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I. INTRODUCCION 

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 oxidación de los complejos del -­

carbono y la reducción del oxígeno a agua. En este proceso los electrones -

provenientes de diversos sustratos se transportan por una serie de compone.!.!_ 

~es que constituyen una cadena, llamada cadena respiratoria, que tiene como 

fin utilizar la energ1a libre de las reacciones oxidativas para formar Ade­

nosín Trifosfato (ATP) (Ros~ y Harri son, 1969). Debido 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 mayoría de las proteínas que 

son codificadas en parte por el ácido desoxirribonucleico mitocondrial 

(ADNmit.), en tanto que las proteínas de la membrana externa y la matriz son 

codificadas por genes nucleares (Crivell, 1983). 

En la membrana interna se encuentran cuatro complejos fisicoquímicos -­

que intervienen en los procesos de la cadena respiratoria. En este sistema, 

el complejo I acepta electrones del NADH, mientras que el complejo Il 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 c 1 hacia el citocromo C, que -

es el sitio de unión con el complejo IV, en donde los electrones del cito-­

cromo e son transferidos a los citocromos a+a3 , y de aquí al oxígeno que se 



reduce y forma agua. Como se indica, por cada molécula que presenta una pé.E. 

dida de electrones (oxidación), existe una ganancia por otra (reducción). Se 

considera que como producto de las reacciones de oxidoreducción, se va a ob­

tener la energía que utiliza la ATPasa para formar ATP. El complejo ATPasa -

se encuentra formado por tres partes que son: el factor F1 , una proteína que 

confiere sensibilidad a oligomicina y un factor F
0

• 

Como se muestra en la fig. 1, el paso de electrones en la cadena respir2, 

toria, puede ser inhibido en diferentes sitio.s, tenemos a la rotenona que -

impide el paso de electrones entre el complejo I y la coenzima Q, la antimi­

cina A que actúa a nivel del citocromo b, la azida, cianuro y el monóxido de 

carbono que bloquean el paso de electrones del complejo 111 hacia el oxígeno 

y la rutamicina y oligomicina que actúan sobre el complejo ATPasa (Gillham, 

1978). 

En el presente trabajo, se utilizó la antimicina A, por lo que se mencio 

narán algunos aspectos importantes de ésta. 

Durante la selección de mutantes citoplásmicas de Saccharomyces cerevisi­

ae se encontró que algunas mutantes presentaban pérdida en la habilidad pa­

ra crecer sobre un sustrato no fennentable, siendo esto producto de la falta 

del citocromo b, sin afectarse su capacidad en la síntesis de proteínas -

(Fincham ~ a~. 1979) 

El citocromo b, sobre el que actúa la antimicina, ha sido purificado de 

la membrana interna mitocondrial; está formado por dos polipéptidos que son 

codificados por el ADNmit (Weiss, 1976). 

El mecanismo más aceptado que describe la actividad de la antimicina A, 

es aquel que dice. que al oxidarse induce una reducción del citocromo b 

sin cambio en su potencial. Recientemente se tienen evidencias de que los 
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FPG.- Flavoproteina de la Deshldrogenasa Succ!nica. 

FeS.- Ferrosulfoproteina. 



citocromos b 562 y 566 presentan cambios de potencial, lo cual indica que 

funcionan como un solo sistema redox ante la acción de la antimicina A 

(Rieske, 1976). 

En!· lactis, la antimicina inhibe su crecimiento en una gran variedad 

de sustratos no fermentables (glicerol, etanol, etc.), excepto en glucosa -

en donde a una concentración del 1% se provoca insensibilidad a ésta (Ferr~ 

ro, et al, 1981). 

Ib.- Estructura y Función del ADN mitocondrial (ADNmit). 

Alrededor de 1960, se planteaba la posibilidad de que la mitocondria -

tuviera una dotación de ADN, no fue sino hasta 1964, que mediante gradientes 

de densidad en cloruro de cesio, por medio de ultracentrifugación, que se -

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

se aisló el ADN de un vertebrado (células de corazón de embrión 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 hidrógeno, 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 compl~ 

mentaria. Se observa en la mayoría de los animales y hongos (entre los -

que está ~· lactis) 

c) Moléculas circulares superenrolladas: Estas moléculas no presentan ningún 

rompimiento. Son moléculas que se enrollan sobre sí mismas; esto es, de-

4 
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bido a que se cierra la doble cadena, ya que algunos pares de bases se eE 

cuentran unidos a proteínas. Al aislarse el ADNmit, se pierden las protei 

nas y la cadena se enrolla parcialmente, dando como resultado que sean in 

troducidas vueltas superhelicoidales (Gillham, 1978). 

El tamaño del ADNmit en animales, es más o menos constante entre 4.4··6.0 

,1.llll; en protozoarios, es tres veces el tamaño respecto al de los animales 

(oscila entre 12.8-15.0,um); en hongos varía según la especie: en K. lactis -

es de 11.44,tan, en~· cerevisiae es de 21-25,um (Sanders et al, 1974). 

El ciclo celular, se divide en cuatro fases, éstas son: c
1 

(síntesis 

protéica), S (división del ADN), c2 (síntesis protéica) y M (mitosis). La 

síntesis de ADNmit se efectúa de las siguientes maneras: 

a) Periódicas: El valor máximo desintestsdel ADNmit, coincide con la fase 

G2 y con algo de síntesis durante la fase S; este patrón de síntesis ha 

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

ham, 1978). 

b) Simultánea: Tanto la síntesis del ADNmit como del ADNn se presentan al 

mismo tiempo. Se reportó 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 ADNmit de !· lactis éste se aisló en 1974 y al 

estudiarse se determinó que presenta una longitud aproximada de 11.44,uu, con 

forma circular abierta, no presenta las largas regiones de Adenina-Timina -­

que se observan en S. cerevisiae. Mediante su densidad de flotación se ha 

determinado que su contenido de Guanina-Citosina es del 24% (Sanders, et al, 

1974). 
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le.- Síntesis de Proteínas Mitocondriales. 

Aunque las mitocondrias presentan su propio material genético no es au-

tosuficiente para la codificación de todas las proteínas que utiliza para su 

estructura y funciones, ya que la mayoría 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 subunidades 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 síntesis de proteínas. La molécula del ADNmit contiene la información --

que se transcribe al mARN el cual la lleva al rARN en dónde el tARN acarrea 

y ensambla aminoácidos para formar proteínas específicas. Tanto el mARN, 

rARN y el tARN son codificados por el genoma mitocondrial, mientras que el 

genoma nuclear controla la síntesis de la mayoría de las proteínas ribosoma 

les, además, a otras proteínas que se encuentran en la matriz y en la mem-

brana externa de la mitocondria. 

En 19~0, se obtuvj_eron mutantes de 2_· cerevisiae, las que por formar -

colonias más pequeñas que las normales se les llamó mutantes "petite colonie'~ 

Estas mutantes "petite" aparecían de manera espontánea con una frecuencia -

cercana al 1%. En estudios posteriores se encontró que eran respiratorio d~ 

ficientes por lo que no crecían en ausencia de sustratos fermentables, como 

la glucosa. En estas mutantes al determinarse la presencia de citocromos, se 

observó la desaparición de los citocromos a, b y de algunas deshidrogenasas. 

Cuando se efectuó el análisis genético de las mutantes "petite", se de-

mostró que presentaban herencia nuclear y citoplásmica (Gillham, 1978). 
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Se observó que las mutantes "petite" se obtenían más fácilmentt' con una 

amplia variedad de mutágenos (acriflavina, etiflavina, bromuro de etidio, etc.) 

Con acriflavina y euflavina (que es el componente activo de la acriflavina), 

se obtuvieron un 100% de mutantes "petite" en ~· cerevisiae. La mutación 

"petite" es una mutación pleiotrópica que provoca la desaparición de los ci­

tocromos a, b y c1 , de algunas deshidrogenasas y otras proteínas de la mem­

brana interna, de la mitocondria, de ahí que no resulten de gran utilidad en 

estudios genéticos en que es deseable provocar mutaciones puntuales y obser­

var qué proteínas son codificadas por el ADNmit y hasta que punto representa 

este organelo una entidad independiente del núcleo (Brunner, 1974). 

El descubrimiento de que antibióticos como el cloranf enicol 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 ésto era pr~ 

dueto de la inhibición de la síntesis de proteínas mitocondriales y cua~do -

se analizaron los espectros de los citocromos, se observó que los citocromos 

a+a3 y b se encontraban muy reducidos (Gillham, 1978). 

Wilk.ie et al, (1967). reportaron el aislamiento de mutantes de E_. ~­

~ capaces de crecer en presencia de eritromicina o tetraciclina, en 

medio que contenga glicerol como fuente de carbono. Se observó que algunas 

de estas mutantes presentaban patrones de herencia no-Mendeliana y se demos­

tró que era una mutación a nivel mitocondrial. En 1970 se publicó un artícu­

lo en el que se proponía una hipótesis para explicar el diferente comporta­

miento de las mutantes resistentes a cloranfenicol, mikamicina o eritromici 

na. Se propuso que la alteración en la síntesis de proteínas que promueve la 
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resistencia a los antibióticos, puede ser producto de una alteración direc­

ta en las proteínas de los ribosomas mitocondriales o de una alteración indi 

recta en la permeabilidad de las membranas mitocondriales a los antibióticos 

(Gillham, 1970). 

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

La mutagénesis es un evento biológico ineludible y no necesariamente un 

daño. En el contexto de la evolución según Darwin, la supervivencia del más 

adaptado, implica que la mutación puede conferir tanto ventajas como desven 

tajas genéticas. Sin embargo, por lo general, las mutaciones se observan co 

mo errores. La suposición que propone que las mutaciones son producto de 

compuestos químicos y radiaciones del medio ambiente, es parcialmente cier­

ta, ya que la inestabilidad intrínseca de los ácidos nucléicos por sí misma 

puede ser responsable de un alto nivel de mutaciones. 

La mutación, es un cambio en el material genético, que puede ser letal 

o no para la célula 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, así como del sistema biológico de que se trate. -

Para obtener una mejor consideración de la actividad mutagénica de un com­

puesto, éste se prueba~ vivo e in vitro,. con lo que se puede determinar 

su toxicidad y la reparación celular. Sin embargo, tanto en bacterias, hon­

gos o células de mamíferos, la mutagénesis involucra la activación o inacti 

vación metabólica de varios sistemas de reparación, del estado de la célula 

y en general de los efectos del mutágeno sobre la fisiología celular (Singer 

y Kosmierek, 1982). 
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Los principales mecanismos propuestos para explicar como se producen 

las mutaciones, señalan que son producto de errores en la replicación o pro-

dueto de errores en la posición de las bases durante la reparación del ADN -

(Gichner y Valeminsky, 1982). Se ha determinado que las mutantes espontáneas 

de S. cerevisiae son producto de la reparación defectuosa de lesiones espon-

táneas (Siew-Keen Q. et al, 1980). 

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

tes. En el presente trabajo se probó y comparó lD efectividad de las siguie_!! 

tes sustancias consideradas como mutágenos: l:l-metil-N 1 -nitro-N-nitrosoguani-

dina (MNNG), 2,6-Diaminopurina (DAP}, y Sales de Manganeso (MnC12 y Mnso4 ) 

con la finalidad de determinar la capacidad mutagénica de cada una en la in­

ducción de mutantes extracromosómicas en K. lactis. 

M-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidiua (MNNG): 

La MNNG se sintetizó en 1947, por nitración de la N-metil-N-nitroguani-

dina en medio ácido en frío; es inestable en agua, estable en solución amor-

tiguadora a pH de 5-5.5. Su estabilidad depende de la temperatura y del po­

tencial iónico del tipo de sal que se utilice. 

La MNNG puede actuar sobre las proteínas y las bases nitrogenadas del -

ADN de dos formas diferentes: el grupo metilo derivado de su descomposición 

puede alquilarlas o bien, por la guanidina pueden ser nitroaminadas. Esto -

se comprobó marcando con 14c el grupo metilo y la guanidina ubicando su ac­

ción sobre varias proteínas. Se ha observado, que mientras el grupo metilo 

reacciona tanto con proteínas como con ácidos nucleicos, el grupo guanidina 

actúa fundamentalmente sobre proteínas. Tanto la alquilación como la nitro­

aminación pueden producir cambios en la estructura de los cromosomas. La -­

afinidad del MNNG hacia las proteínas, en particular el grupo nitroguanidina, 
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puede ser la causa de que inhiba enzimas importantes. Por otra parte se con-

sidera que el MNNC al igual que otros agentes metilantes, actúa sobre la po­

sición N7 de la guanina, siendo probablemente el principal centro nucleofil_! 

co sobre el que actúa en el ARN y ADN. La metil guanidina (06-MeG) es el si-

tío de lesión más probable en el ADN para la inducción de mutación de un gen 

(Gichner y Valemisky, 1982). 

El MNNG es extremadamente tóxico para algunas células, tal vez, se debe 

esto a que como agente metilente es cerca de veinte veces más reactivo que -

los agentes etilantes (Singer y Kosmierek, 1982). 

En 1967 se encontró que al tratar S. cerevisiae con MNNG durante el ere 

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 índice de "petite", tanto en células cultivadas en medio fermentable 

(glucosa) o no fermentable (glicerol, etanol, lactato, etc,). En!· ~. 

también fueron inducidas mutantes "petite" que fueron clasificadas como "pe-

tite" vegetativas. Sin embargo, la mayoría de las mutantes que se obtuvieron 

mostraron herencia nuclear. En E.· ~isiae, se ha observado que se inducen 

mutaciones en un locus nuclear específico, que es el que confiere resisten-

cia dominante a eritromicina, durante la fase S de la división celular. Se 

ha sugerido que si la MNNG altera la actividad del.as proteínas, ésta opera 

sobre un mecanismo de represión que regula la integridao de la mitocondria 

siendo es ta la causa de la inducción de "petite", que son debidas a una al-

teración de este represor (Gichner, 1982). 

Dawes E.!:. al, (1974) obtuvieron mutantes eritromicina y oligomicina-re­

sistentes de S. cercvisiae inducidas por MNNG que presentaron tanto herencia 

citoplásmica como nuclear. Encontraron que la frecuencia de mutantes, es una 

función de la edad celular, ya que se presentan dos puntos de susceptibilidad 
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a la acción del MNNG, en dos de las etapas del ciclo celular; la de repli­

cación del ADNn y la del ADNmit, en la primera se obtuvieron mutantes nucleE_ 

res, en la segunda las mutantes obteni~as presentaron patrones de herencia 

mitocondrial. 

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

S. cerevisiae, nucleares y "petite" resistentes a L-canavanina, éstas últi­

mas presentaron herencia claramente citoplásmica. Además fueron aisladas mu 

tantes auxotróficas termosensibles de S. cerevisiae y Escherichia coli: 

2-6 Diaminopurina (DAP). 

El DAP ha sido utilizado en una amplia variedad de estudios genéticos, 

en donde se le considera: 

a) Un inhibidor por analogía, de la replicación del ARN y ADN en virus de 

células de fibroblastos L, esto sugiere que interviene en el metabolis­

mo de ambos ácidos nucleicos. 

b) Con DAP marcado con 14c, en levaduras encontraron que se presentaba en 

lugar de la Ailenina y la Guanina en los ácidos nucleicos; en !· coli -

se ha observado que se convierte principalmente en Guanina. 

c) Presenta una actividad doble en el metabolismo celular, por un lado 

puede actuar como inhibidor y por otro se puede transformar en un pre­

cursor de las purinas de los ácidos nucleicos. 

d) Actúa como inhibidor por analogía de la adenina presente en los cofac­

tores tales como: Adenosin-Trifosfato (ATP), Nicotinamida-adenin. di­

nucleótido (NAD+) y Flavin-adenin-dinucleótido (FAD). En la formación 

de nucleótidos compite con la Adenina. 

e) Wallis y Wilkie (1979), encontraron que inducía mutantes ext ract·omosó­

micas en .§_. cerevisiae resistentes a oligomicina y cloranfenicol mas no 
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a eritromicina, en medio no fermentable (glicerol). El análisis genéti­

co, sólo se efectuó en diploides, presentando evidencia de herencia ci­

toplásmica. Debido a la poca viabilidad de las esporas no se determinó 

la segregación no-Mendeliana de los productos de la meiosis. A concen­

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

Sales de Manganeso (Mnc12 , Mnso4) 

Se considera como mutágeno con ligera actividad sobre genes nucleares­

(Putrament et al, 1973) y como un eficiente inductor de mutantes mitocondria 

les resistentes a antibióticos. 

El Manganeso es un catión divalente, que actúa sobre la ADN polimerasa 

mitocondrial disminuyendo su actividad. Ya que la ADN polimerasa presenta 

un papel activo en la selección de nucleótidos, una alteración debido a Mn+Z 

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 sólo induce mutaciones de resistencia 

a antibióticos cuando se encuentra en concentraciones muy altas, sin embar­

go, esto también puede afectar muchos procesos celulares y la mutagenicidad 

se provoca de manera indirecta (Putrament et al, 1975). 

Por acción de sales de manganeso (MnC1 2 , Mnso4), se obtuvieron mutantes 

resistentes a cloranfenicol, eritromicina y oligomicina que presentaban he­

rencia citoplásmica (Putrament _=.E. 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 Brunner, utilizando como mutágenos MnC12 y Mnso4 encontró que 

éstos provocaban un aumento considerable del número de mutantes de K. lactis 

resistentes a antimicina, siendo más efectivo el Mnso,
1 

en la inducción de éstas. 
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le. Ciclo de vida de Kluyveromyces lactis 

Para efectuar estudios genéticos en levadura es necesario conocer las 

diferentes etapas del ciclo vital (fig. 3), 

Tanto K. lactis como S. cerevisiae presentan un ciclo vital similar; 

cuando las células be encuentran en un estadio haploide pueden conjugarse 

con base en su factor de compatibilidad (factor sexual) "a" o """" y formar 

un cigoto, que dará lugar a un clona diploide, que en .!5:· lactis a diferencia 

de s. cerevisiae, es inestable. De cada uno de estos diploides emerge una te 

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

If. Pruebas Nutricionales. 

Al igual que~· cerevisiae, !· lactis, es un organismo aeróbico facult_!! 

tivo,·por lo tanto puede· crecer en ausencia de oxígeno, siempre y cuando se 

le proporcionen sustratos fennentables. La utilización de sustratos como gl_! 

cerol, lactata, etanol y acetato quiere por el contrario la presencia de oxí 

geno y de una mitocondria funcional, de tal manera que cualquier alteración 

o modificación que se produzca en el funcionamiento adecuado de este organe­

lo, traerá como consecuencia una falta de crecimiento en medios de cultivo -

que contengan alguno de estos sustratos como fuente de energía. El organismo 

por ser aeróbico facultativo, podrá seguir obteniendo toda su energía a par­

tir de glucólisis anaeróbica y crecerá 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 cual.quier substancia con la fun­

ción 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 

14 



. ~@•GOTOS f8' ~ ::::::~·;:~• HA~;r•OE~ ~~ Gomoo>óo 

<@ :y_@ ® 

! ~~ ~ MEZ~ OE C~L~fa.lGOTOS 
'\._____/ HAPLO'°ES {o) @[t~lCAR•ONI 

;;;:¡ ) ~~g~~'º' 
ASCOSP.ORAS \. 

(n) ~ 

~ 
~ 

ASCAS 
MEIOSIOS Y <2J.J 

ESPORULACION 
conlenlendo uno lelroda 

~~@(2n) 

Ciclo de vida de 

Kluyveromyces lactis 

Fig. No. :\ • 

.. ... -



dicha droga interfiere con las funciones de este organelo (Brunner, 1974). 

Para que se puedan llevar a cabo estudios genéticos de herencia cito­

plásmica, es necesario, tener mutantes que presenten alteraciones en el ge­

noma nuclear, para tener un patrón de referencia claramente Mendeliano, pa­

ra lo cual se utilizan mutantes auxotróficas. 

Las mutantes auxotróficas, son aquellas que presentan deficiencia en la 

síntesis de una o más substancias (aminoácidos, vitaminas, o bases que usual 

mente son producto de sus patrones biosintéticos, por lo que el o loa 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. Análisis Genético 

Los criterios más utilizados para establecer si una mutación es de natu 

raleza extracromosómica, son: 

a) Segregación de la mutación durante la mitosis: En este caso se observa -

cuál es el patrón de herencia que presentan las clonas diploides al pro­

barse en medios con drogas. 

b) Segregación no-Mendeliana de los productos de la meiosis: Se basa en el 

análisis genético de tetradas individuales producto de la meiosis. 

c) Desaparición de los factores de resistencia concomitantemente con el ADN 

extracromosómico: Consiste en un tratamiento prolongado con algunas sus­

tancias (bromuro de etidio, acriflavina, etc.) que provocan la desapari­

ción de ADNmit y los factores de resistencia ligados a éste, lo cual si~ 

ve para determinar la naturaleza mitocondrial de una mutación citoplásm! 

ca. El tratamiento con bromuro de etidio se puede aplicar a .§_. cerevisiae 

más no a K. lactis, en donde se forman microcolonias no viables. 
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d) Diferencias en los productos obtenidos al hacer cruzas recíprocas: Se 

cruzan dos cepas con factores de conpatibilidad diferentes recíprocamente 

por ejemplo: a, As, Lis 1 /""< , AR, Ade1 • Los productos de ésta, se vuelven 

a cruzar en sentido inverso: a, AR, Lis1/o< s 1 , A , Acle • Se cuantifican las 

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

ferentes es una evidencia mas para determinar si se presenta herencia cito 

plásmica (Brunner, 1978). 
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l.h Objetivo 

El presente proyecto se realizó con base en los trabajos efectuados en 

S. cerevisiae con mutágenos, tales como el DAP, que se ha reportado como in­

ductor de mutantes citoplásmicas resistentes a oligomicina y cloranfenicol -

(no a eritromicina) (Wallis y Wilkie, 1979); el MNNG que se considera que i_!! 

duce mutaciones preferentemente nucleares (Gichner y Valeminsky, 1982) y las 

sales de manganeso: Mnc1
2

, Mnso
4 

que se consideran como inductores de mutan­

tes preferentemente mitocondriales (Putrament !:! al, 1973, 1975). 

La finalidad del presente trabajo fue el comprobar la eficacia del DAP 

como inductor preferente de mutantes extracromosómicas en s. cerevisiae ex­

trapolando esta propiedad a la levadura K. lactis. Esto se realizó de mane­

ra comparativa con la actividarl mutagénica de MNNG (mutageno principalmente 

nuclear) y de las sales .de manganeso: MnC12 y Mnso4 (mutágenos mitocondria­

les). 

Tomando las consideraciones anteriores se procedió a la inducción, ai.!!_ 

lamiento y purificación de mutantes resistentes a antimicina y a su caracte­

rización genética mediante el análisis de la segregación de la mutación du­

rante la mitosis y de la segregaci6n no-Mendeliana de los productos de la -

meiosis. 
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II. MATERIALES Y flETODOS 

lla. Cepas de la Levadura Kluyveromyces lactis Utilizadas: 

KA5-6C: 

KF65-R6: 

s s o<,,ura,met
1
,c O (ura7) 

a,ade2 ,his,leu. 

Ilb. Reactivos y Medios de Cultivo: 

IIb.l Soluciones Amortiguadoras: 

a) Amortiguador de Fosfatos SOmM, pH 7.0 

2.62 g 

7.00 g 

Agua destilada c.b.p. 1000 ml 

b) llmortiguador de Citrato 0.1 M, pH 7.7' 

Acido Cítrico 21.0 g 

15.8 g 

Aforado a 1000 ml con agua destilada 

'Para ajustar a pH 7.7 se utiliza una solución de NaOH 10 M. 

llb.Z Medios de cultivo 

a) Medio Mínimo con Glucosa {MD) 

3ase nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 

Dextrosa 

Agua destilada 

b) Medio Mínimo con Glicerol (MG) 

Base nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 
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O. 67% (p/v) 

Z.O % {p/v) 

0.67% (p/v) 



Glicerol 3.0 % (v/v) 

Agua destilada 

c) Medio sintético de Glucosa y Íllllinoácidos (SD+aa) 

Base nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 

Dextrosa 

- Concentración final de aminoácidos 

0.67% (p/v) 

2.0 % (p/v} 

y bases: Solución ml de sol. 

"stock" "stock" para 

Sulfato de Menina l .2 mg/ml 1.66 

L-uracilo 2.1+ mg/ml 0.83 

L-metionina 2.4 mg/ml 0.83 

L-histidina 2.4 mg/ml 0.83 

L-leucina 3.6 mg/ml 0.83 

L-arginina 2.4 mg/ml 0.83 

L-lisina.HCl 3.6 mg/ml 0.83 

L-triptofano 2.4 mg/ml 0.83 

Agua destilada 

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

Base nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 

Glicerol 

Agua destilada 

O. 67% (p/v) 

3.0 % (v/v) 

100 ml. 

' Los aminoácidos (soluciones "stock") pueden ser adicionados o no según 

sesn las necesidades, debido a esto pueden prepararse medios con uno o va­

rios aminoácidos o medios completos con falta de un aminoácido. 
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f) Mezcln sin Fuente de Carbono para Medios Completos (YPA) 

g) 

Extracto de Levadura 

Peptona de gelatina 

Sulfato de adenina 

Agua destilada 

Medio Completo con Glucosa 

Dextrosa 

Mezcla de YPA 

(YPAD}: 

1.0% (p/v) 

2.0% (p/v) 

80 p.g/ml 

2. 0% (p/v} 

h) Medio Cornpelto con Glucosa sin Adenina (YPD) 

Dextrosa 

Extracto de levadura 

Peptona de gelatina 

Agua destilada 

2.0% 

1. 0% 

2.0% 

i) Medio Completo con Glucosa y Amortiguador (YPADA) 

Mezcla de YPA utilizando amorti­

guador de fosfatos SOmM, pH 7.0 

en lugar de agua. 

j) Medio Completo con Glicerol (YPAG) 

Glicerol 

Mezcla de YPA 

3.0% (v/v) 

k) Medio Completo de Glicerol con Antirnicina (YPAG-ANT) 

Antimicina A' 

Mezcla de YPAG. 

~g/mg o l,µg/ml. 

1 Se preparó una solución de 1 mg/ml de antimicina, en 10 ml de etanol abso-

luto estéril (el etanol se esterilizó por filtración); en 600 ml de cultivo 

estéril en caliente (60-70°C) se agregaron 3 ml y 0.6 ml de la solución, pa­

ra obtener concentraciones de 5 pg/ml y l pg/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 Disección 

Ion-agar 1.8% (p/v) 

Agua des ti lada 

n) Solución de )3glucuronidasa 

)lglucuronidasa 3.0 mg/ml 

Nota: ·En la preparación de placas o cultivos sólidos se adiciona el agar en 

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

se utiliza agar al 3%. 
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11. c Esterilización: 

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

rante 20 min. a 120ºC y 20 lb de presión. 

11.d Inducción, Aislamiento y Purificación de Mutantes Resistentes a 

Antimicina. 

Los agentes mutagénicos que se utilizaron para la inducción de mutan­

R tes antimicina-resistentes (A ) fueron los siguientes: 

MNNG, DAP y Sales de Manganeso (Mnc12 • Mnso
4
). 

Mutagénesis con MNNG: 

La técnica que se utilizó con este mutágeno, se describe a continuación: 

La cepa KAS-6C (10
6 

cel/ml, de 24 hrs. de crecimiento en YPAD}, fue 

mutagenizada en matraces Erlenmeyer de SO ml., que contenían 20 ml. de una 

solución de 40µg/ml de MNNG (previamente disuelto en amortiguador de citra-

to-fosfatos pH 7.7) con agitación a 30ºC, durante 2S min. (tiempo en el que 

se obtuvo el 10% de supervivencia), al término de éste se sembraron 0.2 ml. 

distribuyéndose uniformemente, en placas de YPAG, las cuales contenían 

S,t1g/ml. de antimicina. Se incubaron las placas durante varios días (lS-20 

días) a 30ºC, aislándose las colonias de posibles mutantes. para ser purifi-

cadas y probadas. 

Mutagénesis con DAP: 

Para la mutagénesis de la cepa KA5-6C, se inocularon 106 cel/ml. (de 

24 hrs. de crecimiento en YPAD). en matraces Erleruneyer de SO ml •• que con-

tenian soluciones de 800µg/ml. ó l mg/ml de DAP en 20 ml. de MG (Uracilo 

y Metionina). Se incubó con agitación a 30°C durante 24 horas, se tomaron 
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alícuotas de O. 2 ml. , vertiéndose uniformemente en placas de YPAG-antimicina, 

dejándose en incubación por varios días (15-20 días). Las posibles colonias 

mutantes se aislaron para ser purificadas y probadas. 

Mutagénesis con MnC12 ó Mnso
4

: 

6 En lamutagénesis de la cepa KAS-6C se inocularon 10 cel/ml. (24 hrs. 

de crecimiento en YPAD), en matraces Erlenmeyer de SO ml. conteniendo 10 ml. 

de YPD preparada en amortiguador de fosfato pH 7 con cqncentraciones de 20, 

30, 40 y 50 mM de MnC12 ó Mnso
4

• se incubaron con agitación a 30°C durante 

24 hrs. Se recolectaron las células por centrifugación (:!: 3500 rpm, durante 

10 minutos) y se lavaron dos veces con agua destilada estéril, se colocaron 

alícuotas de O. 2 ml. de las células lavadas y se distribuyeron uniformemente 

en placas YPAG con S,ug de antimicina, se dejaron en incubación por varios -

días (15-20 días). Las posibles colonias mutantes se aislaron, para ser pu-

rificadas y probadas. 

Aislamiento y Purificación de Mutantes Resistentes a Antimicina: 

Por lo general, la antimicina actúa 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 S. cerevisiae 

(O. 001,u.g/ml) y _!S. lactis (O. 1 ,ug/ml.). Se puede considerar, que cualquier 

célula que sobreviva en concentraciones inhibitorias de medio con antimici-

na y forme una clona, presenta una mutación que confiere resistencia a anti 

micina. 

Para aislar las mutantes AR, se tomaron las clonas que crecieron en -

medio de Y~AG-antimicina (Spg/ml), se sembraron en medio de YPAD incubándo-

se a 30ºC durante 24 horas, se purificaron por aislamiento de clonas indivi 

duales por estrías, se escogieron 3 ó 4 clonas. 
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lle. Estudios Fenotípicos Efectuados en las Cepas Mutantes: 

La determinación de la presencia de los marcadores de auxotrofía es ne-

cesaria, ya que esto permite eliminar la posibilidad de que se trabaje con una 

cepa diferente a la deseada (por ejemplo una contaminación con otra levadura) 

siendo también necesario determinar la presencia y estabilidad del factor -

que confiere resistencia a antibióticos. Con el fin de realizar estas prue­

R 8 bas se suspendieron las probales clonas A (10 cel/ml. en agua destilada -

estéril). Una gota de cada suspensión se colocó en placas con medios de YPAD, 

YPAG, YPAG-antimicina, ~ID y en cinco medios sintéticos producto de la adición 

de cuatro combinaciones distintas de aminoácidos a medio mínimo (sDiaa). Se 

incubaron durante 48 horas; en medio de YPAD se desarrollaron todas las ce-

pas viables, en YPAG se eliminó la posibilidad de que la cepa sea respirato-

ria-deficiente ya que éstas no crecerían en YPAG + antimicina, en YYAG + 

antimicina solo crecieron las que presentan resistencia al antibiótico, en 

MD sólo crecen las cepas sin marcadores de auxotrofía y en los medios sinté-

ticos con aminoácidos (SD~aa) se pudo determinar el carácter de auxotrofía. 

IIf. Estudios Genéticos Efectuados en las Cepas Mutantes. 

La levadura!· lactis, es un organismo unicelular con un ciclo vital 

breve que presenta estadios haploides y diploides de un ciclo sexual que 

comprende un estadio de conjugación en el que dos células 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 fácilmente permitiendo el estudio de los 

caracteres hereditarios por análisis de tetradas (Rose y Harríson, 1969). 

Mediante la cruza de dos cepas que difieren en uno o más genes, puede deter-
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minarse como se comporta la herencia. tanto en clonas diploidas como en las .. 

ascosporas haploides mediante el análisis de tetradas. las pruebas anterio-

res permiten verificar si se presenta: segregación Mendeliana (2 :2). cito-

plásmica (4:0 ó 0:4) o conversión génica (3:1 ó 1:3) (Mortimer y Hawthorne, 

1969 y Fincham ~ al. 1979) (fig. 4 y 5). 

Aislamiento de Clonas Cigóticas. 

Se crecieron en medio de YPAD a 30ºC durante 24 horas.• una cepa mu-

R s tante A y una cepa A , de sexo contrario con marcadores de auxotrofía com-

R s plementarios (KF65-R6, ura, met1 , A y la KAS-6C, ade2 , his, leu A). sed! 

luyeron individualmente en agua destilada estéril para obtener aproximada­

mente 108 cel/ml., una gota de cada suspensión se mezcló en medio de EM 

(con objeto de promover la formación 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 efectuó en este trabajo se observaron 

usualmente a las 18 hrs), .se replicaron en medio de MD en dónde por comple-

mentación únicamente crecieron clonas cigóticas diploides capaces de sinte-

tizar todos los aminoácidos con una fuente de nitrógeno; se tomaron de 4-5 

clonas cigóticas o bien clonas cigóticas individuales, se efectuaron dilu-

ciones en agua destilada estéril, sembrándose de 100-200 células en medio 

mínimo (MD), se incubaron a 30°C durante aproximadamente 72 hrs. (o cuando 

presentan un tamaño de 1-2 mm), se replicaron las clonas diploides de MD en 

medios de YPAD, YPAG e YPAG-antimicina (1 y 5 µg), se incubaron a 30ºC re-

gistrándose el número de colonias (24, 48 y 72 horas). 

Análisis de Tetradas (Ascas): 

Las clonas diploides obtenidas se colocaron en medio de EM, con el 

propósito de inducir la formación de tetradas, incubándose a 30°C durante 

24-48 hrs •• se efectuaron observaciones periódicas al microscopio con el -
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fin de detectar la formación de tetradas. 

Para elaborar el medio de disección, se esterilizó una solución al 1.8% 

de ionagar que se adicionó en cajas petri de vidrio en cantidades entre 

14-15 ml. (éstas previamente esterilizadas), se dejaron solidificar a tempe-

ratura ambiente durante el tiempo necesario para que se adquiriera una con-

sistencia adecuada (2-3 días). 

De las clonas diploides replicadas en EM conteniendo tetradas, se se-

leccionaron aquellas que presentaron el carácter de resistencia o sensibili-

dad al antibiótico; se tomó una asada de la clona a disecar y se diluyó en 

una solución de)3-glucuronidasa (3 mg/ml) en agua destilada estéril en pro-

porción 2:1, se dejó a temperatura ambiente durante 10-15 min. observando al 

microscopio la digestión de la pared del asca, se tomaron de 1-2 asadas de 

esta solución y se distribuyeron de una manera adecuada en una placa de me-

dio de disección (2 x 7.6 cm. aprox.) que contiene silicona como adhesivo. 

Con una microaguja de 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 separación vertical de 3 milímetros y con una 

separación horizontal de la otra tetrada de 3 milímetros (fig. 6). Al tér-

mino de la disección se colocó la placa de disección en medio de YPAD incu-

bándose a 30ºC durante 72 hrs. aproximadamente; se registraron los datos de 

ascosporas germinadas y la presencia de microcolonias. Se transfirieron las 

clonas individuales a placas con medio de YPAD con un orden de siembra de 

mayor a menor tamaño, se incubaron durante 24 horas a 30°C, se diluyeron en 

8 
agua destilada estéril a una concentración aproximada de 10 cel/ml, gotas 

de cada suspensión, se probaron en med~os de YPAD, YPAG, YPAG-antimicina 

29 



(l y Spg/ml) en MD y en cinco medios sintéticos producto de la adición de cu~ 

tro distintas combinaciones de aminoácidos a medio mínimo (SDtaa). Se incuba­

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

Notas: 

' En cuanto se detecta la formación de cigotos se debe replicar en 

medio mínimo MD, con el fin de evitar su esporulación y recombina­

ción. 

11 Cuando se tienen en refrigeración las placas de medio de disección 

se deben dejar a temperatura ambie~tepor lo menos 15 min. antes de 

realizar la disección. 

' ' ' 

'''' 

Las tetradas no deben permanecer a temperaturas ambiente por un tiem­

po mayor de 20 min. en la solución de ~-glucuronidasa, ya que se -­

separan todas las ascosporas y disminuye su viabilidad. 

Las tetradas que se encuentran en la solución de.)3-glucuronidasa, 

pueden conservarse a 4°C por 48 hrs. para su posterior disección. 
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Fig.No.-
. 

Fotografía en donde se muestran clonas de esporas individuaJ.C?s producto 
de la Disecci6n de Tctradas. 
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Fig.No.- Fotografia en donde se muestran clonas de esporas individuales producto 
de la Disección de Tetradas. 
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111. RESULTADOS Y DISCUSION 

Illa. Inducción y Aislamiento de Mutantes Antimicina-Resistentes 

Illa.l Mutagénesis con DAP. 

Debido a que .!· lactis presenta la propiedad de ser un organis­

mo aerobio facultativo, puede crecer en ausencia de oxígeno en sustratos 

fermentables (glucosa, lactosa, etc.). Para la utilización de sustratos no 

fermentables (glicerol, lactato, etc). requiere de la presencia de oic$geno­

y de una mitocondria funcional. Esta propiedad permite deducir que la inhi­

bición en el crecimiento de la cepa KF65-R6 en medio mínimo con glicerol 

(MD+aa), conteniendo concentraciones de 800 J.lg y l mg de DAP, es producto -

de alteraciones en las funciones mitocondriales, por lo que estas concentra­

ciones se consideraron las más adecuadas para la obtención de mutantes mito­

condriales. 

En el presente trabajo, sólo se lograron obtener dos mutantes AR en-

106cel/ml mutagenízadas, 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 espontáneas. En las mutantes obtenidas se procedió a efectuar 

el análisis genético. Debido a que el análisis de clonas cigóticas no es un 

método muy adecuado. ya que no se pudo determinar de manera clara cótl'.o se 

comporta la herencia, se procedió a efectuar el análisis de tetradas para 

lo cual los diploides se sometieron a esporulación (en medio de ME), tomáE_ 

dose cuando las clonas presentaban un tamaño de 1-2 mm (después de 20 gener~ 

ciones) lo que indicó que los factores extracromosómicos se han estabiliza­

do. En el análisis de tetradas se observó (Tabla 111) que la cepa I<AS-R2 -­

presentaba una segregación 2:2 del carácter de resistencia, lo cual índica 

32 



que es de tipo nuclear ya que da segregación Mendeliana, presentando también 

tetradas en las que se obtenían valores de 4:0, 1:3 y 0:4, estas segregacio­

nes son indicativas de herencia no-Mendeliana, debido a esto se podría cons! 

derar que es ta clona estaba formada por una mezcla. La cepa KAS-It.3 presentó 

una segregación 4:0 y 0:4; ésta proporción nos indica que es una segregación 

no-Mendel.iana del carácter de resistencia. 

Debido a que el número de mutantes obtenidas no es suficiente para COE: 

siderar que el DAP es un inductor de mutantes, se podrían plantear algunas 

posibilidades con el fin de expl~car 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 "DllP. 

b) Que la célula presente los mecanismos enzimáticos que le permite 

transformar o degradar al DAP a compuestos que no induzcan mutagé­

nesis. 

e) Debido a que las concentraciones a las que se utilizó el DAP se di­

ficultaba su solubilidad formándose un precipitado, esto podria 

traer como consecuenc~a que bajara la concentración real del mutá­

geno a la que se eK~onían 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 número de paTes de bases A-T con respecto al que codifica 

la resistencia a eTitromicina y que debido a esto la mutagenicidad 

del DAP induce resistencia a cloranfenicol mas no a eritromicina 

(Wallis y Wilkie, 1979), 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 región específica. 

IIIa.2 Mutagénesis con MNNG. 

Para la mutagénesis se procedió a obtener el 10% de sobrevi­

vencia mediante la exposición de 10
6 cel/ml en 40pg/ml de MNNG durante 25 -

min. Se seleccionaron las mutantes en medio de YPAG con 5JJ.g/rnl de antimicJ:. 

na ya que se había observado que mutantes AR mitocondriales crecen a estas 

concentraciones del antibiótico, mientras que las nucleares sólo toleran -

lµg/ml. En el presente trabajo sólo se obtuvo una cepa mutante en 106cel/ml 

lo que no proporciona evidencia de su actividad como mutágeno. 

Con el fin de explicar la razón por la que no se indujeron mutantes 

con MNNG, consideraremos la posibilidad de que esto sea debido a que las mu 

tantes que se obtuvieron, fueron nucleares las cuales son más sensibles al 

antibiótico y que las concentraciones de 5 pg/ml utilizadas, con el propós.!_ 

to original de seleccionar mutantes citoplásmicas, fueron letales para las 

posibles mutantes nucleares. La única mutante obtenida la KAS-R4 (tabla IV) 

en 106 cel/ml dió por análisis de tetradas una segregación 4:0 y 0:4 por lo 

que esto nos indica que presenta herencia no-Mendeliana. 

IIIa.3 Mutagénesis con Sales de Manganeso 

Durante la mutagénesís con sales de manganeso se encontraron 

las condiciones óptimas que permitían la obtención de un máximo número de 

mutantes. Para esto se determinó la concentración que daba el 10% de sobre-

vivencia encontrañdose que en el caso de MnS04 la proporción de viabilidad 

-1 disminuyó en 10 cel/ml al aumentar la concentración de éste de 20 mM a 
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30 mM; de 30 mM a 40 mM y de 40 mM a SO mM. En MnCl. 2 se observó una disminu­

-1 ción de la viabilidad en LO cel/ml en la concentraci6n de 20 a 30 mM, en la 

misma proporción que con Mnso4 , en tanto que a concentraciones de 30 mM a 40 

mM y de 40 mM a SO mM, el número de células de mantuvo constante. 

Se consideró que las condiciones óptimas para la mutagenización se lo-

graron en presencia de amortiguador, ya que es posible que el pR del medio -

sea fundamental para la viabilidad de las células. En pre~encia de amortigu.!!_ 

dar las saies de manganeso se precipitaron disminuyéndose así la concentra-­

ción real de Mn +2 lo cual probablemente sea la causa del aumento de viabili-

dad de las células y de la inducción de mutantes. 

En el presente trabajo de las 31 mutantes AR aisladas en total, 27 (el 

87%) fueron producto de la acción mutagénica de las sales de manganeso (MnC12 

y MnS04), determinándose mediante el análisis de tetradas que de las 27, 22 

mutantes AR presentaron herencia extracromosómica (probables mutantes mito-

6 condriales), esto en 10 cel/ml mutagenizadas. 

Mediante el análisis de los datos de las tablas de la IV a la XIII se 

determinó en particular las patrones de herencia que presentan las tetradas 

R individuales: se observa que 15 cepas A (KA5-R6;R7;RB;R9;Rl0;R14;R18,Rl9; 

R2l;R22;R24;R2S;R2B;R29 y R30) presentaron una segregación de 4:0 y de 0:4 

lo que es característico de la segregación no-Mendeliana del carácter de re 

sistencia. En otras 5 cepas (KA5-R4;RS;Rll;R15 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 variación es probablemente 

debida a una falta de estabilizaci6n del genoma mitocondrial. En 4 cepas 

(I<A5-R13;Rl7;R26 y R27) se presentaron varios tipos de tetradas que segre-

gan 3:1, 2:2 y 1:3, esto se podría considerar como una evidencia de que se 
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presenta una mutación nuclear acompáñada de cierto grado de conversión géni­

ca (esto relacionado a las proporciones obtenidas 3:1 y 1:3). El comporta- -

miento de KA5-R20 es muy raro pues da segregación mitótica en diploides pero 

durante la meiosis, la segregación es claramente Mendeliana, podría pensarse 

que existe algún factor extracromosómico que afecta la pern¡eabilidad al anti 

biótico en el estado diploide. 

Illb. Determinación de los Marcadores Nucleares de Auxotrofía. 

En lo que respecta a los marcadores nucleares de auxotrofía, éstos se-

gregan en su mayoría 2:2 con excepción del marcador uracilo (s) que presenta 

una segregación 4:0, 3:1 y 2:2 observándose una proporción mayor de segrega­

ción 3:1. Este patrón de segregación puede ?er debido a la presencia en esta 

capa de dos mutaciones no alélicas que dan auxotrofía para uracilo, es decir 

al mismo fenotipo. También se observó que todos los marcadores de auxotrofía 

presentaban, en una proporción mucho menor, la segregación 3:1 en tetradas 

producto de clonas cigóticas resistentes AR (KF65-Rl;R3;R9;Rl3;Rl9 y R29), 

esto puede ser debido a las siguientes posibilidades que son: a) el produc-

to de conversión génica ó b) formación de mutantes auxotróficas debido a 

la aparición de un nuevo sitio de auxotrof!a por acción del mutágeno. 
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MUTANTES AR AISLADAS EN 10
6
cel}ml PílODUCTO DEL TRATAMIENTO CON MUTAbEN05 DE LA 

CEPA Kf65-R6 DE LA LEVADURA Kluyveromyces lactis, 

AR 
TIEMPO DE 

CEPA MUTANTE TRATAHI ENTO CONCENTRACI ON TRATAMIENTO 

NA5-Rl NM1i 40fl9/ml 25 11in, 

. ICA5-R2 DAP BOO}lg/111 24 horas 

KA5-R3 DAP lntg/1nl 24 horas 

K45-R4 l1nS04 20 mM 24 hora a 

KAS-RS HnS04 20 aM 24 hora e 

KAS-R6 MnS04 20 aM 24 horas 

KA5-R7 HnS04 40 •H 24 horas 

KAS-RB HnS04 40 •M 24 horas 

KA5-R9 HnS04 40 mM 24 hora a 

KAS-RlO HnS04 50 •M 24 horas 

KA5-Rll. HnS04 so "'" 24 hora a 

ICA5-Rl2 HnS04 50 mM 24 hora a 

KA5-Rl3 HnS04 50 11H 24 horas 

KA5-Rl4 HnS04 40 mM 24 horas 

KAS-RlS HnCl2 30 111M 24 hora a 

KA5-Rl6 l~nCl2 30 mM 24 horas 

ICA5-Rl7 MnCl2 30 "'" 24 horaa 

KA5-Rl8 HnCl2 30 mM 24 horas 

ICA5-R19 HnCl2 40 •H 24 horas 

KA5-R20 MnCl2 40 mH 24 horas 

KA5-R21 HnCl2 40 1111'1 24 horas 

KA5-R22 HnCl2 40 mM 24 horas 

KA5-R23 MnCl2 40 mM 24 horeis 

KA5-R26 MnCl2 40 mM 24 horas 

~KA5-R27 HnCl2 40 mH 24 horas 

KA5-R26 HnCl2 40 niH 24 horas 

KA5-R29 MnCl2 40 mM 24 horas 

KAS-RJO MnCl2 30 mM 24 horeie 

KAS-RJl Eepontllnea --------- --------
Tabla No,- II 



Cruza de 
la Cepa 
KA5~6C* 

MITOTICA llJ!L CARACTER EN LOS l'RODUCTOS DE LA AUXOTROFIA, l!N LOS l'RODUC'IOS DE LA OBTl!NIDAS l'OR DISECC!ON 
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AR 'I MEIOSlS. Ml'10STO •. DE TETRADAS. 
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AR 11 MEIOSIS. •mro•a~ · DE TETRADAS. 
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DATOS DE LAS l'RUEBAS EFECTUADAS EÑ.MUTANTES A"·i•'OBTENIDAS POR TRATAMIENTO CON:.MllNG&, DAP61&'i SALES DE MANGANESO~ ... v.·· 

Cruza de 
la Cepa 
:·:A5-6C* 
con La,,.,,.·~ Tipo de 
Mucant:e·.li. ¡Tr.,tamien 
!~umero. 'to. 

'"" • '"" u¡,; "" .... v, .• ,..;J.ur¡ um, ~AH.AC1ER A" SEGREGACION DE LOS MARCADORES DE .VIABILIDAD DE LAS ESl'ORAS, 
MlTOTlCA DEL CARACTER EN LOS PRODUCTOS DE LA .AUXOTROF.IA, EN LOS PRODUCTOS DE LA OBTENIDAS POR DISECClON j 

AR" MEIOSIS. MRTOST" . •· DE TETR.ADAS. ; 
Numero I" ae 

Numero de Clonas Numero de 'fetr11dlls que Humero de Tet¡;11d11s que Total de 7. de Tetradae; 
Diploides. 'Segregan A'""·'·: A9 

'' . ··. Segregan S:a·~. Tota- Tetradas Vi.,bi- con 4 Es; 
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DATOS D
1
E LAS -PRUEBAS EFECTUADAS EN MUTANTES -A"·1i· OBTENIDAS POR TRATAMIENTO COtl· MNNG& Í>Ap&&y SALES DE . - . ···-

1 l'l\UE!JAS - DI:: '" e 
.. ,. '!o! ur.~ -CARACTER .t\' 

Sruzn de MITOTICA OEL CARACTER EN LOS PRODUCTOS DE LA 
la Cepa AR 11 MEIOSIS. 
:<A5-6C* 
con la.y._.·~ Tipo de Numero de Clonas Numero de Tetradas que 
Mlltante·.A. Tratomien• Diploides. Segregan A~-,~,: A9 ¡, 

" 
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~~ 
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Cruza de MITOTICA UEL CARACTER EN LOS PRODUCTOS DE LA 
la Cepa AR ll MEIOSIS. 
r<::A5;_6C* 
con luJf..v:. Tipo de Numero de Clonao Numero de Tetrndli'a;¡iie 
Mutante·~ Tratamien Diploideo. Se¡¡regan A~·¡i·: A6 " '· Numero. to. ,sír Feno-~ . · · ···· · 7 .. ,. ,w. h 

~-· -·-- tino~· 1 .. n '\d ?•? ),•o n',1. 
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,;.~ a ;: ... ·· 
">'9 

KA5-JU6 Knc12 152 o 152 
30 mH 

·S• 
~· 

-- . . ·-- - _...._ .. --· KAS::-6Cli, ade27Cl{o, leu • 
'*Mutante obtenida de la tcl.'65·R6 oe, 
' A~ Antimicina-Sensible. 

ura .• · met ~, C80 8 

•.l 
" t.•• Antimicina•Resiot:ente. 

.. . .... 
SEGR!lGAClON Dll LO!;l MARCl\JlüRES lll! iVIABlLlDAD DE LA.S E~~~ 
AUXOTROUA, EN LOS· PRODUCTOS DI! LA OBTENIDAS POR DISECCION 
·~·~-·- ·. DE TETRADAS. • 

Numero 17. <le 1 
·- -·- Numero de.Tet;odas que Total dé ~de Tetradaal 

. . ! Segregan S; 01~. 
Fono• 

To te• Tetri>dao Viabi- con 4 Ea: 
tioo.' 1.,n 

Ura 
Met 

Ade 

"' -
Lo\I 
Ura 
Met 
•de 
,,. . 
y-·· .... .... 
u. 
,,,_ 
y-·· 

··--...... 
u. 

His 
y •. 

'•lf,.A 

Met 
Ad~ 

"io 
Lt!.U .... 
"-· , .. _ 
llio 
L"u 

'!'1 , • ., , ,., n."¿ le.,.. D;laecada' lidad. poraa 1' 
líu.L'••' 

tn 

, 

~ 

, .. 

t:. 

.. 1 ,. ·' .. ,\ 

12 12 97.5 90 1 ·- • 1 .. 

" 
n 

" 9 9 eo 53 
" 
a 

'. 
'" 14 l4 96 93 
l A 

'1. ., 
n 

A (J 8 86 12 n 

A 

' 1 , 
j &. MN?füa t<•Metil•N-Nitro•l{·Nitrosos'!.•nidina 
14&,pllP~. 2, 6 Dieminopuxina " · 
~~Sale~ de Man11on~~ llnC4;i,Y .JhSq:¡¡ · · 
(~ S• Domino~te y ~· re;c~.~~C> .f 

1 



Cruza de 
l8 Cepa 
l<A5;_6C* 
con le,...· Tipo de 
Hutantc·'.l Trat<1mten 
Numero. 

KAS·Rl 7 

KA5-Rl8 

ICA5-Rl9 

to. 

HnCl2 
30mM ' 

MnCl2 
30mM 

'"'"""º"" ,_,., ~ "N .,,...., '" " SEGREGAClON 'DE LOS MARCJ\DORES Dll LVIA!llLlDl\U D~ LAS~~d~~ 
MtTO'IICA :O~L CARACTER EN LOS l'RODUCTOS DE LA AUKorROF.11.,·mr LOS· 'PRODUCTOS DE LA OBTENIDAS POR DlSECc:tON' 

· AR I•¡ MEIOSIS. '!.nnn<:T!l "' DE TETRADAS, , 

··· . N=~ro '" "" J 
Numero de Clona a · .'l'lumé~·o de ']'.~tr.ad~e. qüii .. Humero ele Te~;adao que Total ¡1.; 't. de Tetrada~¡ 
D:Lplo:Ldeo, , .... · Segregan ¡.\u,, .A6• "· ,. • .. " , .• Segregan S; si~, Tóta- Tetr'¡idu Viab:L- con 4 E.!!J 

l!enO• • · Feno- . l lid d "l' 
A•¡, ,01i1 "'-·-•-- d.'no:r, .. n .,_,, ?•? ,., Ó·~ tioo.' '"º ,., ?•? 1·~ o:t.. ell'. Jlioecad<11 "'1~~=~~ •• ; 

2 u 

1.10 o 110 

100 128 228 

1 

27 99 l.26 

Ura I; R 

Met , ., 
Ade , .. .... , .. 

, , 1 

Ura 
Met ......... ~..._ _ _,_ _ _,_ _ _,_ _ _, _ _. 
Ade 

T º" 

,,,..~ '" ., 
"'·· 
1Ho 

y ••• ,. __ 

!) Ad" 
lli• 
y -

q 

1., . ., ... 
, ., 

n 

" n 

,,,__ " " 
, 

7 ., 
Ll'!U 

., 
11.-. , " , ., __ .,. 

7 A~. 

\lie 
Leu 

13 13 

12 l.2 

9 

7 7 

7 7 

i 

100 

84 

89 

90 

86 

1 

100 '~1 

81 

80 

70 

64 

k ·w-6c a-;"ade2-;-ñró, ·1eu, 
k*Mutante obtenida de la Kl'ó5·R6 oe, 
• Alllo Antimicina•Senaible, 1' 

J& MNNGG N•Mctil;.N.::Nitro-N-Nitrosog11an:Ldina 
l_&&_DAPa 2,~ Diaminopudna 

· t~ Sal_e_~ ~" ~~~~~ MuCl.\'¡,Y .!bS(\';,, · 
.. .. .f~ S• Dom':nm:.te y e~ re,c~S.~.".'.~ ~ " "Aº"' .i\ntimicina-Resiatente. 



Cruia de 
14 C!!l)I 
KA5~1>Ch 

ll'RUIDfilB Uli p¡;;¡. Ar SEGREGACION lll! LOS <'1111\CllllOREI! Dfl " 'l>!l LAS·-~ 
MtT01'IOA llfn. CARACTER EN LOS PRODUCTOS DI? LA · AUXO'l'ROF.I.\1 tru· LOS· PRODUCTOS Dll· LA OB'rl!UlDAll 1'0!t bXIU!CQJ.ON· 

· A""' MEIOSIS, '"""tlTo . •' Dll TR'l'IVJJAS, . 

con 1.•,.....,il Upo de 
~!utll:llto·A Trlltalllién· 

,. · • •• · Numero 
Numero de Clonu ) . : }lumero de ~ét-cpdlla qu~ ,_. -~ llutnero d& 'fet¡¡adu qua 'rotal ¡:fe 

Numu:o. to, 
Diploidea, • ., ... .Segi:egui A'-lt•1. A~ "· ,. • . " •:! Segregan S~sl~. To ta• Teti.•¡sdas 

•" i' ,o~r .,.,, •• ;.;. !~~~:~ 1 .. n· ~. 1 .,,·, ' 1,''l ,;.~ ~~~~:1 A'" ~·! ?.''J , ,., n."i. lea', .DS.boc:adac 

. 
KA5·R20 MnCl2 

1 
40mH . 

1 

lc:A5-R2.J. l'tnCl2 
4ÓmM 

KA!5-R2, HnC12 
40mM 

121 110 

,34 108 

fH 
·lfi~ 

231 

~· 
. " 

.. 
;l¡l 
A 13 

S)JQ 

U2 

G" !->' .... 

• -i<.AS::6ca;-ade:r,ñ!'ii; leu, · , 
'*M"tsnte obtenida de la K!165•M oe, .. ura. > lllo'ti,' C8 09 

1 Aci... J\ntillltcf.na•Senatble, 
" 1.• ~ .Anttmictna•Resia ten to. 

lti 

u. 

2 

Hot 16 
Ade , s: lti 16 
"'- , /( 

t11ü' . " 
"ra •• 
M~t ., . r. -
•de .... ,, .. 11 11 .... .. ,, __ .. .. ·~ ... ..• •A . ., 

' tA 15 15 ... - '1 A ,. . ,,~ 

19 l.9 

o o 

r-.i. ue 
't dn tetrede•¡ 
Viab1• con ·4 2!.?J 
U.dado c~~~~AO· J 

·¡ 
93 93 .'.J 

; 

1 

!12 
1 

98 

: 

l 

96 86 
' 

: 

93 73 

ea 71l 



Cruui de 
la Cepa 
IU.5~6C* 

DATO~~~kCK!i-J?RU~AS EFll~lJADAS P.N >l!JTANTES 11•;,¡' OBTENIDAS POR. TllATAMillllTO CON: Mll'HG&, DAP&I.'{ SALES DE MAllGAflÉSCÍ~ .. .I'-' 

···~-~·~ ui:;. ~ ·w• ""'" (.;.AflACÜ:!{ 4" SEGl\EGACIOll Dll LOS ~!All.CAl.lORES Dll ,VltwlLIDAD Dll LAS lt~~~':""I 
mTOTICA lll!t. CAR.ACTER EN LOS l'RODUCTOS DE LA AUXOTROF.IA. l!N LOS PRODUCTOS DE LA OBTENIDAS POR DISECCIOH • 

A"" MllIOSIS. >.nno~rn DE 1:I::TRAllAS. 

c<ltl i. •• .J. Tipo ele 
Mucante·.A Trat11mien• 
tJ"ume.ro. te. 

KA5-R23 HnC12 40mM 

li:A5-R24 Mntl 2 3DmM 

KA5-R25 Mnt12 
40mM 

Numero de Cloneo 
Diploideo, 

A~" As'i7 tr ..... nl.-,. 

13B o 13B 

112 159 270 

' 
eo 110 190 

!lumeró da "J:écradaa 
Segregan A~ 0!·: A8 •· 

l.'eno•, · ·· : 
tioo. /•O "·1 ?•? 1·3 

!tJ' 13 
l,ucr 

fl 
A· 

'Are 
5µg 

1 

ir'. ... 

\ 

A~ 
Sjlií a 

t;· • < 
·~ 

que ttumero de Tctradas 
lietlO• Segregon S;si"~. 

o'.t. tipo, l •O 1~1 2~2 l •1 

Numero 
que Totlll dri 

Tota• Tctrlld~u 

0
.·¿ leu'. Dinoc11daa 

13 !.3 

.. "º 
'1. de Tetradas 
Vi.,bi• con 4 Ea• 
lidad. porns r 

IVt.111.-. · 

%. i U7 



,, .. . lliii:ü:mi 1uw~u""' UD ....... ... SEGREGACION .. DE LOS MARCADORES DE W J.IW lLlD/llJ DE LA:l 

Cruza de MlTOTICA O~L CARACTER EN LOS PRODUCTOS DB LA AUXOO'ROFIA1 EN LOS PRODUCTOS DB LA OBTE?ITDAS POR DlliBCC:IOll ¡ 
1.m Cepa : ' ARJf, M!!LOSIS. ,....Tn<no ,.· Dl' TEtRJ\DAS, 
KA5-6C* -- Numero , ... º" 
con la,.".~ Tipo de N\1mero de Clonu llümaro de Tetráci'do que Numero de Tet;ades que Total de 'Z de Tetradu 
Mutante·'.K Tratamien Diploides, · '.segregan A~·,:;-,: As·i: , : Segregan S¡111<t. To ta• Tetndoa Vi.abi• COQ 4 Ea• 

tlumero. i;.o. ,,.. iJ 
4 s'lr 

11cno•l · . . Fcno· n.'t.. leS', Disecada~ U.dad, pora~ "l 
""- .... ·· .... tino · 1 •• n •. i 1 •? 1 • ' ~ • I tino. ,,.n • • 1 1 ·? 1 •• 111'-'-\•m 

Ura ., 
' 

l· 
Met n 

Ade ' .. •' 

9 6 a fl 91 75 
Spg u.- " 

L"''1 
, ., 

KAS-R26 MnC12 ' 21 357 378 Ur<1 Cl .. 40mM 
·i Met " 
A·· 3 5 Ade , ., 

8 e 75 SS ., .... " 
y -·· A 

n,.. A ., ., 
'Aro 

.... ., , 
4 4 •.L .. 

l.pg '"o R 
a fl 100 100. 

KA5-R27 MnC12 261 . -· " o 261 .. __ 
40IDM ., __ 

~·· •d-.. !lis 

'-·· ... .::._ -; ~ 

~; 
M•lt _J_ l 

a Ad• n 

"iB " 
L•u R 

KA5-R26 Mntl2 106 222 328 "~- n ... 
40mM 

... L •• •s;· 
~· 11 .,_ •• .. ~ 11 11 ; 94 77 llio •n . 

--~~L.·-~u . ' 1 

--- ··- -' KAT-6'C a, eder,-l'iI'ü. lcu. 
'*M.,tante obtenid• de la Kl.'65-R6 oC, ura , 111et., C11 0

8 

' iill.m Antiaücine•Scnoibh. •.l. 
" A"• Antimlcina•Rutstente. 

!_l.§.. DA'P~ 2, 6 Dia:dnopurina . 
! & llN!lGu N~?-tetil-N-Nitro•N·Nitro.sogu~idin] 

(.~ Sal<o• de lhn¡¡an~; Mi1Gl?.Y .~sq; 
rfl .s• p~;ain~'!,te y ª'." r~cao:Lvo · -



·•' .. .. .... -·• 

IC1'\IC.U .... 1JI:¡ ~~w A~ 'SEGRE!GAClON DE LOS ttl.tléADORES DI!" L ... IABILlDAD DE l.AIJ · «1..-u"""' 

c...-uza de MtTOTICA l)J;L CARACTER EN LOS PRODUCTOS DE LA AUXatRO?.IA11!N LOS PRODUCTOS DI! LA OBTltliIDAS POR. DISBCCIOU· 
la Cepa < AR''· MKlOSIS. Ml>Tí>QTQ •' DE TETRADAS. . 

KA5;.6C* Numero I"" ue 
con ia...,.· Tipo <lo Nwnero de Clonaa · ' : ,'tlumero de 'l;~trad~a que 1 Mume...-o de Tet¡adaa que Total ¡le 'X. do Tetradtltl 

Mutantcr't.. Tratamlen Diploid<!&, • " "' Se11regan A~·~·: ·A8
-
1
' .. . .. . Segregan. S; ª'~· To ta• Tetrildae Vl.ab:l• con 4 Es1 

Numexo. to. ,s ~, 
ll'en<:i• . 1!'6UO• n.'1. hll'. Pt0Únda1 lidad, poraa "f! 

.. -·· ---._,_._ tino;• ¿.n '\•1 2·2 1·~ n'•L tino.' ¿.n ~·1 ,,, \ -~ li11.1.1 •• 1 
Ura , . R ? 

1 
·1' 

Mot 10 1 

P~· 11 Ade ,, 
11 11 95 eo 'l • 1 

5,ug .,,_ 11 .. 
11 

KA5-R29 HnCl 2 56 45 1'03 
LnlJ. 

40mH ur .. Q , ;; 1 1 

·~ 
Met ?<: 1 

A,· 26 Ade .,., , 
26 26 97,5 90 ¡ 

lli. ?.: ' 
r . ., .,., 
"'"" 1 ;, ., 

! 
,il1 M•• ¡¡ 1 1 

A 7 ',_ 7 7 1 98 g;> 
5pt "' - 1 

1 
KA5-R30 Mntl 2 156 25 101 , -·· .. 

30mM ... 1 " 
, 

l· '"'•'" 7 

i l 6 Ad'" 6 1 7 -1 86 55 
llis 6 1 1 

T ... 7 
1 

·-11~. 2 4 2 
; Met 

1 

,,.~ 
A 1 

1 
6 2 •d· A o 1 

SJiij "i• /'.! 
a !líl 50 

KA5-R3l 39 :ns 254 Y.eu. " "-· .,., 11 ., 
(apont.! ., .. neo. :s· ~.-

lt; 2 2 10 u. ., .. 23 23 91 67 : 
Hin ' 

.,., i 

·~~ 
LC"'U 1 - ::>::> : 

1 

'. '"""' ""'"'""""""'~,_""'°'º'""""'] 1&f>i.DAP~ 2, 6 Diominopu'tina . 

- -· -·-· - -·· - -· , KA5=óC a, ade271Uo, leu. 
"*Mu tente obtenida de la J:<F65-ll6 oe, ura , met ·, C80

9 

' AS. .Ant:iinicina-Senaible, •.1, 
• ¡.•~ Antimicina•Reaiatento, 

E.~ Sal~~ de }~m¡¡ai;~I. MnCl;,ly .lhSq'I 
p~ Sa Dominante y o .. reces ivo ~ · 

' • ... ,1 ••• _ ... ~ ' ··--
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