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I. INTRODUCCILON

Ia. La Mitocondria como Organelo Respiratorio

La mitocondria es un organelo ampliamente estudiado, ya que es el lugar
en donde se llevan a cabo los procesos de oxidacidn de los complejos del -—-
carbono y la reduccidn del oxigeno a agua. En este proceso los electrones -
provenientes de diversos sustrafos se transportan por una serie de componen
tes que constituyen una cadena, llamada cadena respiratoria, que tiene como
£in utilizar la energia libre de las reacciones oxidativas para formar Ade—
nesin Trifosfato (ATP) (Roswe y Harri son, 1969). Debldo a esto los organis-
mos eucariontes, contienen diferentes cantidades de mitocondrias con base -
en sus requerimientos energéticos.

La mitocondria para llevar a cabo los procesos respiratorios presenta -
una membrana interna en donde se encuentran la mayoria de las proteinas que
son codificadas en parte por el dcido desoxirribonucleico mitocondrial - -
(ADNmit. ), en tanto que las proteinas de la membrana externa y la matriz son
codificadas por genes nucleares (Crivell, 1983).

En la membrana interna se encuentran cuatro complejos fisicoquimicos -~
que intervienen en los procesos de la cadena respiratoria. En este sistema,
el complejo I acepta electrones del NADH, mientras que el complejo I1 reci-
be electrones del succinato, a su vez tanto el complejo I como el II, van a
donar sus electrones a un catalizador no proteico, la coenzima Q@ (ubiquino-
na), que a su vez se oxida donando los electrones al complejo III, en donde
son transportados a través del citocromo b y ¢y hacia el citocromo €, que =~
es el sitio de unidn con el complejo IV, en donde los electrones del cito--

cromo ¢ son transferidos a los citocromos a+a3, y de aqui al oxigeno que se



reduce y forma agua. Como se indica, por cada molé&cula que presenta una pér
dida de electrones (oxidacidén), existe una ganancia por otra (reduccidn). Se
considera que como producto de las reacciones de oxidoreduccién, se va a ob~-
tener la energia que utiliza la ATPasa para formar ATP. El complejo ATPasa -
se encuentra formado por tres partes que son: el factor Fl’ una proteina que
confiere sensibilidad a oligomicina y un factor Fo.

Como se muestra en la fig. 1, el paso de electrones en la cadena respira
toria, puede ser inhibido en diferentes sitios, tenemos a la rotenona que -
impide el paso de electrones entre el complejo I y la coenzima Q, la antimi-
cina A que actila a nivel del citocromo b, la azida, cianuro y el mondxido de
carbono que bloquean el paso de electrones del complejo III hacia el oxigeno
y la rutamicina y oligomicina que actian sobre el complejo ATPasa (Gillham,
1978).

En el presente trabaje, se utilizd la antimicina A, por lo que se mencio
narin algunos aspectos importantes de &sta.

Durante la selecci6n de mutantes clitoplasmicas de Saccharomyces cerevisi-

ae se encontrd que algunas mutantes presentaban pérdida en la habilidad pa-
ra crecer sobre un sustrato no fermentable, siendo esto producto de la falta
del citocromo b, sin afectarse su capacidad en la sintesis de proteinas - -
(Fincham et al, 1979)

El citocromo b, sobre el que actila la antimiecina, ha sido purificado de
la membrana interna mitocondrial; estd formado por dos polipéptidos que son
codificados por el ADNmit (Weiss, 1976).

El mecanismo mds aceptado que describe la actividad de la antimicina A,
es aquel que dice, que al oxidarse induce una reduccién del citocromo b --

sin cambio en su potencial. Recientemente se tienen evidenclas de que los
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citocromos b 562 y 566 presentan cambios de potencial, lo cual indica que -
funcionan como un solo sistema redox ante la accidn de la antimicina A - =
(Rieske, 1976). )

En K. lactis, la antimicina inhibe su crecimlento en una gran variedad
de sustratos no fermentables (glicerol, etanol, etc.), excepto en glucosa -
en donde a una concentracidn del 1% se provoca insensibilidad a ésta (Ferre

ro, et al, 1981).

Ib.~ Estructura y Funcidn del ADN mitocondrial (ADNmit).

Alrededor de 1960, se planteaba la posibilidad de que la mitocondria -
tuviera una dotacidn de ADN, no fue sino hasta 1964, que mediante gradientes
de densidad en cloruro de cesio, por medio de ultracentrifugacifn, que se -

logrd separar el ADNmit del ADNn en Neurospora crassa. Entre 1964 y 1965, -

se aisld el ADN de un vertebrado (cBlulas de corazén de embridn de pollo), -

posterior a esto se ha aislado ADNmit de una amplia variedad de organismos -

(Crivell, 1983).

El ADNmit se presenta en tres formas (fig. 2):

a) Moléculas lineales: Una doble cadena unida por puentes de hidrdgeno, se
observa comunmente en protozoarios.

b) Moléculas circulares abiertas: Se presenta una sola ruptura en un enlace
covalente, de una de las cadenas del ADNmit, pero no en la cadena comple
mentaria. Se observa en la mayoria de los animales y hongos (entre los -
que estd K. lactis)

¢) Moldculas circulares superenrolladas: Estas moléculas no presentan ningin

rompimiento. Son moléculas que se enrollan sobre si mismas; esto es, de-
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bido a que se cierra la doble cadena, ya que algunos pares de bases se en
cuentran unidos a proteinas. Al aislarse el ADNmit, se pierden las protel
nag y la cadena se enrolla parcialmente, dando como resultado que sean in
troducidas vueltas superhelicoidales (Gillham, 1978).

El tamafio del ADNmit en animales, es m3s o menos constante entre 4.4--6.0

am; en protozoarios, es tres veces el tamaifio respecto al de los animales

 {oscila entre 12.8-15.0wmm}; en hongos varia seglin la especie: en K. lactis

es de 11.44um, en S. cerevisiae es de 21-25xm (Sandexrs et al, 1974).

El ciclo celular, se divide en cuatro fases, & tas son: G

1 (sintesis

protéica), § (divisidn del ADN), G2 (sintesis protéica) y M (mitosis). La

sintesis de ADNmit se efectiia de las siguientes maneras:

a) Periddicas: El valor maximo de sintesis del ADNmit, coincide con la fase
G2 y con algo de sintesis durante la fase S; este patrdn de sintesis ha

sido reportado en S. cerevisiae y K. lactis (Sanders et al, 1974; y Gill-

ham, 1978).
b) Simultdnea: Tanto la sintesis del ADNmit como del ADNn se presentan al

mismo tiempo. Se reportd en Euglena gracilis.

c) Continua: Ocurre durante todo el ciclo celular. Se ha reportado en Tetra-

hymena, Physarum, S. cerevisiae, etc. (Gillham, 1978).

En lo que se refiere al ADMNmit de K. lactis éste se aislé en 1974 y al
estudiarse se determind que presenta una longitud aproximada de 1ll.44um, con
forma circular abierta, no presenta las largas regiones de Adenina-Timina -
que se observan en S. cerevisiae. Mediante su densidad de flotacidn se ha
determinado que su contenido de Guanina-Citosina es del 24% (Sanders, et al,

1974).
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Ic.— Sintesis de Proteinas Mitocondriales.

Aunque las mitocondrias presentan su propio material genético no es au-
tosuficiente para la codificacién de todas las proteinas que utiliza para su
estructura y funcilones, ya que la mayoria de éstas se encuentran codificadas
en el genoma nuclear. Se ha encontrado que el ADNmit forma un mARN que codi-
fica para algunas subunidades de las enzimas del complejo respiratorio como
son: tres gubunidades de la citocromo oxidasa, dos subunidades de la ATPasa
y una subunidad del citocromo b (Crivell, 1983).

La mitocondria presenta todos los componentes para que se lleve a cabo
la sintesis de proteinas. La mol&cula del ADNmit contiene la informacién —-
que se transcribe al mARN el cual la lleva al rARN en ddnde el tARN acarrea
y ensambla aminca@cidos para formar proteinas especificas. Tanto el mARN, --
rARN y el tARN son codificados por el genoma mitocondrial, mientras que el
genoma nuclear controla la sintesis de la mayoria de las proteinas ribosoma
les, ademas, a otras proteinas que ge encuentran en la matriz y en la mem—
brana externa de la mitocondria.

En 1350, se obtuvieron mutantes de S. cerevisiae, las que por formar -
colonias mis pequeiias que las normales se les 1lamd mutantes "petite colonie'
Estas mutantes "petite' aparecfan de manera espontfnea con una frecuencia -
cercana al 1%. En estudios posteriores se encontrd que eran respiratorio de
ficientes por lo que no crecian en ausencia de sustratos fermentables, como
la glucosa. En estas mutantes al determinarse la presencia de citocromos, se
observé la desaparicién de los citocromos a, b y de algunas deshidrogenasas.

Cuando se efectud el andlisis genético de las mutantes "petite", se de-

mostrd que presentaban herencia nuclear y citoplidsmica (Gillham, 1978).



Se observd que las mutantes '"petite" se obtenian mids facilmente con una
amplia variedad de mutdgenos (acriflavina, euflavina, bromuro de etidio, etc.)
Con acriflavina y euflavina (que es el componente activo de la acriflavina),
se obtuvieron un 100% de mutantes "petite' en S. cerevisiae. lLa mutacién -
"petite" es una mutacidn pleiotrdpica que provoca la desaparicidn de los ci-
tocromos a, b y s de algunas deshidrogenasas y otras proteinas de la mem—
brana interna, de la mitocondria, de ahi que no resulten de gran utilidad en
estudlos genéticos en que es deseable provocar mutaciones puntuales y obser-—
var qué proteinas son codificadas por el ADNmit y hasta que punto représenta
este organelo una entidad independiente del niicleo (Brunner, 1974).

El descubrimiento de que antibidticos como el cloranfenicol y la eritro
micina inhiben el crecimiento de S. cerevisiae en medio con sustratos no fer
mentables (glicerol, etanol, lactato, etc.), mas no en presencia de sustra-
tos fermentables (glucosa), trajo consigo que se demostrara que @sto era pro
ducto de la inhibicidn de la sintesis de proteinas mitocondriales y cuardo -
se analizaron los espectros de los citocromos, se observd que los citocromos
ara, y b se encontraban muy reducidos (Gillham, 1978).

Wilkie et al, (1967), reportaron el aislamiento de mutantes de S. cere-
visiae capaces de crecer en presencia de eritromicina o tetraciclina, en -
medio que contenga glicerol como fuente de carbono. Se observd que algunas —
de estas mutantes presentaban patrones de herencia no-Mendeliana y se demos—
trd que era una mutacidén a nivel mitocondrial. En 1970 se publicd un articu-
lo en el que se proponia una hipdtesis para explicar el diferente comporta-
miente de las mutantes resistentes a cloranfenicol, mikamicina o eritromici

na. Se propuso que la alteracién en la sintesis de proteinas que promueve la



resistencia a los antibidticos, puede ser producto de una alteracidn direc-
ta en las protefnas de los ribosomas mitocondriales o de una alteracidn indi
recta en la permeabilidad de las membranas mitocondriales a los antibiéticos

(Gillham, 1970).

Id. Mutagénesis y Actividad Mutagénica del MNNG, PAP y Sales de Manganeso.

La mutagénesis es un evento biolégico ineludible y nc necesariamente un
dafno. En el contexto de la evolucidn segiin Darwin, la supervivencia del mis
adaptado, implica que la mutacidén puede conferir tanto ventajas como desven
tajas genéticas. Sin embargo, por lo general, las mutacliones se observan co
mo errores. La suposicidén que propone que las mutaciones son producto de --
compuestos quimicos y radiaciones del medio ambiente, es parcialmente cier-
ta, ya que la inestabilidad intrinseca de los Acidos nucléicos por si misma
puede ser responsable de un alto nivel de mutaciones.

La mutacién, es un cambio en el material genético, que puede ser letal
o no para la c@lula u organismo en donde ocurre. La eficiencia mutagénica -
es producto del valor de las mutantes obtenidas entre los eventos letales.
los valores de la eficiencia mutagénica dependen de qué& tan activo es el ==
compuesto que se utilice, asi como del sistema bioldgico de que se trate. -
Para obtener una mejor consideracidn de la actividad mutagénica de un com-

puesto, &ste se prueba in vivo e in vitxo, con lo que se puede determinar

su toxicidad y la reparacidn celular. Sin emBargo, tanto en bacterias, hon-
gos o células de mamiferos, la mutagénesis involucra la activacidn o inacti
vacidén metabdlica de varios sistemas de reparacidn, del estado de la célula
y en general de los efectos del mutdgeno sobre la fisiologia celular (Singer

y Kosmierek, 1982).



Los principales mecanismos propuestos para explicar como se producen -
las mutacicnes, senalan que son producto de errores en la replicacidn o pro-
ducto de errores en la posicifén de las bases durante la reparacidn del ADN —
(Gichner y Valeminsky, 1982), Se ha determinado que las mutanﬁes espontéaneas
de S. cerevisiae son producto de la reparacifn defectuosa de lesiones espon~—
tineas (Siew-Keen Q. et al, 1980).

Se ha ensayado la actividad mutagénica de una amplia variedad de agen-—

tes. En el presente trabajo se prob6é y compard la efectividad de las siguien
tes sustancias consideradas como mutidgenos: M¥-metil-N'-nitro-N-nitresoguani-

dina (MNNG), 2,6-Diaminopurina (DAP), y Sales de Manganeso (MnCl, y MnSO

2 4?
con la finalidad de determinar la capacidad mutagénica de cada una en la in-

duceidn de mutantes extracromosdmicas en K. lactis.

M-metil-N'-nitro-N-nit rosoguanidina (MNNG):

La MNNG se sintetizd en 1947, por nitracidn de la N-metil~N-nitroguani-
dina en medio Acido en frio; es inestable en agua, estable en solucidn amor-
tiguadora a pH de 5-5.5. Su estabilidad depende de la temperatura y del po-
tencial 1idnico del tipo de sal que se utilice.

La MNNG puede actuar sobre las proteinas y las bases nitrogenadas del -
ADN de dos formas diferentes: el grupo metilo derivado de su descomposicidn
puede alquilarlas o bien, por la guanidina pueden ser nitroaminadas. Esto -
se comprcbd marcando con 1['C el grupo metilo y la guanidina ubicando su ac-
cidn sobre varias proteinas. Se ha observado, que mientras el grupo met11§
reacciona tanto con proteinas como con acidos nucleicos, el grupo guanidina
actla fundamentalmente sobre proteinas. Tanto la alquilacidn como la nitro-
aminacién pueden producir éambios en la estructura de los cromosomas. La --

afinidad del MNNG hacia las proteinas, en particular el grupo nitroguanidina,

10



puede ser la causa de que inhiba enzimas importantes. Por otra parte se con-
sidera que el MNNG al igual que otros agentes metilantes, actla sobre la po-
sicidn N7 de la guanina, siendo probablemente el principal centro nucleofili
co sobre el que actlia en el ARN y ADN, La metil guanidina (06-MeG) es el si-
tio de lesidn mis probable en el ADN para la inducci®n de mutacidn de un gen
{(Gichner y Valemisky, 1982).

E1l MNNG es extremadamente tdxico para algunas cé&lulas, tal vez, se debe
esto a que como agente metilente es cerca de veinte veces mis reactivo que -
Jos agentes etilantes (Singer y Kosmierek, 1982).

En 1967 se encontrd que al tratar S. cerevisiae con MNNG durante el cre
cimiento celular se indujeron un 50% de mutantes "petite" entre las sobrevi-
vientes. Tanto el tratamiento con MNNG y UV (Ultravioleta) da como resultado
un alto Indice de "petite', tanto en c&lulas cultivadas en medio fermentable
(glucosa) o no fermentable (glicercl, etanol, lactato, etc.). Em K. lactis,
tambié&n fueron inducidas mutantes '"petite' que fueron clasificadas como "pe-
tite" vegetativas. Sin embargo, la mayoria de las mutantes que se obtuvieron
mostraron herencia nuclear. En S. cerevisiae, se ha observado que se inducen
mutaciones en un locus nuclear especifico, que es el que éonfiere resisten~
cia dominante a eritromicina, durante la fase S de la divisidn celular. Se
ha sugerido que si la MNNG altera la actividad de las proteinas, 8sta opera
sobre un mecanismo de represidn que regula la integridad de la mitocondria
siendo esta la causa de la induccidn de “petite'", que son debidas a una al-
teracidén de este represor (Gichmer, 1982).

Dawes et al, (1974) obtuvieron mutantes eritromicina y oligomicina-re-
sistentes de S. cerevisize inducidas por MNNG que presentaron tanto herencia
citoplasmica como nuclear. Encontraron que la frecuencia de mutantes, es una

funcidén de la edad celular, ya que se presentan dos puntos de susceptibilidad



a la accidén del MNNG, en dos de las etapas del ciclo celular; la de repli-

cacion del ADNn y la del ADNmit, en la primera se obtuvieron mutantes nuclea

res, en la segunda las mutantes cbtenidas presentaron patrones de herencia

mitocondrial.

S.

Calderdn y Cerda Olmedo (1983) emplearon MNNG para inducir mutantes de

cerevisiae, nucleares y "petite' resistentes a L-canavanina, éstas Ulti-

mas presentaron herencia claramente citoplasmica. Ademas fueron aisladas mu

tantes auxotrdficas termosensibles de S. cerevisiae y Escherichia coli:

2-6 Diaminopurina (DAP).

a)

b)

c)

d)

e)

El DAP ha sido utilizado en una amplia vériedad de estudios genéticos,
en donde se le consildera:

Un inhibidor por analogfa, de la replicacidn del ARN y ADN en virus de
células de fibroblastos L, esto sugiere que interviene en el metabolis-
mo de ambos Acidos nucleicos.

Con DAP marcado con 14C, en levaduras encontraron que se presentaba en
lugar de la Adenina y la Guanina en los &cidos nucleicos: en E. coli -
se ha observado que se convierte principalmente en Guanina.

Presenta una actividad doble en el metabolismo celular, por un lado
puede actuar como inhibidor v por otro se puede transformar en un pre-
cursor de las purinas de los Acidos nucleicos.

Actiia como inhibidor por analogfa de la adenina presente en los cofac-
tores tales como: Adenosin-Trifosfato (ATP), Nicotinamida~adenin, di-
nucledtido (NAD+) y Flavin-adenin-dinuclebtido (FAD). En la formacidn
de nucledtidos compite con la Adenina.

Wallis y Wilkie (1979), encontraron que inducia mutantes extracromossd-

micas en S. cerevisiae resistentes a oligomicina y cloranfenicol mas no

12



a eritromicina, en medio no fermentable (glicerol). El analisis genéti-
co, 88lo se efectud en diploides, presentando evidencia de herencia ci-
toplasmica. Debido a la poca viabilidad de las esporas no se determind
la segregacidn no-Mendeliana de los productos de la’meiosis. A concen-

traciones muy altas (letales) de DAP se obtuvieron mutantes "petite'.

Sales de Manganeso (MnCl,, MnSOA)

Se considera como mutdgeno con ligera actividad sobre genes nucleares-
(Putrament et al, 1973) y como un eficiente inductor de mutantes mitocondria
les resistentes a antibidticos.

El Manganesc es un catidn divalente, que actila sobre la ADN polimerasa
mitocondrial disminuyendo su actividad. Ya que la ADN polimerasa presenta -
un papel activo en la selececidn de nucledtidos, una alteracidn debido a Mn+2
trae como consecuencia que se induzcan mutaciones puntuales en el ADNmit. -~
Por lo menos dos polimerasas insertan de manera incorrecta bases, al aumen-—
tar la cantidad de Mn+2. El Manganeso s8lo induce mutaciones de resistencia
a antibidticos cuando se encuentra en concentraciones muy altas, sin embar-
go, esto tambi&n puede afectar muchos procesos celulares y la mutagenicidad
se provoca de manera indirecta (Putrament et al, 1975).

Por accldon de sales de manganeso (MnClz, Mnsoa), se obtuvieron mutantes
resistentes a cloranfenicol, eritromicina y oligomicina que presentaban he-~
rencia citopldsmica (Putrament et al, 1975).

Se ha observado que el magnesio y la hidroxiurea provocan que se dismi~
nuya la actividad mutagénica del Manganeso (Putrament et al, 1975)

En 1979 Brumner, utilizando cqmo mutagenos MnCl2 4 MnSO4 encontrd que
éstos provocaban un aumento considerable del nimero de mutantes de K. lactis

resistentes a antimicina, siendo mas efectivo el MnSOa en la induccidén de éstas.

13



Ie, Ciclo de vida de Kluyveromyces lactis

Para efectuar estudios genéticos en levadura es necesaric conocer 1las

diferentes etapas del ciclo vital (fig. 3).

Tanto K. lactis como S. cerevisiae presentan un ciclo vital similar;
cuando las cé&lulas se encuentran en un estadio haploide pueden conjugarse
con base en su factor de compatibilidad (factor sexual) "a" o "'=x" y formar
un cigoto, que dard lugar a un clona diploide, que en K. lactis a diferencia
de S. cerevisiae, es inestable. De cada uno de estos diploides emerge una te

trada de ascosporas haploides (Fincham et al, 1979).

If. Pruebas Nutricionales.

Al igual que S. cerevisiae, K. lactdis, es un organismo aerdbico faculta

tivo, por lo tanto puede- crecer en ausencia de oxigeno, siempre y cuando se

le proporcionen sustratos fermentables. La utilizacidn de sustratos como gli
cerol, lactate, etanol y acetato quiere por el contrarioc la presencia de oxi
geno y de una mitocondria funcional, de tal manera que cualquier alteracidn

o modificacidn que se produzca en el funcionamiento adecuado de este organe-—
lo, traera como consecuencia una falta de crecimiento en medios de cultivo -
que contengan alguno de estos sustratos como fuente de energia. El organismo
por ser aerdbico facvltativo, podrd seguir cobteniendo toda su energfa a par-
tir de glucblisis anaerdbica y crecerd por lo tanto en glucosa o lactosa co-
mo fuente de carbono. Esta propiedad de la levadura permite detectar altera-
ciones mitocondriales o la interferencia de cualquier substancia con la fun-
cién de la mitocondria, de tal manera que la ausencia de crecimiento en pre-

sencia de una droga de sustratos no fermentables es un fuerte indicio de que
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dicha droga interfiere con las funciones de este organelo (Brunner, 1974).

Para que se puedan llevar a cabo estudios genéticos de herencia cito-
pléasmica, es necesario, tener mutantes que presenten alteraciones en el ge—
noma nuclear, para tener un patrdn de referencia claramente Mendeliano, pa-—
ra lo cual se utilizan mutantes auxotréficas.

Las mutantes auxotrGficas, son aquellas que presentan deficiencia en 1la
sintesis de una o m3s substancias (aminodcidos, vitaminas, o bases que usual
mente son producto de sus patrones biosint@éticos, por lo qué el o los nutrien
te(s) que se requieren deben de encontrarse presentes en el medio de cultivo,

para que éstas puedan crecer (Fincham et al, 1979).

Ig. Analisis Gendtico

Los criterios mas utilizados para establecer si una mutacifn es de natu
raleza extracromosdmica, son:

a) Segregacidn de la mutacidn durante la mitosis: En este caso se observa -
cuidl es el patrdn de herencia que presentan las clonas diploides al pro-
barse en medios con drogas.

b) Segregacidén no-Mendeliana de los productos de la meiosis: Se basa en el
andlisis genético de tetradas individuales producto de la meiosis.

c) Desaparicidn de los factores de resistencia concomitantemente con el ADN
extracromosdmico: Consiste en un tratamiento prolengado con algunas sus—
tancias (bromuro de etidio, acriflavina, etc.) que provocan la des%pari-
cién de ADNmit y los factores de resistencia ligados a éste, lo cual sir
ve para determinar la naturaleza mitocondrial de una mutacidn citoplasmi
ca. El tratamienéo con bromuro de etidio se puede aplicar a S. cerevisiae

mas no a K. lactis, en donde se forman microcolonias no viables.
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d) Diferencias en los productos obtenidos al hacer cruzas reciprocas: Se -
cruzan dos cepas con factores de conpatibilidad diferentes reciprocamente
por ejemplo: a, AS, Lisllq< , AR, Adel. Los productos de ésta, se vuelven
a cruzar en sentido inverso: a, AR, Lislla< , As, Adel. Se cuantifican las

proporciones obtenidas en la primera y se comparan. En el caso de ser di-

ferentes es una evidencia m&s para determinar si se presenta herencia cito

plasmica (Brunner, 1978).
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I.h Objetivo

El presente proyecto se realizd con base en los trabajos efectuados en
8. cerevisiae con mutdgenos, tales como el DAP, que se ha reportado como in~
ductor de mutantes ciltopldsmicas resistentes a oligomicina y cloranfenicol -
(no a eritromicina) (Wallis y Wilkie, 1979); el MNNG que se considera que in
duce mutaciones preferentemente nucleares (Gichner y Valeminsky, 1982) y las
sales de manganeso: MnClz, MnSO4 que se consideran como inductores de mutan-
tes preferentemente mitocondriales (Putrament et al, 1973, 1975).

La finalidad del presente trabajo fue el comprobar la eficacia del DAP
como inductor preferente de mutantes extracromosémicas en S. cerevisiae ex—
trapolando esta propledad a la levadura K. lactis. Esto se realizd de mane-
ra comparativa con la actividad mutagénica de MNNG (mutdgeno principalmente
nuclear) y de las sales de manganeso: MnC12 y MnSOA (mutdgenos mitocondria—
les). »

Tomando las consideraciones anterlores se procedid a la induceidn, ais
lamiento y purificacidn de mutantes resistentes a antimicina y a su caracte-
rizacion genética mediante el andlisis de la segregacidon de la mutacidn du-
rante la mitosis y de la segregacion no~Mendeliana de los productos de la -

meiosis.
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II. MATERIALES Y METODOS

1la. Cepas de la lLevadura Kluyveromyces lactis Utilizadas:

KA5-6C: o yura,met c%o® {ura?7)

1'
KF65-~R6: a,ade2 yhis, leu.
1Ib. Reactivos y Medios de Cultivo:
I1b.1l Soluciones Amortiguadoras:
a) Amortiguador de Fosfatos 50mM, pH 7.0
KHQPOI‘ 2.62 g

KZHP04 : 7.00 g

Agua destilada c.bl.p. 1000 ml

b) Amortiguador de Citrato 0.1 M, pH 7.7°
Acido Citxico 21.0 g

NazﬂPoa 15.8 g

Aforado a 1000 ml con agua destilada

"Para ajustar a pH 7.7 se utiliza una solucidn de NaOH 10 M.

11b.2 Medios de cultivo
a) Medio Minimo con Glucosa (MD)
Base nitrogenada de levadura )
libre de aminodcidos (Difco) 0.67% (p/v)
Dextrosa 2.0 % (p/v)
Agua destilada
: b‘) Medio Minimo con Glicerol (MG)
Base nitrogenada de levadura

libre de aminoicidos (Difco) 0.67% (p/v)
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Glicerol 3.0 74 (v/v)

Agua destilada

c) Medio sintético de Glucosa y Amino&cidos (SD+aa)
Base nitrogenada de levadura
libre de aminoicidos (Difco) 0.67% (p/v)

Dextrosa 2.07% (p/v)

~ Concentracidn final de aminodcidos

y bases: _ Solucidn ml de sol.
"stock" "stock" para 100 ml.

Sulfato de Adenina 1.2 mg/ml 1.66
L-uracilo 2.4 mg/ml 0.83
L-metionina 2.4 mg/ml 0.83
L-histidina 2.4 ng/m} 0.83
L-leucina 3.6 ng/ml 0.83
L~arginina 2.4 mg/ml G.83
L~lisina.HCl 3.6 mg/ml 0.83
L-triptofano 2.4 mg/ml 0.83 7

Agua destilada

d) Medio Sintético de Glicerol y AminoAcidos (MG+aa)

Base nitrogenada de levadura

1ibre de aminoicidos (Difco) 0.67% (p/v)
Glicerol 3.0 2 (v/v)

Agua destilada
' Los aminoadcidos (soluciones “stock") pueden ser adicionados o no segin
sean  las necesidades, debido a esto pueden prepararse medios con uno o va-

rios aminodcidos o medios completos con falta de un aminoicido.
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f) Mezcla sin Fuente de Carbono para Medios Completos (YPA)

Extracto de Levadura 1.0%2 (p/v)
Peptona de gelatina 2.0% (p/v)
Sulfato de adenina 80 ug/ml

Agua destilada

g) Medio Completo con Glucosa (YPAD):
Dextrosa 2.0% (p/v)
Mezcla de YPA

h) Medio Compelto con Glucosa sin Adenina (YPD)

Dextrosa 2.0%
Extracto de levadura 1.07%
Peptona de gelatina 2.0%

Agua destilada
i) Medio Completo con Glucosa y Amortiguador (YPADA)
Mezcla de YPA utilizando amorti-
guador de fosfatos 50mM, pH 7.0
en lugar de agua.
j) Medio Completo con Glicerol (YPAG)
Glicerol 3.0%2 (v/v)
Mezcla de YPA
k) Medio Completo de Glicerol con Antimicina (YPAG-ANT)
Antimicina A' Sng/mg o lug/ml,
Mezcla de YPAG.
' Se prepard una solucidn de 1 mg/ml de antimicina, en 10 ml de etanol abso-
luto estéril (el etanol se esterilizdé por filtracidn); en 600 ml de cultivo
estéril en caliente (60-70°C) se agregaron 3 ml y 0.6 ml de la solucidn, pa-

ra obtener concentraciones de 5 ug/ml y 1 ug/ml respectivamente.
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1) Medio de Extracto de Malta (ME)
Extracto de Malta 5.0% (p/v)
Agua destilada
m) Medio de Diseccidn
Ion—-agar 1.8% (p/v) '
Agua destilada
n) Solucidn de _Bglucuronidasa

Bglucuronidasa 3.0 mg/ml

Nota: En la preparacidn de placas o cultivos s6lidos se adiciona el agar en

proporcidn de 1.5 a 2.5%, excepto en el medio de extracto de malta, donde

se utiliza agar al 37%.
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IT.c Esterilizacidn:

El material y reactivos empleados se esterilizaron en un autoclave du-

rante 20 min. a 120°C y 20 1lb de presidn.

I1.d Induccidn, Aislamiento y Purificacidn de Mutantes Resistentes a

Antimicina.

Los agentes mutagénicos que se utilizaron para la induccifn de mutan-
tes antimicina-resistentes (AR) fueron los siguientes:

MNNG, DAP y Sales de Manganeso (MnCl MnSOl’).

2’

Mutagénesis con MNNG:

La técnica que se utilizd con este mutdgeno, se describe a continuacidn:

La cepa KA5-6C (106 cel/ml, de 24 hrs. de crecimiento en YPAD), fue
mutagenizada en matraces Erlenmeyer de 50 ml., que contenian 20 ml. de una
solucidn de 40ug/ml de MNNG (previamente disuelto en amortiguador de citra-
to-fosfatos pH 7.7) con agitacidn a 30°C, durante 25 min. (tiempo en el que
se obtuvo el 10% de supervivencia), al t@rmino de &ste se sembraron 0.2 ml.
distribuyéndose uniformemente, en placas de YPAG, las cuales contenian
S5ug/ml. de antimicina. Se incubaron las placas durante varios dfas (15-20
dias) a 30°C, alslandose las colonias de posibles mutantes, para ser purifi-
cadas‘ y probadas.

Mutagénesis con DAP:

Para la mutagénesis de la cepa KAS—-6C, se inocularon 106 cel/ml. (de
24 hrs. de crecimiento en YPAD), en matraces Erlemmeyer de 50 ml., que con-—
tenian soluciones de 800ug/ml. 6 1 mg/ml de DAP en 20 ml. de MG (Uracilo

y Metionina). Se incubd con agitacidén a 30°C durante 24 horas, se tomaron
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alicuotas de 0.2 ml., verti@ndose uniformemente en placas de YPAG-antimicina,
dejandose en incubacidén por varios dfas (15-20 dias). Las posibles colonias
mutantes se aislaron para ser purificadas y probadas.

Mutagénesis con MnCl, & Mn804:

En la mutagénesis de la cepa KAS-6C se inocularon 106cel/m1. (24 hrs.
de crecimiento en YPAD), en matraces Erlemmeyer de 50 ml. conteniendo 10 ml.
de YPD preparada en amortiguador de fosfato pH 7 con concentracliones de 20,
30, 40 y 50 mM de MnCl, o MnSOA. se incubaron con agitacién a 30°C durante
24 hrs. Se recolectaron las células por centrifugacién (+ 3500 rpm, durante
10 minutos) y se lavaron dos veces con agua destilada estéril, se coloc.aron
alicuotas de 0.2 ml. de las cé&lulas lavadas y se distribuyeron uniformemente
en placas YPAG con 5ug de antimicina, se dejaron en incubacién por varios -
dias (15—-20 dias). Las posibles colonias mutantes se aislaron, para ser pu-—

rificadas y probadas.

Alislamiento y Purificacién de Mutantes Resistentes a Antimicina:

Por lo general, la antimicina actiia bloqueando el paso de electrones
en la cadena respiratoria a nivel del citocromo b; esto trae como consecuen-
cia que a concentraciones bajas, se inhiba el crecimiento de 5. cerevisiae
(0.001 ssg/ml) y K. lactis (0.1 ag/ml.). Se puede considerar, que cualquier
c&lula que sobreviva en concentraciones inhibitorias de medio con antimici-
na y forme una clona, presenta una mutacidn que confiere resistencia a anti
micina.

Para aislar las mutantes AR, se tomaron las clonas que crecieron en -~
medio de YPAG~antimicina (Sug/ml), se sembraron en medio de YPAD incubindo-
se a 30°C durante 24 horas, se purificaron por aislamiento de clonas indivi

duales por estrias, se escogieron 3 5 4 clonas.
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Ile. Estudios TFenotipicos Efectuados en las Cepas Mutantes:

La determinacion de la presencia de los marcadores de auxotroffa es ne~
cesaria, ya que esto permite eliminar la posibilidad de que se trabaje con una
cepa diferente a la deseada (por ejemplo una contaminacidn con otra levadura)
siendo también necesario determinar la presencia y estabilidad del factor -
que confiere resistencia a antibidticos. Con el fin de realizar estas prue-
bas se.suspendieron las probales clonas AR (108 cel/ml. en agua destilada -
estéril). Una gota de cada suspensidn se colocd en placas con medios de YPAD,
YPAG, YPAG-antimicina, MD y en cinco medios sint&ticos producto de la adicidn
de cuatro combinaciones distintas de aminodcidos a medio minimo (SDiaa). Se
incubaron durante 48 horas; en medio de YPAD se desarrollaron todas las ce-
pas viables, en YPAG se elimind la posibilidad de que la cepa sea respirato-
rio-deficiente ya que &stas no crecerian en YPAG + antimicina, en YFAG 4+
antimicina solo crecieron las que presentan resistencia al antibidtico, en
MD sélo crecen las cepas sin marcadores de auxotroffa y en los medios sint@&-

ticos con aminoAcidos (SD+aa) se pudo determinar el caricter de auxotrofia.
IIf. Estudios Genéticos Efectuados en las Cepas Mutantes.

La levadura K., lactis, es un organismo unicelular com un ciclo vital
breve que presenta estadios haploides y diploides de un ciclo sexual que
comprende un estadio de conjugacidn en el que dos c€lulas de sexo opuesto
a y o, se fusionan para dar un cigoto que a su vez origina cuatro ascospo-
ras (tetrada), que se pueden aislar fAcilmente permitiendo el estudio de los
caracteres hereditarios por andlisis de tetradas (Rose y Harrison, 1969). -

Mediante la cruza de dos cepas que difieren en uno o m#s genes, puede deter—
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minarse como se comporta la herencia, tanto en clonas diploidas como en las"”

ascosporas haploides mediante el andlisis de tetradas, las pruebas anterio-

res permiten verificar si se presenta: segregacion Mendeliana (2:2), cito-
plasmica (4:0 & 0:4) o conversidn génica (3:1 & 1:3) (Mortimer y Hawthorne,
1969 y Fincham et al, 1979) (fig. 4 y 5).

Alslamiento de Clonas Cigbticas.

Se crecieron en medio de YPAD a 30°C durante 24 horas., una cepa mu~-
tante AR ¥y una cepa As, de sexo contrario con marcadores de auxotrofia com-
plementarios (KF65-R6, ura, metl, AR y la KA5-6C, ade,, his, leu A®), se di
luyeron individualmente en agua destilada est@ril para obtener aproximada-
mente 108 cel/ml., una gota de cada suspensidn se mezcld en medio de EM
(con objeto de promover la formacidn de cigotos). En un lapso de 12-24 horas,
se efectuaron observaciones en el microscopio con el fin de detectar la pre-
sencia de cigotos (en la cruza que se efectud en este trabajo se observaron
usualmente a las 18 hrs), se replicaron en medio de MD en ddnde por comple-
mentacién iinicamente crecieron clonas cigdticas diploides capaces de sinte-
tizar todos los aminod3cidos con una fuente de nitrdgeno; se tomaron de 4-5
clonas cigdticas o bien clonas cigdticas individuales, se efectuaron dilu-
ciones en agua destilada estéril, sembrindose de 100-200 c&lulas en medio
minimo (MD), se incubaron a 30°C durante aproximadamente 72 his. (o cuando
presentan un tamafio de 1-2 mm), se replicaron las clonas diploides de MD en
medios de YPAD, YPAG e YPAG-antimicina (1 y 5 mg), se incubaron a 30°C re-
gistrandose el nimero de colonias (24, 48 y 72 horas).

Analisis de Tetradas (Ascas):

Las clonas diploides obtenidas se colocaron en medio de EM, con el
propdsito de inducir la formacidén de tetradas, incubdndose a 30°C durante

24-~48 hrs., se efectuaron observaciones periédicas al microscopio con el -~
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fin de detectar la formacidn de tetradas.

Para elaborar el medio de diseccidn, se esterilizd una solucidn al 1.8%
de ionagar que se adiciond en cajas petri de vidrio en cantidades entre
14-15 ml, (8stas previamente esterilizadas), se dejaron solidificar a tempe-
ratura ambiente durante el tiempo necesario para que se adquiriera uma con-
sistencia adecuada (2-3 dias).

De las clonas diploides replicadas en EM conteniendo tetradas, se se-
leccionaron aquellas que presentaron el caracter de resistencia o sensibili-
dad al antibidtico; se tomd una asada de la clona a disecar y se diluyd en
una solucidn de B-glucuronidasa (3 mg/ml) en agua destilada est@ril en pro-
porcidn 2:1, se dejd a temperatura ambiente durante 10-15 min. observando al
microscopio la digestién de la pared del asca, se tomaron de l-2 asadas de
esta solucidén y se distribuyeron de una manera adecuada en una placa de me-
dio de digeccién (2 x 7.6 cm. aprox.) que contiene silicona como adhesivo.
Con una microagujade vidrio acoplada a un micromanipulador Leitz, utilizan-
do el objetivo de 20 aumentos, se separaron cada una de las cuatro ascosporas
y se sembraron cada una con una separacidn vertical de 3 milimetros y con una
separacidn horizontal de la otra tetrada de 3 milimetros (fig. 6). Al té&r—
mino de la diseccidn se colocd la placa de diseceidn en medio de YPAD incu-
bandose a 30°C durante 72 hrs. aproximadamente; se registraron los datos de
ascosporas germinadas y la presencla de microcolonias. Se transfirieron las
clonas individuales a placas con medio de YPAD con un orden de siembra de
mayor a menmor tamafio, se incubaron durante 24 horas a 30°C, se diluyeron en
agua destilada estéril a una concentracidn aproximada de 108ce1/m1, gotas

~de cada suspensién, se probaron en medios de YPAD, YPAG, YPAG-antimicina
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(1 y 5pg/ml) en MD y en cinco medios sintéticos producto de la adicidén de cua

tro distintas combinaciones de aminodcidos a medio minimo (SD+aa). Se incuba-

ron a 30°C registrindose el crecimiento a las 24, 48 y 72 horas.

Notas:

1

118t

En cuanto se detecta la formacidn de cigotos se debe replicar en
medio minimo MD, con el fin de evitar su esporulacidn y recombina-
ciﬁn.

Cuando se tienen en refrigeracién las placas de medio de diseccidn
se deben dejar a temperatura ambientepor lo menos 15 min. antes de
realizar la diseccidn.

Las tetradas no deben permanecer a temperaturas ambiente por un tiem-
po mayor de 20 min. en la solucidn de B-glucuronidasa, ya que se ——
separan todas las ascosporas y disminuye su viabilidad.

Las tetradas que se encuentran en la solucidn de B-glucuromnidasa, -

pueden conservarse a 4°C por 48 hrs. para su posterior diseccién.
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Fig.No.- Totografia en donde se muestran clonas de esporas individuales producto

de la Diseccién de Tetradas. ,
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Fig.No.- Fotografia en donde se muestran clonas de esporas individuales producto
de la Diseccidén de Tetradas.
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I1L. RESULTADOS Y DISCUSION

I11la. Induccidn y Aislamiento de Mutantes Antimicina-Resistentes

I1la.l Mutagénesis con DAP.

Debido a que K. lactis presenta la propiedad de ser un organis-
mo aeroblo facultativo, puede crecer en ausencia de oxfgeno en sustratos -
fermentables (glucosa, lactosa, etc.). Para la utilizacidn de sustratos no
fermentables (glicerol, lactato, etc). requiere de la presencia de oxigeno-
y de una mitocondria funcional. Esta propiedad permite deducir que la inhi-
bicidn en el crecimiento de la cepa KF65-R6 en medio minimo con glicerol -
(MD+aa), conteniendo concentraciones de 800 tig y 1 mg de DAP, es producto -
de alteraciones en las funciones mitocéndriales, por lo que estas concentra-
ciones se consideraron las ﬁés adecuadas para la obtencién de mutantes mito-
condriales.

En el presente trabajo, sblo se lograron obtener dos mutantes AB en-
106ce1/m1 mutagenizadas, por lo que no se puede considerar como una eviden-
cia de la actividad mutagénica del DAP, ya que existen posibilidades de que
sean mutantes espontineas. En las mutantes obtenidas se procedid a efectuar
el anadlisis genético. Debido a que el andlisis de clonas cigdticas mo es un
método muy adecuado, ya que no se pudo determinar de manera clara cdro se —
comporta la herencia, se procedis a efectuar el andlisis de tetradas para -
lo cual 1los diploides se sometieron a esporulacidn (en medio de ME), tomin
dose cuando las clonas presentaban un tamafio de 1-2 mm (después de 20 genera
ciones) lo que indicd que los factores extracromosdmicos se han estabiliza-
do, En el anfAlisis de tetradas se observd (Tabla I1I) que la cepa KAS-R2 —-

presentaba una segregacidn 2:2 del caricter de resistencia, lo cual indica
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que es de tipo nuclear ya que da segregacién Mendeliana, presentando también
tetradas en las que se obtenian valores de 4:0, 1:3 y 0:4, estas segregacio-
nes son indicativas de herencia no-Mendeliana, debido a esto se podria consi
derar que esta clona estaba formmada por una mezcla. La cepa KA5-R3 presentd

una segregacidn 4:0 y 0:4; &sta proporcidn nos indica que es una segregacidn
no—Mendeliana del caridcter de resistencia,.

Debido a que el nimero de mutantes obtenidas no es suficiente para con
siderar que el DAP es un inductor de mutantes, se podrian plantear algunas
posibilidades con el fin de explicar por qué no se inducen mutantes en la
cepa KF65~R6 (Tabla III):

a) Una posibilidad es que las membranas celulares presenten poca per—

meabilidad al paso del DAP.

b) Que la célula presente 10s mecanismos enzimdticos que le permite
transformar o degradar al DAP a compuestos que no induzcan mutagé-
nesis.

c) Debido a2 que las concentraciones a las que se utilizd el DAP se di-
ficultaba su solubilidad formdndose un precipitado, esto podria
traer como consecuencia que bajara la concentracidn real del mut3-
geno a la que se expomifan las células y por lo tanto el porcentaje
de mutagénesis.

d) Con base en las observaciones efectuadas, de que el segmento del
ADNmit que codifica para resistencia a cloranfenicol presenta un
mayor nimero de pares de bases A-T con respecto al que codifica
la resistencila a eritromicina y que debido a esto la mutagenicidad
del DAP induce resistencia a cloranfenicol mas no a eritromicina

(Wallis y Wilkie, [979), probablemente en K. lactis el gen que -
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codifica para el citocromo b presente pocos pares de bases A-T, lo
que trae como consecuencia que no se induzca mutagénesis con DAP ~

en esta regidn especifica.

ILIa.2 Mutagénesis con MNNG.

Para la mutagénesis se procedid a obtener el 10% de sobrevi-
vencia mediarte la exposicidn de 108cel/m1 en 40ung/ml de MNNG durante 25 —
min. Se selececionaron las mutantes em medio de YPAG con S5ug/ml de antimici
na ya que se habia observado que mut antes AR mitocondriales crecen a estas
concentraciones del antibidtico, mientras que las nucleares sélo toleran -
lug/ml. En el presente trabajo s6lo se obtuvo una cepa mutante en 106ce1/m1
lo que no proporciocna evidencia de su actividad como mutigeno.

Con el fin de explicar la razdn por la que no se indujeron mutantes
con MNNG, consideraremos 15 posibilidad de que esto sea debido a que las mu
tantes que se obtuvieron, fueron nucleares las cuales son mas sensibles al
antibiético y que las concentraciones de 5 ug/ml utilizadas, con el propdsi
to original de seleccionar mutantes citopldsmicas, fueron letales para las

posibles mutantes nucleares. La {indica mutante obtenida la KAS-R4 (tabla 1IV)

6

en 10 cel/ml di8 por andlisis de tetradas una segregacidn 4:0 y 0:4 por lo

que esto nos indica que presenta herencia no-Mendeliana.

I11a.3 Mutagénesis con Sales de Manganeso

Durante la mutagénesis con sales de manganeso se encontraron
las condiciones Sptimas que permitian la obtencidn de un maximo niimero de
mutantes. Para esto se determiné la concentracién que daba el 10% de sobre-~
vivencia encontrafdose que en el caso de MnSOa la propoxcidn de viabilidad

disminuyd en 10—1ce1/m1 al aumentar la concentracidn de éste de 20 mM a
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30 mM; de 30 mM a 40 mM y de 40 mM a 50 mM. En MnCl, se observd una disminu-
cidén de la viabilidad en lO—lcellml en la concentracidn de 20 a 30 mM, en la
misma proporcidn que con HnSOh, en tanto que a concentraciones de 30 mM a 40
mM y de 40 mM a 50 mM, el nimero de c&lulas de mantuvo constante.

Se considerd que las condiciones Sptimas para la mutagenizacidn se lo-
graron en presencia de amortiguador, ya que es posible que el pH del medio -
sea fundamental para la viabilidad de las c&lulas. En pre%encia de amortigua
dor las sales de manganeso se precipitaron disminuy@ndose asi la concentra--
cién real de Mn+2 lo cual probablemente sea la causa del aumento de viabili-
dad de las c&lulas y de la induceidn de mutantes,

En el presente trabajo de las 31 mutantes AR aisladas en total, 27 (el
87%) fuercn producto de la accidn mutagénica de las sales de manganeso CMnC12
y MnSOA), determinindose mediante el anilisis de tetradas que de las 27, 22
mutantes AR presentaron herencia extracromosdmica (probables mutantes mito-
condriales), esto en 106ce1/m1 mutagenizadas.

Mediante el analisis de los datos de las tablas de 1la IV a la XIIL se
determind en particular los patrones de herencia que presentan las tetradas
individuales: se observa que 15 cepas AR (KA5-R63R7; RB;R9;R1L0; RL43RIB,R19;
R21;R223;R24;R25;R28;R29 v R30) presentaron una segregacidn de 4:0 y de 0:4
lo que es caracteristico de la segregacién no-Mendeliana del car@cter de re
sistencia. En otras 5 cepas (KA5-R4;R5;R11;R15S y R31) se tienen varios tipos
de tetradas que segregan 4:0, 3:1, 2:2, 1:3 y 0:4; estas segregaciones son
indicativas de herencia no—-Mendeliana, pero la variacidon es probablemente
debida a una falta de estabilizacidn del genoma mitocondrial. En 4 cepas
(KA5-R13;R17;R26 y R27) se presentaron varios tipos de tetradas que segre-

gan 3:1, 2:2 y 1:3, esto se podria considerar como una evidencia de que se
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presenta una mutacidn nuclear acompanada de cierto grado de conversidn géni-
ca (esto relacionado a las proporciones obtenidas 3:1 y 1:3). El comporta- -
miento de KAS-R20 es muy raro pues da segregacidn mitdtica en diploides pero
durante la meiosis, la segregacidn es claramente Mendelliana, podria pensarse
que existe alglin factor extracromosémico que afecta la permeabilidad al anti

bidtico en el estado diploide.

II1b. Determinacidn de los Marcadores Nucleares de Auxotrofia,

En lo que respecta a los marcadores nucleares de auxotrofia, &stos se-—
gregan en su ﬁaydria 2:2 con excepcidn del marcador uracilo (s) que presenta
una segregacidn 4:0, 3:1 y 2:2 observindose una proporcidn mayor de segrega—~
cién 3:1. Este patrdn de segregacidn puede ser debido a la presencia en esta
capa de dos mutaciones no alé@licas que dan auxotroffa para uracilo, es decir
al mismo fenotipo. Tambi&n se observd que todos los marcadores de auxotrofia
presentaban, en una proporcidén mucho menor, la segregacidn 3:1 en tetradas
producto de clonas cigéticas resistentes AB (KF65~-R13R3;R9;RI3;R19 y R29),
esto puede ser debido a las siguientes posibilidades que son: a) el produc-
to de conversidn génica & b) formacidn de mutantes auxotrdificas debido a

la aparicidn de un nuevo sitio de auxotroffa por acci6n del mutdgeno.
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LTUYEAC DE HUTANTES r\“ ALISLADAS EN lUscal/ml PRODUCTC DEL THATAMIENTG ZGN B

JTAGINUS
JE LA LEVADURA Kluyveraomyces lactis.
MnSN
NAP DAP MANG mnCl o
A2 DAR RING s ) . ]
spon
inoue/m3 1 mgsmd A0ug/mY 20mM lragmn AQmp | S0mm t 20 ~M A0 ol 49 ol 50 mM tﬁnaaa_%
1 n 2 1p) 0. 4] 3] g 1 L) Q n M '
i
2 -n 5] a 3] 4 9 0 2 n n 0 n »
n n -
2 0 o 1 9 0 ui 0 4] s} :
0 0 0 n n b} ) 3] ;
1 1 (s} 2] ] 3
b a. 0 0 ) 2 3 1 o n e It 1 |
< 3 0 1 s} 0 7 5] 0 n 1 4 n
7 Jal U 8] 8] 3 9 0 o n 2] 1 s ]
N N N " ) ~ N Q wma . totel
n W
" . ; - - - - - - - - dm ~utunter
n O 3] n n ai Slﬂf‘f-)ga_
1 2 0 3 4 ) 8
total 1 1 1 o] 6 10

Tabla No,- |
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MUTANTES A" AISLADAS EN 106c317m1 PRODUCTO DEL TRATAMIENTO CON MUTALENDS DE LA

CEPA KF65-R6 DE LA LEVADURA Kluyveromyces lactis,

R : TIEMPO DE
CEPA MUTANTE A TRATVARI ENTO CONCENTRACION TRATAMIENTO

KAS-RL NMG 40)a/m1 25 min,
. KAS5=R2 DAP BDOFg/ml 24 horas
KAS5=R3 DAP lng/ml 24 horas
KAS5-R4 L L -1 PY 20 WM 24 horas
KAS-RS5 UnS0, 20 =AM 24 hozras
KAS5-R6 HnSO,4 20 =M 24 horas
KAS-R7 HnSO4 40 aM 24 horas
KAS5=-R8 HnSh4 40 =M 24 haras
KA5-R9 HnS0 4 40 mM 24 horas
KAS-R10 MRSO4 50 M 24 horas
KAS5«R13 MnS0 4 50 mM 24 horas
KAS5-R12 MnSog4 50 =M 24 horas
KAS-R13 HnSO, 50 aM 24 horns
KAS5~R14 HnS0y 40 m1 24 horas
KAS5=R15 HnClo 30 =M 24 horas
KAS-R16 fnClo 30 mM 24 haras
KAS=R17 MnClo 30 mM 24 horas
KAS5-R18 MnClo 30 =M 24 horas
KAS=R19 MnClo 40 =M 24 horas
KAS5-R20 RnClo 40 mM 24 horas
KAS5-R21 HMnCls 40 mM 24 hores
KAS5-R22 . MnClo 40 mM 24 horas
KA5-R23 MnCl 2 40 mM 24 horas
KA5-726 MntCl, 40 mM 24 horss
<KAS-R2T MnCl 3 40 mM ' 24 haras
KAS5-R28 MnCl o : 40 mM 24 horas
KAS~-R29 MnCl2 40 mM 24 horas
KAS5~R30 MnClo 30 mM 24 horas
KAS-R31 taponténes ———— ——— e

Tabla No.~- Ii



DATOS DE LAS ?RUEBAS 'EFEC‘I‘UADAS bl PEITANTBS A""‘OBTENI'DAS POR TRATAM‘IENTO “CoN: HHNG& DAI‘&&Y SALES DE MANGANL

RO

CARACTER ARl SEGREGACION DE L(ﬁ MARCADORES DE, IAWILID DE i’.ﬁ
Cruza de MITOTICA DEL CARACTER | EN LOS PRODUCIOS DE LA AUXOTROFIA, BN LOS PRODUCTOS DE LA OBTENIDAS POR DISECCION
1a Ceps ¢ FN MEIOSIS, : MEIOSIS. " |DE TETRADAS,
KAS-6C* . | Numero W de
con la..-|Tipo de Numero de Clonas Numero da Tettadaa quel_ .. . Mumero de Tetyadas que Total de{ % de Tetradas,
M4t:ante.£’!rat:amicn- Diploides, - _'Segregan By AR T v Segregan 5;8'9, Tota=|ratradas | Viabi=|con & Ea
Numero, |to. - 4 Feno- , [Feno~ - lee. |Digecadas) lidad, [poras
A 48" Toralesfe10.°4:0 3:1 2:7 1:3 Q:altipo. 4:0 3:1 2:2  1:3 0:4 . Viables,
Ura .
L. Het '
A Ais ,
. 1idg
KF65~R6 | Cruza [} 138 138 Loy
Testiga Ura T
a | Met Ll
A 7 |-Ade 1 7 7 |97.5 | 88.8
i LHia 1
“Leu 1
) Vral 4 a6
-® L Mat 816
: Al 4 | ade 14 14 14 |6 63.6
Sug Hig 14 .
KAS~R1 NHMG 281 0 201 ‘ Leu 14
40pg/ml _lira
i S. | Met
A . Ade
! His
R Len
. ‘Ura 2 513
R K Met 1.0
A-fa 5 11 de 10
7, 10 1
Spa Yig ' 0 75 75
KAS5-R2 DAP 24 ["194 214 Leu 10
“1800ug/ml : Ural 4} 1) 4
: g, Mar 19 )
i Ac 3 4 12 | Ade 2 19 19 |86 |77
. His 19 t .
. Leu| 19
: KA5-6C 8, adeZ, Rls, Jeu. 8a8 {5 MG N-’Metil-N-Nitro-N-Nitroaogumidma
**Hur.ance Obtenida de la KP65-R6 of, ura , me:i, c 0 ' TABLA No.- 1IL 1858 DAP= 2,6 Diaminopurina
' A% Antimicina-Sensible. ' TR 0:7 ) ‘Sales de Manganeso: MaClzy MnSEh
' A" Antimicina-Resistente. G\Q g= Dominan ¥ o= reccslvo .

———

o r— g
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g DA’ros DETAS PRUEBAS ™ EFEC’I.‘UADAS B MITANTES A" # OBTENIDAS po‘x 'IRATAMII:N’IO COoN: mmc& DA?&&Y SALES m: *—m.cmso 5&&
RECACION DEL TARACTER A% SEGREGACLON DE LOS MARGADORES DE JVIADILIDAD DI LA ESP
Crucza de M[TOTICARDEL CARACTER | EN 1L.0S PRODUCTOS DE LA AUXOTROFIA, EN LOS PRODUCTOS DE LA OBTENIDAS POR DISECCION ;
1a Cepa ¢ AtH MEIOSIS, MEIOSIS, DE TETRADAS. i
KA5=6C* .} ~ ) Numero % de ]
con la ‘olTipo de Numero de Clonas Numero de Tetradau que]: Humero de Tetradas que Total dé | %» de |Tetradas;
Mutante A [Tratamien{ ~Diploides, - - Segregan i A " Segregan §;a¢, Totaw|Tatradag | Viabi={con & Es
Humero. [to, " i a8 penor g Féno-  le®. Ipisecadasi 1idad.{poras
A A Toralen cipo. 4:0 3:1_2:2 133 0i4ftipo.’ 410 3.1 212 133 0; Visblas,.
. -Ura | 2 2 3
. .ﬁ Her 3 2 !
AT Ade i i}
- Sug Hia 6 1 |7 7 05,7} 64
KASAR3 | pAp | 20 {140 160 Low 5 1 2 -
Img/m) Ura a4 8
q i Met 111
A", 12 |_Ade 12 12 12 93 92
; s 12
Leu 12
. ra 9
- Mat 9
. AlS
SA' 2 2 1 _Ade Q 9 '] 76 53
i Mg 1ia 9 M :
KAS5-R4 gnSD . 60 162 | 222 Leu 9
0 = fra [
S M=t _ a
A . 8 |-4de 8 8| 8 3 |70
' Hia n
Loy 1)
. j);n_ rd 3
Rn. ! Mot 1n
Als 3 {2 [Ade 10 16| 10 45 |33
' 1ig Hia an
KAS-RS Mn504 150 0 150 Leu 14
.20 wM . Ura
Mt
d Ade f
His i
Lo
: RA5-6C a, adeZ; his, Ieu, c®o® ' Iu MANG= NwMat L1atS lIitro-N-mtrosogugnidmu

**Mutanu ob:enida de la KE65~R6 of, ura , mat
' AS= Antimicina-Sensible, p
" A“;- Ant:mtcina-Reaint:em:

D L

wf

a8 et o s Moot G s ¥ o6 L ppmmen (b b e Ll e

“TABLA Noy= 1V .

184 DAP= 2,6 Diaminopurina
f‘&t‘ Salen de Mngangso:
N Domimmte y o=

¥aClyy 2hsq
cceal;.zvo a2 %
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=y m-ws DE LAS “PRUEBAS EFEC'I‘UADAS R MOTANTES AN oammms “POR TRATANLENTO CON: | wmc.& DAP&&\' SALES DE mncmso&&&
PRUEY, [ "SEGREGACION DE LOS HMARCADORES DE, JVIABILIDAD DI LAS LJLOLLA..]
Cruza de mmnm DEL c:\RACT.'m EN 108 PRODUGlOS DE LA AUXOTRORIA, EN 1LOS PRODUCTOS DR LA OBTENIDAS POR DISECGION
la Cepa ¢ AR MRIOSIS., MEI0SIS, ‘| DE TETRADAS .
KAS-6C* . | ° Numero A de .
con ls 8 'ripo de Humero de Clonas Numero de 're:tadaa quel: ‘Rumero de Tetgxadas que Total de { % de Tetradas,
Matante A (Tratsmiend Diploides, o Segregan MNi: AST L] .., Seyregan Sieig Totas| Terradas | Viabi-fcon & Ea
Numero. Jro. a i % Fenos, o, {Feno- - 1es. |Dispcadas| 11idad.|poras *
_ A AS . Totaleattipo. 4:0 3:1 2:2 1-3 Q:aitipo.’ &30 331 2:2 1:3 034 Viahlaz.
Ura 2 [
NE T R
N e 38
Y 8
Sug His i 8 87 n
KAS5=-R6 Mnsu4. 55 52 107 Leu g
20mM Ura} 31 813
g . Met 24
AS 14 | Ade 14
! iiig 14 14 14 73 ar
Lex s
K Ura (1 2
.AF,D Mag 5 W 4
Lo / 8 Ade a
) Sug Hig ;3 8 8 55 38 .
KAS-RT | Mn50, 60 | 152 212 Leu A
ADmM dlra A
S. | Mot 1 5
A . 61 _Ade 6 11 ¢
' His 6 6 77 42
Leu f
. Aira 24 1
i Met q
B .
Al g de Q
. 1ug His o J 9 £0 68
KAS-RB | HnSD 193 Leu a
40mM® o | 193 Ura
S LMeto
g & : Ade |
. His i
= —, Leuw,
* KAS=6C"a, ‘ade2, Wia, leu. a8 '& MANG= N-Nur_i.l-N-NLtto-N-NLctonosuanldina
" Mutante obtenida de la K¥65-R6ot, ura. , mec., co TABLA 1 ) &4 DAP= 2,6 Diaminopurina
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" DATOS DE LAS PRUEBAS EFECTUADAS EN MUTANTES A" OBTENIDAS POR TRATAMIENTO CON:.

i . " . v N
MINGS, DAESSY SALES DE MANGANESOSS& - -

PRUEBAS DE SEGKEGACL . SEGREGACION DE LOS MARCADORES DE TABILIDAD DE LAS ES \
Cruza de MLTOTICA DEL CARACTER | EN LOS PRODUCTOS DE LA AUROTROFIA,EN 10S PRODUCTOS DE LA [OBTENIDAS POR DISECCION |
la Cepa | - TN MEIOSIS. METOSIS. DE_TETRADAS. :
AS5=-6C* . Numero A de :
con la ',\ Tipo de Numero de Clonaa Numero dc retrudsa que Humero de Tetxadas que Total de | » de |Tetradas,
Mutante A iTratamienJ Diploides. ‘Segregan A“"- As " - .. Segregan §:s'¢, Tota=|Tetradas | Viabi-icon &4 Es
Numero. {to Feno- . [Feno= les. |Dimecadas| 11dad.|poras
i . . a0 ot
A A aralea ltiPO. 4:0 3:1 2:2 1:3 0:4ltipo.’ 4;0 3:1 2:2 1:3 0:4 Viables,
- Uxa 1 T !
e '
1 4 4 e X 1 :
o . 8 8 6
g"g Hi & 1 78 83
KASSRY | MnSDg | 40 | 101 | 141 Lot i,
AOmM ;1': 4 14
'3 s 8
A 141 Ade B 8 8 94.5| 86
His ;3
Le 8
Ur g 12 A
,AR\. (Mt 12
3 12 L Ade 12
¢ 12 12 100 100
3ug i_His 12
KAS-f1d MnSO, | 20 | 230 | 250 Leu 12
S0mM _Iira 10
AE. 10
x 10 Ade 10 10| 10 96 | s
His 10
Lau 10
] Urall 12 |4
KR ’ | Mat 17
N Ade 17
- 17 17
lug 3 13| 1 Yis 15 83 83
Leu 1 116
KAT-R1Y (53594 120 10 130 :a 1} 2
mA
A:? 6 _Mat 10
. 4 Ade 10
10 Q
His 20 1 92 8
e ——— Leu 10

v EAS5-6C s, ade2; his, leu. .
“#Matante obtenida de la KF65-R6 o, ura , met., G320
© 4%= jntimicina-Sensible, 1

+ A= Antimicina-Resistente.

TABLA Nog= v

/& MNNG= N-Met:Ll-\I-Nitro-N-Nicrosoguanid ina

&& DAP= 2,6 Diaminopurina
b3S 5ales de Manganeso:

\Q §w’ DOanante v 8= tecesivo

MClgy MasQy



Cruza de
la Cepa
KAS-6C*

con la  aiTipo de
Mutante A |Tratamiend
to.

umero,

PRUEBAS DE SEGHEGATT
MLTOTICANQFL CARACTER
A

EN LOS PRODUCTOS DE LA
MEIOSIS,

IABILIDAD DE LAS ES

Steno |

OBTENIDAS POR DISECCION
DE TETRADAS.,

" DATGS DE LAS PRUEBAS EFECTUADAS EN MUTANTES A+ OBTENIDAS POR TRATAMIENTO CON: MNGY, DAESSY SALES DE MANGANESOSSE .-

CTER AR] SFGREGAGION DE LOS MAKCADORES DE ]
AUXOTROFIA, EN 10S PRODUCTOS DE LA
_MEIQSIS,

|

W ir

Numero de Clonas
Diploides,

Tatales

Numero de Tcttadas que

. Segregan AMi: AS©
Feno=- BreE

£4po, 4:0 3:1 2:2 1:3_0:4

"réno-
tipo,

Humero de Tetradas que
Segregan §$:std,

22

pr

Numero
Total de
Tetradas

Disecadas

% de

Viabi=
lidad.

%W de |
Tetradas
con & Es
poras

Yiablea .

KAS~R1)

MnSO4
50 mM

35

130

%

by

Ura

Met

Ade

s

Lew

15

56

P
o
o

Ura

Met

Ade

=R =N SRR U ¥ RN XY

_His

10

Leu

10
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92

78

KAS-R1Z

MnS04

Sﬂmﬁ

152
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{Np se tuvletoh

Uxa

'

Ade

His

Leas

15

syficientps ep~
porss viaﬁlas

Hra

l.He

Ade

His

Len

KAS=A13

Mn30 4

50 mM

228

Sig 13] 2

Ura

Met

.

14

Ade

HL&:

a4

His

35 _

Leu

25

15

100

100

Ura

—Mat

Ade

His

Leu

© KAS-6C a, ade2; hfs, leu.

“FMatante obtenida de la KF65-R6 o, ura , met., C20
itante en a e }] » e 1 ‘ TAQLA No!- VII

* A3s Antimicins-Sensible,

.+ A%a Antimicina-Resistente.

g

‘&5 DAP= 2,6 Diamincopurina

&85 Snles de Manganeso; MaC

gy Masqy

(& 5= Dominante y a= recesivo

"& MNNG= N~Matil~NSNitro-N-Nitrosoguanidina
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3 nmos "Dl CAS PRUEBAS EPECTUADAS PN MUTANTES A" OBTENIDAS'POR TRATAMIENTO CON:. mmc& parSby saLes pE mcwzsom
N CECRECACION DEL CARACTE!

vf“\

TRUED K AM[ SEGREGAGION DE LOT MARCADORES DE [VIASTLID DE 5
Cruza de MITOTICA DEL CARACTER | EN 1OS PRODUCTOS DE LA AUXOTROFIA, EN LOS- PRODUCTOS DE LA JOBTENIDAS POR DLSECCION
la Cepa - MEIOSIS. L MEY0SIS, . |DE _TETRADAS. :
KAS=6C* . Numero 4 de 1
con ls Tipo de Nuwero de Clonas Nu.mero de 'l‘er_rndun quef:_ ... Humero de Tetyadas que Total da| % 4e Tetrndaal -
Mucant:ﬁl‘ratamien- Diploides, ena= Segregm A Wi AB Arino- v Segregan Sieid, Totaw|Tetradas | Viabi=jcon 4 E_ar:
9 . . < T, < lee, 1{dad, {poras
Numero. [to L 4%% taealenledpo. 4:0 3:1 2:2 303 Gialtipo. 4:0 3:1 2:2 1.3 0:4 Pisecadas Sinlea.
: Ura a2 !
Mat Iy
Y A
4 (Ade 11 12 12 97.5| 90 .|
. Hig AR}
KAS5-R14 HnSGQ 124 o 124 Loy 1.l13 N
40 w Ura
K Mat
A.a Ade
Hig
Loy
. Ura k} [
: P { Mat 9
. Al 11 1 de 9 9 9 80 53
. 1pg : His 9 | - -
KAS5-R15 MnS04| 89 100 189 . A 9 :
30 mpm _lra 14
S L Met 14
A . 14 | Ade 14 14 14 38 | 93
! His 14
Leu | 24
. JUra, £ 2
ol i Mat f
Al g : de A
e a 8 86
. Sig Hig n 72
KAS-A16 | HnCl ’ Leu a
21 152 a 152 T Ura
30 =R . Mot
g A\_: Ade X
His i
- e A— . P S 1t} § 1
: KAS=6C a, ade2; Wi, leu, a8 . {6 MNNG= | n—mr11~N—NL:ro-u-mcxosogummma
“*Mucante obtenids de la KF65-R6 o¢, ura ., mer.l., ¢ 'TADLA o, VI1I 155 DAP=. 2,6 Diaminopurina
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Sales de Manganasoy
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DATOS DE "“TAS PRUEBAS EPECTUADAS P MITANTES A OBTENIDAS ?OR TRATAHIENTO CON: . HNNG& DM‘&Y SALES DE HANGANBBOESM
PRUESAS D HEG SEGREGACION DE LOS HARmOﬂEb i ILID. D
Cruza de MUTOTICA DFL CARACTER { EN LOS PRODUCTOS DE LA AUXOTROEYA)EN L0S' PRODUCTOS DE- LA [OBTENIDAS POR DI.BBC(ZION
1a Cepa . AR MEIOSIS., . - i 18. > {DE TETRADAS.
KAS-6Ck . | ' ) Namaro % as ]
con ls_ aiTipo de Numero de Clonas "Numuxo da Tgtrad,da qua(: llumero de Tetxadas -que Total dé | % de |Tetradas|
Motante & |Tratamiend Diploides, < r v Segregan AV A8 . perol Sas‘resm LI Téta={Tatrpdas { Viabi=lcon & Egy
NHuzero, (to. A it 5% _[fends . grenos - led. |pisecadas| 1idad.|poras *
A P8 rorarenletpo 4.0 3.1 2:2 153 gialtipor 4:0 331 2:2 1:3 0:4 Viablea.!
: . Ura ' 3 ! ' I
. . ﬁ Het - lya )
k. 2l n Ade 13 13 ] 13 w0 | 100 !
) ng : Hida 13 .
KA5=R1T anlz 110 o 110 Law 12 1. —
30mM Ura ‘
3 ' . fMet ‘
A _Ade H
Hig !
L
. ra 101 2
A L Mat. 32
' : A 112 Ade 12 12| 12 8a | 81
i Spg _His 1o - N
KAS-R18 MnCl, 100 128 228 Leu 12
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