figura 2 se tiene que el 1% de sobrevida se alcanza 

aproximadamente a los 110 min de tratamiento con MNNG, en las dos 

cepas mutagenizadas; pero la sensibilidad varía de una a otra. Pa­

ra la cepa KC2-12D donde se aplicó una dosis de 2 µg/ml de mutáge­

no, resulta ser 10 veces ás sensible que la cepa Y-14, a la que se 

aplicó MNNG en una dosis de 20 pg/ml. 

En la figura 3 se observa que el 1% de sobrevivientes se ob­

tiene a los 55 min de tratamiento, aproximadamente, de exposición 

a EMS. A la cepa KC2-12D el mutágeno se aplicó a una concentración 

del 3%, para Y-14 se aplicó al 6%. Al igual que con el agente al­

quilante MNNG, la cepa de factor de compatibilidad.e", se comporta 

más sensible. En este caso es doblemente sensible con respecto a 

Y-14. 

Para estas cepas, en particular, no se detectó una respuesta 

adaptativa al ser tratadas con mutagénos que generan grupos meti=:. 

!antes y etilantes en el ADN. Sin embargo, al .,licar MNNG en otras 

cepas de ~· lactis sujetas a tratamiento, se induce esta respuesta 

de adaptación al mutágeno, como ha sido anteriormente observado (46). 

Es claro, que para los dos agentes alquilantes, la cepa KC2-12D 

resulta ser más susceptible a sus efectos letales. 

En la figura 4 se tiene la respuesta a los efectos de la ir~a­

diaci6n ultravioleta. Se alcanza el 1% de sobrevida a los 130 seg, 

aproximadamente. 

Para la cepa Y-14 se observa que a los 210 seg de tratamiento 

mutagénico, la población que sobrevive se hace resistente a la ac­

ción de la lu2 U.V., permaneciendo más o menos constante después 

de ese tiempo de exposición a la irradiación. 
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Parry, J.M. (36) reporta que la viabilidad de un cultivo des­

pués de la exposición a luz U,V. depende de un número de parámetros, 

que son: la frecuencia de las lesiones inducidas por la luz U.V., 

la presencia de genes funcionando para las enzimas de reparación 

celular y la actividad metab6lica del cultivo tratado. 

Es posible que para esta poblaci6n que se mantiene viable des­

pués de cierto tiempo de irradiaci6n , se encuentre funcionando más 

efectivamente las enzimas de reparaci6n y no se acumulen muchas le­

siones en su ADN. Esto queda sujeto a un mayor número de estudios. 
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En las tablas 1, 2 y 3 se enlistan las cepas mutantes aux6tro­

fas aisladas después de los tratamientos alquilantes y con irradia­

ción U.V. El factor de compatibilidad que se asigna a cada una de 

ellas es igual al de l~ cepa progenitora. En principio, heredan el 

rr.ismo, sin embargo, puede verse alterado por los factores de horno­

talismo. Se ha observado que esto sucede frecuentemente en K. lactis. 

Al caracterizar estas cepas se detect6 para algunas otro factor de 

compatibilidad, como se podrá notar en las tablas 4 a la 11. 

La figura 5 ilustra la relación entre el número de mutantes 

aisladas para cada requerimiento de auxotroffa con su respectivo 

porcentaje, para cada tratamiento rnutagénico. 

Para la cepa KC2-12D, que resulta ser más sensible a los a­

gentes alquilantes que la Y-14 se aislaron un mayor número de mu­

tantes auxotróficas 1 en una gama más amplia de requerimientos. Asi, 

se tiene que para el tratamiento con MNNG se encontraron 9 re9ueri­

mientos en las 18 cepas aisladas. Mutagenizando con EMS,se determi­

naron 10 factores de crecimiento entre las 44 mutantes aisladas. 

Para la cepa y-14 se detectaron 5 requerimientos, mutagenizan­

áo con i'INNG' y un total de 15 mutantes. ~l tratar con EMS se obtu­

vieron 4 mutantes para 3 requerimientos auxotróficos. 

Podria asumirse que para la cepa KC2-12D, en particular, los 

agentes alquilantes est~n ejerciendo un mayor daño, en cuanto a toxi­

cidad y letalidad, tal vez porque los mecanismos de reparación son 

menos efectivos. Una causa podria- ser la introducción de lesiones le­

tales en exceso en su ADN, de tal manera que, aunque su reparación 

sea eficiente se llegue a copiar algún error. Otra raz6n seria la 

inh.i:bición de las enzimas de _re.paraci6n especificas en la alquila­

ci6n. 

Es importante hacer notar que los tratamientos rnutagénicos no 

se llevaron a cabo con cultivos sincronizados. Ya que, se ha repor­

tado que el tipo de mutante auxótrofo inducido, depende de la fase 

del ciclo celular en la que se haya aplicado el mutágeno (16). Por 
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lo tanto, en estos experimentos es un evento totalmente al azar 

el tipo de aux6trofo aislado. 

sin embargo, es sobresaliente el hecho de encontrar un mayor 

número de mutantes del tipo arg-, con los agentes alquilantes {excep-

to para la cepa Y-14 al tratarse con EMS) • ~ 
."it 

En las mutagenésis con irradiación ultravioleta, para las ce­

silvestres tratadas, se aisló un nfunero muy pequeño de mutantes, com­

parado con el número obtenido al tratar con los agentes alquilantes 

(EMS y NNNG}. 

Para la cepa KC2-12D se aislaron 10 mutantes para 5 requer.imien­

tos auxotr6ficos y en el tratamiento con la cepa Y-14 se aislaron 7 

mutantes para 5 marcadores. 

No se puede decir que haya una diferencia notable entre las 

dos cepas, en cuanto al número de mutantes aisladas. Se ha observa­

do que al irradiar otras cepas de K. lactis con luz U.V. se tiene 

siempre una baja incidencia de mutantes auxotr6ficas y de tipo ex­

tracromos6mico, aún después de haber crecido las células irradia­

das en, presencia de cafeína, que se sabe es un inhibidor de los 

procesos de reparación en la oscuridad (34l. Esto puede ser atri­

buido a la efectividad de los mecanismos de reparación que están 

operando en las células; ya sea fotoreactivaci6n, escisión o repa­

ración post~replicación. 

Nuevamente aquí hay que hacer la aclaración de que los trata­

mientos no fueron realizados con cultivos sincronizados. Ya que ha 

sido prev~arnente demostrado que la sensibilidad de las células de 

levadura a los efectos genéticos y letales de la luz U.V. dependen 

altamente del estado del ciclo celular durante el cual son expues­

tas (SO) . Por lo tanto no se favorecería la forr-:iación de un tipo 

particular de mutante durante estos tratamientos. 
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El orden decreciente para cada requerimiento, de acuerdo al 

número de mutantes aisladas, tomando en cuenta los tres tratamientos 

mutag~nicos, fue el siguiente: 1,rg- '> His > Ade - Trp- > Lis ) Leu -> 
Ile- > Met- >Ser - = Treo - = Ura - ). Asp-. 

El mayor número de mutantes arg- se obtuvo en la mutegénesis 

de la cepa KC2-12D al aplicar EMS. Este hecho result6 interesante 

y al llevar a cabo la caracterización de estas cepas se encontró 

que 7 de ellas corresponden al grupo de complementaci6n ARG 1* (Ta­

bla 6). 

La caracterización se realizó por pruebas de complementación 

con la cepa KT-13: g, arg1aCosmótica) y KG83-11D: ~, arg1a. Estas 

mutantes cuando se crecen en medio con concentraciones altas de 

sales, repara el daño producido por la mutaci6n (mutante reparable 

osm6ticamente) • Ha sido reportado que este tipo de mutantes son 

comunes entre las levaduras auxotróficas (11, 12). 

Las cepas arg-aisladas fueron crecidas en medio minimo con 

cloruro de potasio KCl (0.4Ml, para detrminar cuál de ellas era 

reparable osm6ticamente. Las cepas: MC-62:~,arg1c; MC-63:~,argld 
y MC-105:~,arg1iresultaron ser mutantes de este tipo. 

La reparación osmótica fue probada sólo con las mutantes arg 

y no para los demás requerimiento. Pero es posible que entre las 

cepas que cepas que presentan otros marcadores de auxotrofia, se ten­

gan mutantes osrn6ticas. 

* En este trabajo, el orden del grupo de complementaci6n dado a 

cada cepa auxótrofa aislada, no está en relación a los pasos de la 

via de biosintesis de cada aminoácido, ya :;¡t.e, no se efectuó una ca­

racterización bioquímica de las cepas mutantes; sino al orden er. 

que se fueron aislando. La caracterización se realiz6 tomcir.odo como 

referncia las cepas pertenecientes al Cepario del Laboratorio, en 

las que no se conoce el sitio exacto de la lesión; pero a partir 

de las pruebas de complementación con ellas se puede detectar si la 

mutación de las cepas aisladas se encuentra
0

en algún locus distinto 

o el mismo. 
, > ··..; 



Se ha observado que la cepa KT-13: ~, arg1a tiene un alto 

grado de h.omotali:smo y fue tomada como referencia para la caracte­

rizaci6n del grupo de complementación ~-!, por lo tanto, habría 

cierta duda al decir que las cepas que no complementan con ella 

sean verdaderamente ~-·!, 

Si al ].levar a cabo las pruebas de complementación se observa 

que hay crecimi·ento en medio minimo, se puede estar seguro que 

las cepas presentan la rnutacidn en sitios diferentes. En el caso de 

no observar creci~iento en medio m!nimo, aan observando zigotos al 

microscopio, si se tiene una cepa homotálica, no se puede detectar 

si esto se debe a que las cepas son alélicas o a que la cepa, a1 

interca,rnbiar su :fa,ctor de compatibilidad, .se entrecruza y los di ... 

ploides as1 formados no crezcan en medio mínimo. 

Si se observa por ejemplo, la cepa MC-41: ~, argl-j(?)(Tabl.a 

6t, caracterizada indirectamente con las cepas: MC-75:~, arg y 

MC: 103:c<", arg, que no complementan con KT-:-13¡ sí complementa 

con MC-50:~, arg¡ MC-62:~,arg; MC-63:~,arg¡ MC-82:~, arg y 

MC-101:~, ar9, caracterizadas corno ~-!· Si todas estas cepas 

pertenecieran al mismo grupo de complementación , no se detecta­

ría crecimiento en medio mínimo al analizar los diploides. 

Se requiere pues, de un mayor número de estudios para poder 

afirmar que las mutantes del tipo ARG-!, caracterizadas con res­

pecto a la cepa KT-13: ~' argla' pertenecen efectivamente a este 

grupo de complementación o tienen'la lesión en otro sitio. 

Para las. cepas aux6trofas. de los grupos de complementación 

~-! (~abla 7t ~ ~~~ (Tabla 101 ocurre lo mismo que para ~-~, 

cepas que no deben complementar, presentan crecimiento de diploi­

des e11 medí-o lllí·nimo. Se requiere un análisis más fino de cada mu­

tqntes, para saber s± esto se debe a la presencia de una cepa ho­

rnot~lica tornada. corno re;ferencia para efectuar la caracterización. 

En cuanto a, los aux8trofos con requerimiento para Uracilo 

(Tabla 4L, se deterrnin8 un nuevo grupo de complementación, dife-
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En cuanto a los aux6trofos con requerimiento para Uracilo (Ta­

bla 4), se determin6 un nuevo grupo de complernentaci6n, diferente 

a los ya presentes entre las cepas de la Colección del Laboratorio. 

Para el marcador Adenina (Tabla 5) se encontraron dos nuevos 

grupos de complernentaci6n, el 5 y 6. 

Las 16 mutantes aisladas que requieren Histidina, cayeron en 

4 grupos de cornplementaci6n diferentes (Tabla 7). Se tiene reporta­

do que los genes para histidina en ~· lactis rnapean en 4 lugares 

distintos (49). Los grupos de complementaci6n determinados en este 

trabajo, quedarían sujetos a un mayor número d~ estudios para ver 

si coinciden con alguno de los grupos de ligamiento reportados. 

Para el marcador de auxotrof!a Leucina (Tabla 9) se aislaron 

dos grupos de cornplernentaci6n diferentes ~-~ y ~-!· Cinco de 

las cepas estudiadas cayeron en el grupo 3 de complementaci6n, una 

en el grupo~2, una en el grupo 2, una en el grupo 4 y MC-73 que lle­

va dos mutaciones leu-. 

En las mutantes Lis (Tabla lO)se caracterizó un nuevo grupo 

de complementaci6n (L!S-!) y una de las cepas, MC-58:<, lis, pre­

senta dos mutaciones lis-, aunque está dudosa la prueba de comple­

mentaci6n para la rnutaci6n LIS-2. 

Las cepas que requieren Metionina (Tabla 11) caen dentro de 

los grupos de cornplementaci6n 1 y 3, ya determinados para las ce­

pas de la Colecci6n. 

Para el marcador Treonina (Tabla 12) se caracteriz6 a la cepa 

MC-7:..C:, ~corno perteneciente al grupo de complernentaci6n ~-~ 

y la cepa MC-95:oC', treo, al grupo~-~-

Las cepas Triptofano (trp-) cayeron en dos grupos de comple­

rnentaci6n: TRP-! y TRP-~ (Tabla 13). 

Para las cepas con requerirniento para Isoleucina(Tabla 8) se detec­

tó un nuevo grupo de complernentaci6n (~-~, diferente a la muta­

ción ~-!, ya caracterizada para las cepas de la Colección. 
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En la Tabla 14 se enlistan las cepas aux6trofas construidas 

a partir de las mutantes inducidas cwn agentes alquilantes e irra­

diaci6n U.V. 

Por medio del análisis de esporas al azar, únicamente se ais­

laron las cepas: MC-141: ~, leu 4a lis1f; MC-164: ,~2aasp1a; 
MC-166: leu3a lis1 f y MC-167: ,ura 3a trp; las demás cepas mutan­

tes fueron construidas por disección de tétradas. 

Se aislaron 40 cepas con 2 marcadores de auxotrofía, 17 con 

tres marcadores, 7 con cuatro requerimientos y 5 con cinco marca­

dores. 

Se hab!a observado que las cepas con varios marcadores auxo­

tr6f icos son inestables, debido esto probablemente a una presi6n 

selectiva por su crecimiento más lento. Para comprobar si el cre­

cimiento de las mutantes era de hecho más lento, se siguió la 

curva de crecimiento de las cepas: Y-14:~, ~; KC2-12D:~•-±) 

MC-7: .!i_, treo2a; MC-127 :~, treo2a trp1h; MC-120: , ~2ª trp1hile2b 

MC-182:a, treo2 trp1h his1 met1 y MC-173: s{,treo2 his1aleu1a - ----:- a~- -~ a ~- a ~~ a ~- -~ 

met1 a ade 2a. Obteniendo los tiempos de generaci6n: 120 min, 110 

min, 125 min, 120 min, 110 min, 100 min y 110 min, para cada una 

de ellas respectivamente. 

A partir de las tiempos de generaci6n no se puede decir que 

haya diferencias en las velocidades de crecimiento, entre las ce­

pas con l, 2, 3, 4 y 5 marcadores de auxotrof!a, con respecto a las 

de tipo silvestre; por lo que, esta posible causa de la inestabi-

11dad previamente observada debe descartarse, por lo menos en las 

cepas aqu! estudiadas. 

A travás de las resiembras peri6dicas y pruebas en medios se­

lectivos, para ver si se conservan los requerimientos de.auxotro­

f!a, se ha observado que las mutaciones que presentan estas cepas 

son m~s o menos estables. Excepto las cepas MC-175 y MC-176 con 

cinco requerimientos, que parecen haber perdido el marcador pa-

ra adenina. Esto parece concordar con la inestabilidad presente ... 
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en otras cepas con gran número de requerimientos. Sin embargo, para 

poder decir algo concluyente con respecto a la estabilidad de estas 

cepas, se necesitaría aislar cepas con mayor número de requerimien­

tos y ver si los conservan en cada resiembra peri6dica. 

A pesar de que no todas las mutantes aisladas, quedaron pro­

piamente caracterizadas en cuanto al grupo de complementación al 

que pertenecen, considero que uno de los objetivos principales 

del presente trabajo, es decir la preparaci6n de cepas que lleva­

ran varios marcadores de auxotrof1a, se lagr6 ampliamente, pues 

se construyeron 7 cepas con cuatro y 5 con cinco marcadores de· 

auxotrof1a. Al emplear estas cepas en cruzas se deberá disminuir 

notablemente el número de recombinantes aux6trofos, facilitando 

as! los análisis genéticos de segregaci6n mit6tica en diploides 

y el de esporas al azar. 
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TABLA l. Cepas mutantes aux6trofas aisladas por mutag~nesis con MNNG 

Cepa aislada y Requerimiento Cepa progenitora Cepa aislada y Requerimiento Cepa progenitora 

NOTAS: 

MC-1:~, lis KC2-12D:~, + MC-33 :.:_, ~ KC2-12D::_, + 
MC-2:~, asp " MC-34:_!, roet " 
MC-4:~, arg MC-35:~, trp " 
MC-6:~, met " MC-37::!, ~ " 
MC-7:~, treo " MC-38 :!ir leu " 
MC-11 :~, arg " MC-39 :.e.1 arg y ..,14: .e_, + 
MC-15:~1 ·~ " MC.-40:~, leu " 
MC-19 :~1 trp y -14:e_, + MC-41 :.e., arg 11 

MC-20 :~, his . " MC-42:.e_, arg " 
MC-21:.e_, his 11 MC-43 :.e.1 trp 11 

MC-22 :.e_, arg 11 MC-44 :.e.1 trp 11 

MC-23 :~, leu KC2-12D:::, + MC-45:~, trp 11 

MC-25:~1 treo " !llC-4 6: .e_, ~ 
11 

MC-27:~, lis " MC-47:~, his 11 

MC-28:~1 ade " MC.-48 :~1 ade " 
MC-29;~1 met " MC-49 :~, trp " 
MC-31:~, ade ,, MC-50 :;5, arg KC2-12D:~, + 

Al aíslar las cepas, se asumi6 que el factor de compatibilidad que llevaban era el mismo que 

el de la cepa progenitora silvestre.· 

Las ini~iales (MCl se asignan por el investigador que las aisld. 

El n11mero ind:l:ca el orden en que fueron aisladas. 



TABLA 2. Cepas mutantes aux6trofas aisladas por mutagénesis con EMS 

Cepa aislada y Requerimiento Cepa progenit9ra Cepa aislada y Requerimiento Cepa progenitora 
MC-61:~, ile KC2-12D:~, + MC-85:i, his KC2-12D::i_, + 
MC-62 :!{_, arg 11 MC-86:~, ser .. 
MC-63:~, arg 11 MC-87:~, ade " 
MC-64:~, ade 11 MC-88 :.~J ade " 
MC-65 :~, ade 11 MC-89:~, his " 
MC-66:~, trp 11 MC-90 :~, !!:.!. 11 

MC-67:~, arg 11 MC-91:~, ade " 
MC-68 ::!, arg ura 11 MC-92::s,, ile 11 

MC-69 :!!!, ile " MC-93 :.!!:, ile 11 

MC-70:~, trp " MC-94 :.::!:, ade 11 

MC-71:!!;, ~ " MC-95 :~, ~ " 
MC-72:~, his " MC-96 :!!:, his " 
MC-73:~, leu " MC..-.97 :~, ade " 
MC-7 4: ;ir arg " MC-98 :~, leu " 
MC-75:~, arg " MC-991_!!:1 ura " 
MC-76:~, leu " MC-100 :~1 lis " 
MC-77 :~_, lis " MC..-101:.!i, arg 11 

MC-78:~, ade 11 MC-102 :.,:i, trp ,, 
MC-79:~, ura " MC-103 :.,:i1 arg " 
MC-80: !':• ~ " MC...-104 :~1 ade 11 

MC-81:~, ser " MC-105 :='-' arg ,, 
MC-82:~, arg " MC-106:!, trp y -14 :~, + 

MC-83 :~, lis " MC-107:~, lis " 
MC-84:~, his !' MC-108:~1 his " 

MC-109 :e_, ~ " 



TABLA 3. Cepas mutantes aux6trofas aisladas por tratamiento con luz U.V. 

Cepa aisláda y Requerimiento Cepa progenitora 

MC-51:~, his KC2-12D:~, + 

MC-53:~, ~ 
11 

MC-54:~, his -!' 

MC-55:~, his " 
MC-56 :~, lis n 

MC-57 :~, ar51 " 
MC-58:~, lis 11 

MC-59:~, trp " 
MC-60:~, leu y -14 :~, + 

MC-110 :~, ....e.f_s " 
MC-.111;~, trp " 
MC.-112:a, ~ " 
MC.-115:~, his KC2.-12D:.=, + 

MC-117:~, lis " 
MC.-118:~, ile y .. 14 :~, ±. 
MC-119:~, lis " 
MC..-129:~, lis " 



TABLA 4. Pruebas de complementación para el marcador de auxotrofia: URACILO 

MC-79: ;:!_, ura MC-80: :f_, ura MC-98:::!_, ~ 

KF71-2D:~, ura1 a + + + luRA-la 1 

KF82-4A:~,~ia + + -(?) luRA-2a 1 

KT-31 :~, ~4a + + + luRA-4al 

KT-15:~, ~la~2a + + -(?) lURA-1a, URA2a 

luRA-3al pRA-2bl 

Simbología usada: 

+ Las mutaciones no son alélicas, se encuentran en diferentes sitios 

Las mutaciones no complementan, se encuentran, probablemente, en el mismo sitio o 

sitios muy cercanos 

-(?) Al efectuar la cruza, no se observaron zigotos, sin embargo, se toma como probable 

que sean alélicas 

n.c. Cruza que no se llev6 a cabo 

Grupo de complementación 

No se determinó el grupo de complentaci6n 

--~~__,( (?) Grupo de complementación dudoso 



TABLA 5. Pruebas de complementación para el mercader de auxotrof!a:ADENINA 

MC-37:~,ade MC-48:~,ade MC-112:~,ade KA10-6C:~,ade1a KT-4 :~1 ade2a KT-24:~,ade 4 a KA5-4C:~,ade 2a 

MC-28 :~, ade + + + + + + IADE-5bl 

MC-31: :!:r ade + + + + + + IADE-5cl 

MC-37:~,ade + + + + + + tADE-Sdl 

MC-64 :~, ade + + + + + + IAbE-451 

MC-65:~,ade n.c. + + + + + + 

MC-78 :'!!_, ade + + + + + + IADE-4cl 

MC-87: ~· ade + + + + + @E-2b, ADE-4fl_ 

MC-88 :~1 ade + + + + + + IADE ;ia:¡ 
MC-91 :~, ade + + + + .... ( ?) n.c. n.c. lADE-2cl 

MC-9 4 : !5,1 ade + + + + + + IAbE-4el 

MC-9 7: ~, ade + + + + + + + 

MC-104:~,ade + + + + + + IADE-5el 

KA5-11B:~,ade1a + + n.c. n.c., n.c. n.c. IADE-laJ 

KT-ll:~,ade3a + + + n.c. n.c. n.c. n.c. IADE-3al 

W600B:~,ade1a leu1a + n.c. n.c. n.c. n.c. IADE-lal 

IADE-Sal IADE-6al lADE-lbl jADE-lal IADE-2al 
+ 

lADE-4a~ l11.DE-2a] 



TABLA 6. Pruebas de complementaci6n para el marcador de auxotroffa: ARGININA 

MC-22 :~, arg MC-39:a,arg MC-41:~,arg MC-42:~,arg KT-13:~,arg1a KG83-11D:a,arg
1

a 

MC-4 :~,arg + + + + + IARG-2b] 

MC-11:~,arg + + + + + + IARG-Sal 

MC-15:~,arg + + + + + + ------
MC-50:~,arg + + + + + IARG-1bl 

MC-57:..c,arg + + + + + p~R:G-~EI 

MC-6 2 :~, arg + + + + IARG-1cl 

MC-63 :~, arg + + + + IARG-ldl 

MC-67 :~, arg + + + + + + ~·~- ... ~-
MC-68 :~, arg + + + + + + -:---~~-~ 

MC-7 4: ~, arg + + + + + IARG-~cl 

MC-75 :~, arg + + "':" + "'."· + (ARG-lel 

MC-8 2 : :;::, arg + + + + ":'" IARG-lfl 

MC-101 :~1 arg + + + + ":" -:- (_? l !ARG-lgl 

MC-103 :_~,arg + + -:- + ~e?>. -:- IARG-lhl 

MC-105:~,arc;:z + + + n~c, ~ [hRG"'.'"lil 

IARG~2a( IARG-3~ lARGlj \ (?} lARG~4al IARG-lal ( ARG-la) 

·'· ;,.·. 



TABLA 7. Pruebas de complementaci6n para el marcador de a,u.xotro.f~a; HISTIDINA. 

MC-20: .e_, his MC-21:~,his MC-47:~,his MC-108 :~_,his MC-109:~,his MC-110 :-ª, his WM-37:si,h,ll;la 

MC-33:~1 his + + + + + IHIS-3 al 
MC-52:~,his + + + + + + + IHis-;J al 

MC-54:~,his + + + + + + IHrs-2b 1 

MC-55:~,his + + + + + -(?) + IHIS-lb 1 

MC-72:~,his + + + n.c. IHIS-lc 

MC-84: ~' his + + + IHIS-ld 

MC-85:~,his + + + + + -(?) IHIS-lc 

MC-8 9 : ~' his + + + IHIS-lf 

MC-96:~,his + + + + + IHIS-lg: 

K2(2) :~ 1 his1a + + + + n.c. . IHIS-¡1 ª 1 

IHIS-lhl (?) IHIS-2al IHIS-3!21 fliis-J;i IHIS-lil (?) IHIS-1~1 (?) tHIS-lal 

TABLA 8. Pruebas de complementaci6n para el marcador de auxotrofía: ISOLEUCINA 

MC-61 :~, ile MC-69 :!:!_, ile MC-9 2 :~, ile MC-93 :~, ile 

MC-118:~,ile + + + + 

KT-2: ~, ile1 a + + + + ~LE-la! 

MC-69:!!_,ile n.c. n.c. n.c. frLE-2al 

----- IILE-2al IILE-2bj -----

.1 



TABLA 9. Pruebas de complementaci6n para el marcador de auxotrofía: LEUCINA 

MC-40:~,leu MC-60:~,leu I<C44-l3D :,5l, ~la.~2ª KG64-5A:ª",leu2a 

MC-23 :~:, leu + + lLEU..-3al 

MC-38:~,leu + + + + ILEU..-4al 

MC-71 ==, leu + + + ILEU-2bl 

MC-73 :~, leu + + ILEU-lb, LEU-2cl 

MC-76 ==, leu + + + ILEU-3dl 

MC-98: _=:, leu ~ L?l + + ILEU-3el 

KT-7:-<, ~2a + + n.c. n.c. lLEU-2af 

KF53-2B: :::1 leu1 a + + n.c. n.c, fLEU-lal 

ILEU-3bl lLEU-3cl ffJEU-1al ILEU-:-2al 

-



TABLA 11. Pruebas de complementación para el marcador de auxotrof!a: METIONINA 

MC-6:~,met MC-29:~,~ MC-34:~,~ MC-53 :~rnet 

KT-3:a,met3a + + + IMET-3a] 

KF68-R2:~,met1a + IIiIET-lal 

KF3l-18B:~,rnet2a n.c. n.c. + n.c. IMET-~a) 

KF31-18D:~,rnet 2a n.c. n.c. + n.c. IMET-~al 

IMET-lbl lMET-lcf IMET-3bl lMET-ldJ 



MC: 19 :~, trp 

MC-43:~,trp 

MC-44:~,trp 

MC-45:~,trp 

.MC-46 :~, trp 

MC-49:~,trp 

MC-106:~,trp 

MC-lll:~1 trp 

TABLA 12. Pruebas de complementaci6n para el marcador de auxotrofía: TREONINA 

MC-7: ~,treo MC-25:::,~ MC..-9 5 : ~' treo 

KT-26:a,treo1 ---a + jTREO-J.aj + 

ITRE0-2al lTREO-lbJ 

TABLA 13, Pruebas de complementaci6n para el marcador de auxotrofía: TRIPTOFANO 

MC-35:~,trp MC-59:~,trp MC-66:~,trp MC-70:~trp MC-102:~,trp MC-1 :~,trp K-7:!!,trpla KT-19:~,trpl~ 

+ + + + + + + fTg;.>!'!'"3a,l 

+ + + + ITRP-lbl + + + 

+ + + 

+ + + + 

+ n.c. + + 

n.c. n.,c. + 

+ + + + 

+ + + + 

1 TRP-le] (?) --~-- lTRP-3b( "r'"---:--

+ 

+ + 

n.c. 

n.c. 

+ + 

+ n.c. 

ITRP-1fl(?) --~~-

_¡ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ITRP-laJ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ITRP~2al 

(TRP-lgl 

lTRP-lc) 

lTRP-lbl 

lTRP-ldl 

----~-



TABLA 14. con varios marcadores de -~xotrof!a, aisladas por análisis de esporas al azar* 
y disecci6n de tétradas. 

Cepa construida por recombinación y Requerimientos 

MC-120:treo2a trp1 hile2b 

MC-121: ~2ª trp1h ile2b 

MC-124: ile(lky) 2b treo2 a 

MC-126:~,~2ª trplh 

MC-127':~,~2ª trp1h 

MC-131:~'~2a tr_Elh ~2b 

MC-135: ~2a ~2b 

MC-136:~'~2a trplh ~2b 

MC-137: ~2a ~2b 

MC-138: ~2a ~2b 

*MC-141:~,leu 4 a ~lf 

MC-154: ~lb ~lb 

MC-155:~,adelb hislb 

MC-158:~,ile 2b trplh 

MC-162:~,treo2a ile 

MC-163:~,~lb trple 

*MC-164: serla aspla 

MC-165: trpla ~la 

Cepas progeni~oras 

" " 11 

" " 11 

11 " 11 

" " 
,, .. 

.. " 
11 ,, 

11 

MC-38:~,~la; MC-107:~,lislf 

MC-112:~,adelb; MC-55:~hislb 

11 

MC-92:~le 2b: MC-46:~,trplh 

MC-118:~,~; MC-7:~,~2a 

MC-112:~,ade 1b; MC-35:~,trple 

MC-2:~,asp1a; 

MC-2:~,asp1a; 

MC-86:!:!,,~ 

MC-106:~,trp 



TABLA 14 (Continuación) 

Cepa construida por Recombinación y Requerimientos 

*MC-166: serla aspla 
•MC-167: ura3a trp 

MC-168: adelb ura 2b 

MC-169: adelb ~2b trple 

MC-170: his1h trplh .. 

MC-171: ~lh treo2a trplh 
MC-l72:_!'S., his1h treo 2a trp1 h 

MC-173:~, ~2ª his1a leu1a met1a ade 2a 
MC-174:~, treo2a met1a 

MC-175:~, trp1 h his1a leu1a met1a ade2a 

MC-176:~, trp1 h his1a leu1a met1 a ade2a 

MC-177: ~, ·~2ª hisla leu1a met1a ade 2a 

MC-178: ~, trp1 h leu1a ade2a met1a 

MC-179: :!,trp1 h leu1 a ade 2amet1a 

MC-180: his1a leu1aade 2a met1 a 

MC-181:~, his1a leu1a ade 2a met1a 

MC-182: ~, ~2a trp1h hisla met1a 

MC-183: ~· treo2a trp1h leu1a met1a 

MC-184: trp1h treo2a his1a leu1a metla 

MC-185:~, trplh ade 2a met1a 

MC-186: ~, treo 2a ade2a 

MC-187:~, ~2ª his1a 

MC-188: ~· ~~a trp1h met1a 

MC-189:~, trplh his1a ~2ª 
MC-190 , hisla ~2ª trplh 

Cepas progenitoras 

MC-23:~, leu3a; MC-107:~, trp 

MC-79: .:!E...r ura3a; MC-106 :~, trp 

MC-163~, ade1b; MC-99: ~.~2b 
" 

MC-20.:_a, his1h; MC-128:~,treo2atrp1h 
" 
" 

MC-127: ~, ~2ª trp1 h 
R 

KF25Z-10A:~, hisla met1a leu1 a ade 2a 0 93 



TABLA 14. (Continuacidn) 

Cepa construida 

MC-191: ~· ura 2a 

MC-192: ~' ~2a 
MC-193:~, his1a 

MC-194:~ , his1a 

MC-195: , his1a 

MC-196: ~' ~2a 

MC-20.l: !!.· leu3b 

MC-203 :~, leu3b 
MC-204: !!r leu3b 
MC-205: ~· leu3b 
MC-206:~, leu3 b 

MC-207: ~· ~3b 
MC-208 :_!f., leu3 b 

por Recombinaci6n y Requerimientos 

hísla treo2a trplh 
treo2a 

trplh 

trplh 
treo2a 

trplh 

trplb 
treo2a trplh 
treo2a trplh 

~2a trplh 

trplh 

trplh 

~2a 
MC-209:~, asp1 a leu1a 

MC-210: e_, asp1 a leu1 a 

MC-211:~, asp1 a his1 a 

MC-212: ~· asp1a his1a 

MC-213:~, asp1a leu1a his1 a 

MC~214: !!• aspla leu1 a his1 a 

MC-215: ~· ~la leu1a 

MC-216: e_, arg3a treo2a 

MC-217: ~· ile2b ar73a 

Cepas progenitoras 

MC-128:~, treo2a trp1 h 

KF82-2C: ~· ura2a his1a 

MC-40: ~· leu3b 
MC-128:::::._, treo2 --_a trplh 

MC-2 :~, asp1a 

KF76-27A: ~· leula hisla E~l c5 

MC-39: ~· arg3a 
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