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Capitulo 1: Introducción 

Schizo_ehyl lum cornmune es un hongo de la Clase de los Basidiornycetes, 

heterotál ico tetr.apolar, cuyo ciclo de vida se resume en la figura 1, 

La mayor parte de los estudios en este hongo corresponden a la 

regulaci6n genética de los procesos de desarrollo y diferenciación ce­

lular en el ciclo sexual, habiéndose entendido ampliamente cada uno 

de los eventos (egidos por el factor & y por el factor~ (Raper, 1966; 

Ni ederpruem y Hessel s, 1969; Raper y Hoffman, 197L1) (ver figura 2). 

Sin embargo hay una gran carencia de conocimiento genético y fi­

siológico de otros procesos metaból leos celulares importantes suscep~ 

tibles de ser estudiados, que se dan en los hongos superiores, especial­

mente en los Basidiomycetes, como son el metabolismo del ADN ~su re­

paración, el estudio de vfas metabólicas secundarias, que son las prin­

cipales productoras de antibióticos, toxinas, pigmentos, hormonas, etc.; 

y el metabolismo primario con su vasta gama de tópicos de estudio, 

corno en otros organismos eucariontes. 

Debido a la facilidad.de tGbajo en el laboratorio con_?.. ~9!!!­

rnune que es un eucarionte inferior, pero asimismo capaz de aportar in­

formación val losa extrapolable a la biologla de los organismos supe­

riores, resulta ser una herramienta atil para conocer procesos de re­

gulación genética y fisiológica fina. En el presente trabaj~ que se 

refiere a la "Obtención, caracterización genética y estudio del patrón 

de complementación génica de los mutantes auxotróficos para triptofa­

no de Schizophyl lum commune", se usaron como agentes mutagl!nicos la 
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e) 

El ciclo de vida de Schizophyllurn cornmune se resume en los siguientes pasos 

(Raper, 1966): a)basidiospora hoaiocariótica binucleada haploide ----1" b) 

micelio hornocariótico haploide c} formación del dicarion por fusión 

de dos rnicel íos homocarióticos compatibles-----. d) formación del basidi.Q. 

carpo (fructificación) ----¡.e) formación del basidio (célula especiall 

zada para la cariogamia y la meiosis. 
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Figura 2. 

La diferenciación durante la reproducción sexual de~· conmune está regulada 

por los factores de co:;;patibil idad A y.ª- (Raper y Hoffman, 1974): 

a) la fusión hifal (plasmogamia) está regulada por ambos factores fj_ y .!! 

b) 1 a migración nuclear está regulada por el factor ~ 

c) la formación de pares de núcleos, 

d) 1 a división conjugada y 

e) 1 a formación de la fíbula, están reguladas por el factor fj_ 

f) la fusión de 1 a fíbula está regida por A y~· 
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luz ultravioleta y la cafefna. 

La luz ultravioleta {UV) es un agente mutagénic~ que inducé prin­

cipalmente Ja fonnaci6n de dlmeros de pirimidina (timina-timina, tl­

mi na-ci tosina y cltoslna-citosina), que dan como resultado mutaciones 

puntuales, cuando Ja reparación de Ja lesión (dfmero) no se lleva a 

·cabo adecuadamente (Witkin, 1976). 

Se conoce que la replicación del ADN puede ser alterada o suspen­

dida en cualquier punto intrarrepHc611 de la doble hélice en donde se 

encuentre por lo menos un dfrn2.ro, pues se ve afectada la acción cnzim-ª. 

tica repllcativa y consiguientemente Ja formación de las horquetas de 

replicAción (replicones) produciendo letalidad a la célula (Hana1·1alt 

~ iJJ.., 1979). Por este motivo, las células tanto cucariontes como pr.Q. 

cariontes poseen sistemas de reparación de su ADN que detectan los da­

~os causados por diferentes mutagenos físicos y químicos (no solamente 

repara dímeros, sino también otros tipos diversos de da~os causados al 

ADN {Lindahl, 1982) ) , o sea, en donde se forme un heterodúplice con 

nucleótidos no complementarios mal apareados (Eckardt ~ ilJ.., 1980), 

Sin embargo, los procesos de reparación pueden reconstituir exactame_!l 

te las bases modificadas por la luz UV o producir una alta incidencia 

de errores en la polimerización del segmento de ADN en Ja región en 

donde se encontraba el dímero, produciendo de esta manera Ja mutación. 

Asf, los mecanismos de reparación, que fut:ron primeramente estudiados 

en Escht=r i chia co 1 i, en donde se 1 es conoce profundamente, y en menor 

grado en eucariontes como los hongos, Drosophila, Vicia y células de 

mamíferos, se encuentran todavra en proceso de análisis (Hana~ialt, 1975). 



Para las bacterias se reconocen tres mecanismos de reparación prin­

cipales (Witkin, 1966; 1969; 1976; H01·1ard-Flanders, 1968; 1973; Hana1-1alt, 

1975; Hana1-1alt et tl·• 1979): 

Fotorrep~ración. Es un evento de detección enzimática de la doble ll 

gadura del ciclo-butano formado por las pirimidinas vecinas en estado de 

"cis" en la doble cadena del ADN (dúplice), cuya acción se lleva a cabo 

cortando esta doble ligadura para restablecer exactamente las dos pirirni­

dinas vecinas, tal como se encontraban antes de la acción de la luz UV. 

En este caso es nece$aria la presencia de la luz azul pa~a que el proce­

so de incisión se lleve a cabo mediante la formación de un fotoproducto 

enzima-dímero. En este mecanismo no hay inducción de errores en el ADN y 

su reparación se puede considerar como "1 ibre de errores", y no conduce a 

mutaciones, generalmente. 

B_~aració_I} oscura E.Qi. esci si6n de il.~ero!;_. En este caso, la reparación 

se lleva a cabo sin necesidad de la luz azul; existe un mecanismo enzimá­

tico capaz de detectar los dlmeros, dando como resultado el reconocimien­

to de la lesión, el corte de la región del filamento sencillo de ADN don­

de se encuentra el df111cro (se corta el dlmero con algunas otras bases ve­

cinas, que alcanzan hasta cerca de 100 nucle6tidos), restitución con las 

poliinerasas de la secuencia original del segmento, usando como molde el f_!. 

lamento senci !lo complementario del ddplice, y finalmente la unión e inte­

gración ~el oligonucle6tido al ADN; en donde se reconocen nucleasas, poli­

merasas y ligasas que llevan a cabo el proceso completo (Rothman et tl., 

1975; Lindahl, 1982). Este mecanismo suple pr.cferenternente al anterior en 

condiciones de oscuridad, y es casi igualmente efectivo en la reparación 



de lesiones causadas por la luz UV y tambi~n se conoce su eficacia repara­

dora de daños al ADN, como "libre de •;rrores", pues la incidencia de muta­

ciones es muy baja. 

fü:P.aración ~durante~ postr_<::p_]jcacióQ. Esta reparaci;Sn es tal 

vez la m~s im~ortante en la inducción de mutaciones; parece ser que este 

sistema repara a los dfmeros (diaductos), que se encontraban en sitios in­

trarreplicón, que no fueron detectados mediante la reparación por escisión, 

de la maneríl siguiente: la reparación de la lesión que no pudo sintetizar 

durante la acción del sist.:oma de replir:ación y que ha dejado el segmento 

hijo del filamento sencillo del ADN con una eliminación de bases en el si­

tio correspondiente a las bases complm1entarias del dfillero, es rep¡¡r-ida 

usando como molde el ADN c0r.iplernl.!nlario previ._~mente recombinado para sin­

tetizar las bases eliminadas durante la n:pl icación. 

En este caso hay una inducción de mutaciones muy alta (co1np.:iratiV<Jff1<=fl 

te con los otros dos sistemas de reparación), pues las bases unidas a la 

cadena de ADN en la región de la eliminación de bases tienen susceptibi­

lidad de equivocación al ser insertadas por una poi imerasa de baja espe­

cificidad y, por consiguiente, la información del gene f~cilmente queda 

alterada. Este mecanismos de reparación postreplicación puede llevarse a 

cabo con o sin recombinación de los filamm •.os del f\DN de5pu~s de su re­

plicación, y se Je denomina comúnmente "mecanismo inductor de errores". 

En este proceso postreplicativo se encuentra también el sistema de 

reparación inducible "SOS", que se caracteriza por ser una variante muy 

especial de la reparación postreplicación, que es dependiente de la sfn-

6 



tesis de prote!nas, detiene el ciclo celular, Induce la lisogenia y muta­

géñesis de los fagos de I· s:Ell. y tiene una duracit~n aproxirn3da de dos ho­

ras, que es el tiempo en el que las enzimas repélrc1doras inducidas actúan, 

quedando la bacteria protegida contra daRos en su ADN durante ese interva­

lo de tie;npo, obteniéndose asl baja letal ldad e inducción de r;iutaciones en 

tratamientos subsecuentes, si las enzimas aún no han sido reprimidas. 

Por otro lado, el caso de los hongos parece tener variantes en los me­

canismos de escisión y postreplicaci6n, aparentemente haciéndolos mucho más 

complejos, y de los cuales se sabe menos que de los mecanismos de repar<i­

ción bacteriana; la fotorreparación es igualmente efectiva y tambi~n se co.n 

sidera como mecanismo "sin errores" durante la reparación del ADN, actuando 

de manera sirni lar al sistema bacteriano. 

Por otro lado, en los mecanismos de reparación oscura (escisión y posJ. 

\ repl iación), 110 parece haber gran si mi 11 tud con la reparación oscuril bact.<:: 

riana, distinguiéndose preferentemente dos tipos generales de sistemas: el 

sistema de reparación "sin errores" (que podrla ser tal vez el de escisión, 

solamente) y el sistema de repuración "inductor de errores" (que asimismo 

podrla coincidir tal vez con el de postrcpl icación). En la actualidad se 

prefiere esta nomenclatura de mecanismo "sin errores" y mecanismo "induc­

tor de errores", en los sistemas de reparación de hongos, principalmente 

Neurospora y Saccharomyces, pues parec'e haber un mayor número de vfas de 

reparación, o tal vez hay vfas m~s complejas que las hasta ahora encontra­

das en las bacterias. Asl, la reparación oscura por escisión en los hongos, 

plantas y animales superiores, generalmente no es sensible a la inhibición 
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por la cafefna, contrario a lo que sucede en las bacterias, en donde se ve 

inhibida la acción de la nucleasa durante la escisión del dfrnero de pirirni­

dina (Roulland-Dussoix, 1967), y más bien este alc~loide es capaz de inhi­

bir la reparación postrepl icación en los eucariontes (Timson, 1977). Esta 

actividad de la cafefna en las células todavía no está bien entendida, pues 

además de inhibir la reparación del ADN, ti~ne otros efectos tóxicos meta­

bólicos complejos, como la inhibición de la repl iccición celular, de la sfn­

tesis de las protcfnas y de la rosfodiestcrasa (esta última provocando un 

aumento en los niveles de adenosin lí1onofosfato cfclico (AMPc)), entre los 

efectos más conocidos. Y asf la cafefna ha sido utilizada para obtener con 

buenos resultados sinergismo con la luz UV en la producción de mutaciones 

en bacterias y hongos (Timson, 1977). 

Por otro lado es bien conocida la relación que pueden llegar a tener 

los procesos de reparación del ADN y los de recombinación génica, pues en 

ambos está implicado el metabolismo del ADN y varios de los mutantes en re­

paración o en recombinación obtenidos, presentan efectos pleiotrópicos en· 

ambos procesos, interpretándose como puntos en común convergentes en el pr_Q 

ceso genera 1 de metabo 11 srno de 1 /\DN (Baker ~l. ~l·, 1976). Aunque un anti 1 i­

sl s más detallado de Jos mutantes establece diferencias claras entre los 

procesos de reparación, recombinación y sus puntos en coman. 

Asf, en la recombinación génica en los hongos, se pueden distinguir 

varios tipos: recombinación meiótica heterogénica, recombinación mitótica 

heterogén i ca, y recombinación i ntragén i cu ( recomb i nac i 6n a 1é1 ica, conver­

sión ~énica o recombinación alélica no reciproca), tanto mitótica como 
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meiótica (Kushev, 1974; Catcheside, 1977; Radding, 1978; Fincham -'=!. ~~., 

1979). En los dos primeros casos, la recombinación es generalizada a lo 

largo de los cromosom~s y es recfproca generalmente; en cambio en la re­

combinación intraglnica (los dos tipos de recombinación restantes) es re­

gión-específica y presenta polaridad de conversión (polarón), dependiente 

del tipo de alelc1s que intervienen en la cruza; por consiguiente, esta cla 

se de recombinación es alelo-específica. 

En ambos grupos de mecanismos de recombinCición parece haber estrecha 

homologfa estructural cromosómica, a diferencia de la recombinación del 

ADN de fagos y otras secuencias de ADN insertables en el ADN bacteriano, 

de manera h&tcróloga ya sea sitio-especffica o sitio-inespeclfica (Radding, 

1978). 

Es interesante hacer notar que la recombinación inducida por agentes 

externos como la luz UV, los rayos X, la hidroxiurca, entre otros, es dis­

tinta de los procesos naturales de recombinación, pues en estos casos es 

consecuencia del daRo al ADN, provocando rupturas en la doble hélice, en 

donde se sospecha que dichas rupturas sean utilizadas para iniciar la re­

combinación en lugar de la reparación, debido al estado metabólico del ADN 

y de la célula en general; asl, el mecan~mo de recombinación mitótica es 

Fuertemente aumentado por la luz UV, mientras que el de recombinación mei~ 

tica no se ve alterado de ninguna manera por la acción recombinógena de la 

luz UV. 

Entre las recombinaciones rneiótica y mi tótica se han mostrado di fere..'l 

cias finas importantes; por ejemplo, que la rneiótica es generalmente asi-
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métrica durante la formación del heterodGplice de ADN, y de alta frecuen­

cia; mientras que la mitótica es generalmente simétrica y de baja frecuen­

cia; o sea, mecanismos distintos con un mismo rcsult:1do 9cnécrDl: la reco;n-

binación de las hebras del f\DN. 

En el caso de la conversión génica, el tipo m¿s estudiado es el de la 

meiótica, y se ha lleg,;do a ddinir elocuentemente a esta reco;-r,binación, cg_ 

mo el sitio de iniciación de la recombinación genética, o el sitio de ini­

ciación de la acción de las recombinasas, o región de formación del hetero­

dGpl ice para el proceso de recombinación en general, siendo los organismos 

m~s estudiados Ascs·~J.'.12. y -~~<:Joar~es, que en forma natural alcanzan un 

alto Indice, ha5ta un 10 % de conversión g~nica en las ascosporas durante 

1 a r.1c i os is. 

Como consecuencia, los mecanismos de recombinación, ahora mejor ente.!! 

didos, permiten afinar y comprender mejor la rc·combin.1ci6n como un buen mé 

todo de localización y rnapeo de los genes en su sitio dentro del genoma. 

Aunada a la recombinación, la complementación génica ha sido una he­

rramienta magnifica p~ra el estudio y caracterización de los genes (Fin­

cham, 1966). La complementación g6nica tiene dos aspectos impor~ntes: 

a) Ayuda a la caracterización de ger.es mediante pruebas de al el ismo 

en diploidcs, dicarioncs o heterocariones. 

b) En el caso de la complementación alélica (intrag~nica) ayuda a .in­

terpretar la regulación génica de los polipéptidos o proteínas, producto 

de la información del gene en estudio, y en algunos ca~os hasta para In­

terpretar la configuración cuaternaria si se hace uso de heteroalelos su-



ficientes, inclusive en sistemas poliploides (Gillie, 1966; 1968; Fincham, 

1966; lnge-Vechtomov y Pavlenko, 1969; Catcheside, 1977). 

En el caso de este trabajo, la recombinación rnei6tica y la complemen­

tación en el estado dicari6tico, fueron fundamentales en la caracteriza­

ción genética de las mutaciones de los genes que intervienen en la biosFn­

tesis del triptofano, obtenidas con la luz UV y cafelna como parte inicial 

de un proyecto de regulación genética de metabolitos secundarios (antibió­

ticos) originados muy posiblemente en la vla de sfntesis del triptofano 

(MuRoz y Dubovoy, 1979), al igual que otros metabolitos fúngicos secunda­

rios (psilocibina, ácido 1 isérgico, etc.) reconocidos en otros hongos su­

periores (Smi th y Bcrry, 1974). 

~~~c:.ede_11tes_ .de es t!: e.?~d i o. 

La biosfntesis del triptofano está bien reconocida genética y bioquf­

micarncnte en.§.. _<::Q.!_l y otras bacterias (Crawford, 1975; Platt, 1978; Craw­

ford y Stauffer, 1980) y su información está codificada en un sistema de 

operón constituido por un nlimcro de siete genes en .Bacil.J~. y de cinco en 

i· coli. 

En los hongos, se conoce que Ja biosFntesis del triptofano está dada 

por genes separados (cinco en levadurils y cuatro en !J.~L!I.<?.S_p_o_r~, /l.spergi lJ~ 

y Sasidiomycetes) aunque en algunos casos de la vFa arc.mática general se 

encuentran grupos de genes cercanos semejando operones, por el tipo de r~ 

gulación génica polar pero sin ARN mensajeros policistrónicos (Strauss, 

1979; Al ton et tl., 1982) para la síntesis de enzimas forrnadas por ensam­

ble de varios oligopéptidos codificados por genes estructurales. 
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Concretamente, en los Basidlomycetes, los únicos estudiados genética-

mente para tratar de conocer la regulación genética de la bloslntesis del 

trlptofano, h:rn sido .f.9.Erinus D2.<!l.atus (Henke .et_?_!_., 1973) y fof)t_l_0_~ li!.­

.9QP~2 (Tilby, 1976), en donde se observó que los mutantes obteniJos pertc-

neclan a cuatro loci que se adaptan al modelo general de la vla de slntesis 

del triptofano (Crawford, 1975): 

Pi ruvato 

O,,:~"'G7(1'°°". '\j 
---'---+ u ---

HO . AS ' NHz FRT ª
COOH 

H OH2~¡ 

FRAI 

o 
1 H c::c.-cooH 

2 
Aci do cor! srn i co 

OC O OH COz 

-~nGFS 
N'- OH 
H HC::C 

1 Hy OH 
HC OH 

CDRF cH 2o® 

o ! 

Acido antranllico FRA 

1 ndol 
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Ab1·eviaturas 

AS; Antranilato sintetasa 

CDRF; 1-(o-carboxifenilamino)-1-desoxirribulosa fosfato 

FRA; N-fosforribosilantranilato 

FRAI; Fosforribosilantranilato isornerasa 

FRPF; 5-fosforribosil pirofosfato 

FRT; Antranilato fosforribosiltransferasa 

lnGF; lndolglicerol fosfato 

lnGFS; 1 ndolgl iccrol fosfato sintetasa 

Gl i-3-F; D-gliceraldehfdo 3 fosfato 

PF; pirofosfato 

TS; Triplofano sintdasa 

TSA; Yriptofano sintetasa A 

TSB; Triptofano sintetasa B 

13 



Glosario 

Aux6trofo: microorganismo mutante que solo puede crecer en medio mlnimo si 

éste ha sido supl e:ncntado con factores de crecimiento que no son 

requeridos por l~s cepas silvestres • 

.S:-23 (reconocimknto): gene de reconocimiento del producto de _r_e_i::., que alt~ 

ra 1 a r <=comb i.na ci ón. 

Dicarion: micelio que consiste de células que contienen cada una dos núcleos, 

!)Gneralrncnte, de distinto factor de co1;·.patibil idad. 

Dlmero: estructura formada por dos subunidadcs. 

do.!.1!. (domo): mutación que confiere Ja morfología de crecimiento compacto de 

la colonia del hongo. 

Genoma: todo el material genético haploide que lleva una c6lula . 

. ~2. (histidina deficiente): mutaci6n de auxotrofla para la bioslntesis de la 

h is ti di na. 

Homocarion: célula o micelio que contiene solamente un tipo de núcleo (gen.§_ 

ticamente). 

Loci: plural de locus. 

nit (nitrato reductasa deficiente): mutación que afecta Ja función de Ja en 

zima nitrato reductasa. 

Protótrofo: cepa de un microorganismo que no tiene requerimientos nutricio­

nales adicionales a los de Ja cepa silvestre de la cual se origl 

nó. 

Recombinación Heterogénica: se refiere a Ja recombinación llevada a cabo en 

tre dos genes distintos. 

14 



~·(sensible a Ja radiaci6n): mut<:ción que confiere sensibilirlad a la ra 

diaci6n • 

.rec (recombinación): gene que regula la reco:nbinación. 

~(secuencia sinóptica): genes que afectan la recombinación por una posible 

alteración estructural durante la sinapsis de los cro;nosomas. 

Subloci: plural de sublocus. 

Sublocus: subunidad de un gene aparente:r.1ente grande . 

.!IlÉ (triptofano deficiente): mutación de nuxotrofia para la bioslntesis del 

tri ptofano. 

~(sensible a la luz UV): mutación que confiere sensibilidad a la luz UV. 
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Capitulo 11: Materiales y llétodos 

Las cepas de Scl~o-2.b_yj_lum commune usadas en este estudio pro-

ceden originalmente del banco de cepas del laboratorio del Dr. John 

Raper en la Universidad de Harvard y fueron donadas por la Dra. Car-

lene Raper para trabajos a desarrollar en el grupo de investigación 

de la Dra. Celia Dubovoy en la Uni~ersldad Nacional Autónoma de 

México. 

Cepas uti llzadas: 

Homocari ones: 

a) 9-4 ~~5 ___ B~Q{_1--/3 2'----'d=o=m--"2 

b) 1-86 A.x..2 e 23 se<. 1-1 (~ 1 + ---,----------,---------

La .cepa 9-4 fue usada para el desarrollo de cxperlrnentos de obtención 

de los mutantes~ dado su crecimiento compacto (proporcionado 

por la mutación dom-2, que mapea cercana al factor_!! (Chang y 14a i, 

1971)), que perrni tió obtener y .1nal izar un mayor nOmero de posibles 

mutantes por placa de agar. La cepa 1-86 fue utilizada para llevar 

a cabo el análisis de recombinaci6n y obtención de recombinantes 

trip- con factores de compatibilidad A y~ apropiados. 

Medios de cultivo: 

Los medios de cultivo en donde se sembró Schizo2.!:!.Y.llum ~mmune 

• fueron los siguientes: Medio Completo (MC), que estuvo constituido 

por: 20 g de glucosa, 2 g de extracto de levadura, 2 g de peptona, 

0.5 g de MgS04 1 amortiguador de fosfatos O.OlM (0.46 g KH 2Po4 y 
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1 g de K
2

HP04 , para proporcionar un pH de 7.0) y 20 g de ogar en 

en 1,000 ml de H2o destilada. En el caso del Medio Completo li­

quido, no se adicionó el agar. El llE,dio Mlnirno (MM), estuvo· forma­

do por: 20 g de glucosa, 2 g de asparagina, 0.5 g de HgS04 1 120 ug 

de tiamina, y con la misma concentración de amortiguador de fosfa­

tos y de agar por litro de H20 destil2da 1 que el medio anterior. 

Cuando fue necesario, se agregaron a estos medios las siguien­

tes sustancias: 

Cafelna droga 0.5 g"/1 i tro (0.5 mg/ml)>': 

Triptofano (tri p) suplemento 0.25 g/I i tro 

Fenl lalanlna (0ala) suplemento 0.16 g/lltro 

TI ros i na ( t 1 ro) suplemento 0.18 g/I 1 tro 

Acldo Para-amino 

benzo 1 co (.pab) suplemento 1.37 mg/I i tro 

* Esta concentración de cafelna se estableció como óptima, de­

bido a que concentraciones de lmg/ml y superiores a éstas causaron 

letal ldad del 100% en la cepa 2._~'!_~~::n..:?.· 

Con el fin de obtener un cambio en el pH de 7,0 a 5.0 y de 

7.0 a B.O sin introducir nuevos compuestos qulmlcos en el medio de 

cultivo, se alteraron las concentraciones de los fosfatos para pro­

vocar una disminución hasta pH 5,0 .± 0.1 6 un aumento hasta 8.0 .:!: 0.1, 

los medios quedaron con las siguientes concentraciones de fosfatos 

por 1 i tro: 

pH 5. O .:!. 0.1 

Medio Completo 14 g KH2P04 

Medio Mfnirno 17 .6 g KH 2P04 + 0.3 g KzHP04 

17 

pH 8.0 .:!: O .1 

4.35 g K2HP04 

5. 15 g K2HP0
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El pH fue ajustado antes de la esterilización en autoclave. 

Mutagénes is: 

La cepa 9-4 fue S8nbrada en matraces de 100 ml de MC 1 lquido, 

manteni {;ndose en agitación constante por periodos de. 4-6 dlas a tem-

peratura constante de 30 C; de ahl fueron separados los micelios 

del medio liquido y lavados en agua destilada estéril, llev~ndose 

a maceración en licuadora (con motor comercial) durante 3,5 minen 

alta velocidad para obtener fragmentos hifalcs en una suspensión 

con agua destilada. 

Se scl1;ccionaron fragmentos hifales, que preferentemente fueran 

unicelulares (cesto se log1·ó dejando reposar la suspensión de frag-

mentos, aproximadamente durante una hora y tomando la fracción su-

perior que los contenla), y se diluyeron hasta obtener una caneen-

tración de aproximadamente 5 U Klett de turbidez medida en un colo-

rlmetro Klett Summerson con filtro azul de 400 a l.165 nm de rango 

espectral. 

De la suspensión final de fragmentos, se tomaron al fcuotas 

de 5 ml y se llevaron en caja de Petri de vidrio a irradiación con 

luz ultravioleta(luz uv), utilizando una l~mpara de luz uv germici-
o 

da con emisión de 2537 A, a 30 cm de distancia, lo que daba una in-

tensidad de 19 ergios/m~2 /seg, calculada con un dosfmetro Latarget. 

El mJterial irradiado se mezcló con MM o MM+ 0.5 rng/rnl cafelna 

(MM+ caf), según el caso, tibio con el fin de obtener una acción 

selectiva de las colonias que crecerlan como sobrevivientes silves-
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tres, eliminando la posibilidad de crecimiento de todos los fragmen­

tos auxótrofos, empleando un promedio de 40 cajas de Petri por cada 

500 ml de MM o MM+ caf; dichas cajas se incubaron a 30 C por 3 dfas 

para el MM y 6 dlas para el MM + caf (pues la cafelna retarda la re­

plicación celular (Timson, 1977) ), y luego se procedió a cuantifi­

car y marcar a ccidil una de las colonias visibles (protótrofos). 

Posteriormente se añadió sobre las mismas cajas de Pe-tri una segun­

da capa de MM+ trip tibio (40 C), y sel lev2ron a incubación de 

nuevo por un periodo de 3 d!as para hacer evidentes 1.:is nuevas co­

lonias posibles mutantes auxótrofas para el triptofano. Estos 

E_O_?ibles mutantes trip-fueron seleccionados y analizados en MC, MM 

y MM+ trip para confirmar su auxotrofra, sembr.§ndose 50 miccl ios 

por'caja de Petri. Este método de enriquecimiento en la selección 

de mutantes _t_r_!.r..= permitió ahorrar tiempo y medios de cultivo en 

forma considerable (ver tabla 1). 

La dosis de luz UV para 1a obtención de estos mutantes se es­

tableció en 2 000 ergios/mm2
, después de analizar las colonias so­

brevivientes de varios tratamientos de dosis de 1,000; 2,000; 3,000; 

11,000; 5,000 ergios/mm2 y control, y encontrar que en 2,000 ergios/ 

mm 2 (que corresponde al 22-30% de sobrevivenc ia en MM), se encontró 

el primer mutante .!r.l.i:.· 

Por otro lado se llevó a cabo el mismo procedimiento mutagénico, 

pero en lugar de suplementar la segunda capa de MM únicamente con 

triptofano, se agregaron los suplementos de triptofano + fenilala-

ni na+ tirosina + ~cido para-amino benzoico, con el fin de conocer 



si por este método era m.'is sene i 1 lo obtc.:ncr los 1nutnntes tri_p__, 

pues tales metabol itos proceden de un mismo precursor (ácido co­

d smi co). 

Es importante hacer notar que la mutagénesis y el manejo del 

material fúngico irrildiado, incluyendo la incubación, se llevaron 

a cabo bajo condiciones de ausencia de luz blanca para evitar el 

proceso fotorreparador. 

Rc,comb i nación: 

Los mutantes .!IJ.i:. obtenidos por el método anterior fueron cru­

zados con la cepa 1-86 (que tiene fácil inducción de formación de 

basidiocarpos) y la progenie obtenida fue analizada para mapear la 

distancia entre el marcndor dom-2 (que está 1 igado al factor de com­

patibi 1 idad ! (Chang y Wai, 1971; Raper y Hoffman, 1974) ) y las 

distintas mutaciones .!IJR-. Por otro lado, esta misma progenie fue 

utilizada para recuperar rccombinantes.!I_!E.: con los factores de 

compatibilidad contrarios para poder mapear las distancias entre 

las distintas mutaciones trJ.E:. encontradas y finnlmente también 

emplear a estos recornbi nantes para establecer las pruebas de com­

plementación. 

Distancia triP----dom-2. 

La progenie de la cruza 1-86 + + X 9-4 dom-2 trip- se ana­

l izó haciendo cultivos rnonospóricos de las basidiosporas (según una 

modificación del método de Rapar, 1963), por análisis de esporas 

al azar (Burnett, 1975; Fincham et~ .• 1979). Este mModo consistió 
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en dejar esporular el basidiocarpo sobre una placa de agar de MM + 

trip, esparcir la esporada e incubar por 12 horas a 30 C para pe~ 

mitir la germinación. La cosecha de las esporas se llevó a cabo 

con un microcortador, bajo el microscopio' estereoscópico, y cada 

una de las esporas fue tomada y sembrada por separado (9 por placa). 

Por último cada uno de los micelios resultantes fue analizado para 

sus marcadores genéticos de auxotrofra (.!IJJi:.) y morfológico (~Q!!J-2) 

en MC, MM y MM+ trip y calculRda la distancia por medio de la fre-

cuencia de recombinación, b6sicamente mediante la fórmula 

E. R. 
Distancia· ···------- X 1 00 

E. T. 
(distancia d 11) 

donde E .R. esporas recomb i nantes (Q_ü_fl1_:1___± ; ±__!_C.l_p.::.) 

E.T. esporas totales (dom-2 + ; ±__t:_i:J.p_::_; ~.9.!!1..:..2 __ trt.e.::_; ±__±). 

Dada la baja viabi 1 idad de las esporas .!.!Jp..:::_, se procedió a 

calcular la distancia utilizando los recfprocos silvestres -~¡Ji'.: 

tanto recornbinantes (dorn-2 +) como tipo progenitor ( .:!:___:!:) y mul-

tiplicando ambos valores por un facto~ de 2 para deducir los valo-

res de la progenie trip-, pues se conoce la reciprocidad de la re-

combinación meiótica heterogénica (Fincham .'.".!. !!l_., 1979), quedando 

as 1: 

Distancia (Esporas Recombinantes dom-2 +) (2) X 
100 

(Esporas .:!:___:!: ) (2) 

(Distancia = d =u). 
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Qi_?ta~g<:J trip --- trip. 

Los recombinantes 1-86 trip- fueron cruzados con 9-4 dom-2 trLP.:::. 

y la esperada obtenida fue sometida a dos tipos de selección de 

esporas recombinantes: 

1) Las basidiosporas se scmbr.Jron mediante el ~1étodo anterior 

de cosecha de esporas para obtener micelios monospóricos; pero como 

la baja viabilidad de las esporas auxótrofas !El.E.:. no permitra obser-

var la cantidad de fenotipos recombinantes, ni de fenotipos proge-

nitores, se tomó la recombinación por medio de la cuantificación de 

recombinantes protótrofos; quedando el c~lculo de la distancia 

donde 

E + + (2) 

T. E. C. 
X 100 d = u 

E + + = esporas recombinantes protótrofas 

T. E, C. = total de esporas cosechadas 

2) El segundo método consistió en hucer una suspensión en agua 

destilada de las basidiosporas (de concentración conocida por cál-

culo en cámara de Neubauer) y por recuperación de protótrofos obte-

ner el porcentaje de recombinación, quedando la fórmula asf: 

Esporas + + (2) 

Total de esporas 
sembradas 

X 100 d = u 

En todas las modalidades de esta fórmula, se trató de estable-

cer la relación más estrecha entre la fórmula general y la fórmula 

modificada, debido a imposibilidad técnica de la selección de la 
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progenie .t_dp..::_. 

Los mutantes originales (9-4 dom-2 !rJ.e .. J fueron cruzados con 

los recombinantes obtenidos en la progenie del análisis recombinatorio 

(1-86 trip-) y se procedió a establecer la fase dicariótica en MM 

+ trip y posteriormente, una vez formado el dicarion estable, se sorne-

tió a la prueba de complementación en MM, sembrando un inóculo muy pe-

queño en placas de MM y en placas de MM + trip como control. La lectu-

ra de la complementación en MM fue hecha con base en el crecimiento 

de la colonia en MM + trip, pues se observó que en algunas ocasiones 

el Medio Completo influla negativamente en el crecimiento de los mutan-

tes _!:_[_i_p..::_. 

La nomenclatura usada para reconocer la capacidad de complementa-

ción fue Ja siguiente: 

+ complementación (crecimiento del dicarion en 
1 

MM similar al encontrado cuando se sembró en 

MM+ trip). 

:!:. complernt,ntación parcial (crecimiento mas o 

menos parecido al encontrado en el dicarion 

sembrado en MM+ trip). 

no complementación (nulo crecimiento del 

dicarion en MM, comparado con el crecimien-

to del dicarion en MM + trip) 

El criterio de formación del dicarlon estuvo basado en la morfolo-

gla macroscópica del micelio y en la formación de las flbulas (Raper, 1966; 
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Raper y Hoffman, 1974); y o'.!ste se aplicó durante la selección de rc·cc:;;bi­

nantes l!:l.P.:::. con facto res ~ y ~ provenientes de 1 a cepa 1-86 que form;; ron 

un verdadero estado dicariótico con la cepa 9-4 original. Por otro liJdo, 

tambi6n los dicariones utilizados en las pruebas de complementación g6nicc, 

fueron confirmados mediante estos dos criterios morfológicos importantes, 

antes de proceder a hacer las pruebas de complementación ya indicadas. 

Germinación de las Basidiosporas en Diferentes Condiciones Fisioló­

gicas. 

Puesto que lüs basidiosporas !rJJ:i- pn~sentaron un al to porcentaje de 

letal idad, se prncedió a estudiar si la germinación de el las estaba influida 

por acción de la luz, de la temperatura, del pH y de la composición del 

medio de cultivo, a.si que las b;,sidiosporas provenientes de las cinco cru­

zas ,t_r_j.p_-:-_,"=~l\,=~tfl~ se usaron para hacer una suspensi 6n de concentrac i6n 

conocida cri agua destilada (calculada en una camara de Ncubauer) y allcuotas 

de esta suspensión fueron sembradas en placas de MM, MM + trip, MC + trip, 

con pHs de 5.0 :!: 0.1, 7.0 :!: 0.1 y 8.0 :!: 0.1; a temperaturas de 20, 30 

y 37 C, tanto en presencia de luz como en oscuridad. 

Cálculos estadlsticos. 

Las significancias de los valores de las pruebas de X2 y ~emplea­

das en este trabajo, fueron comparadas con las tablas de Arkin y Col ton 

(1967). 
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Capitulo 111: Resultados 

Muta génesis: 

La respuesta de la cepa 9-4 a la acción letal de la luz UV es mos­

trada en la figura 3, en donde se observa la forma típica de las curvas 

de dos impactos producidas por la luz UV, que podria representar tal 

vez a los dos mecanismos reparadores principales en Ja sobrevivencia 

y reparación: Ja reparación 11 1 ibre de errores" y Ja "inductora de eíl"o­

res"; o sirnplcrnentc mtís de un blanco de acción de Ja UV en la complej i­

dad estructural del gcnana. Asimismo se observa que las curvas de sobre­

vivencia en MC y MM son similares en su respuesta a la luz UV. 

La dosis de 2,000 crgios/mm2 , que fue seleccionada por el criterio 

antes descrito (Materiales y Métodos), corrcsporide al rango de 22 - 30"/o 

de sobrevivencia en la curva de MM, que fue en el medio de cultivo en 

el que se obtuvieron los primeros mutantes .D:.iy_:_. 

En Ja tabla 1 se presenta Ja frecuencia de obtención de los mutan~ 

tes en esta dosis de luz UV, con postratamiento de cafeína y sin él. 

Comparando los dos métodos de enriquecimiento (MM+ trip y MM + trip 

+ ~ala + tiro + pab) sin cafeína, hay diferencias notorias en Ja 

frecuencia de obtención de JTlUtantes a partir de los frag:nentos totales 

sobrevivientes, pues los mutantes escurridizos y aux6trofos estrictos, 

tienen menor frecuencia de obtención en el tratamiento poi isuplementa­

do (1 .8 veces menor). Asimismo es interesante notar que el major méto­

do aparente de obtención de mutantes trip- a partir de la cepa 9-4 

fue utilizando el método de radiación con luz UV sin postartamiento 
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Tabla. 1. Frecuencia promedio de obtención de mutantes l!:Í.Jl con luz UV (2000 ergios/mm2), Los fragmentos hifules 

unicelulares, fueron irradiados con luz UV y sembrados en MM a 30 C en oscuridnd¡ posteriormente se agt<3 
gó la segunda capa de agar enriquecido volviéndose a incubar a 30 C, para permitir el crecimiento de Jos 
posibles mutantes .td.E.-. 

Agregando la 22. capa de agar de MM + trip 

Con 0.5mg/ml. de cafeina 

como postratamiento 

Fr~cuencia de mutantes encontrados entre los: 

F ra g.11entos to ta 1 es 
sobrevivientes 

Escurrldl:z:os AuxÓtrofos 
estrictos 

5,716.~4 18 ,887 .83 

Fragmentos enriquecidos 

Escurridizos Auxótrofos 
estrictos 

5 ,516 

Sin cafeína 

Frecuencia de mutnntes encontrados entre los: 

Fragmentos totales 
sobrevivientes 

Escurridizos Auxótrofos 
estrictos 

7 ,247.62 7 ,746.75 

Fragmentos enriquecidos 

Escurridizos Auxótrofos 
es t rl ctos 

988 

¿¡ 
Agregando la 2- capa de agar de MM + trip + 

. 8 ala+ tiro+ pab 

Escurridizos Auxótrofos Escurridizos Auxótrofos Escurridizos Auxórrofos Escurridizos Auxl.itrofos 
estrictos estrictos estr ctos estrictos 

1 1 __ 1_ 1 1 o 1 o 
8,042 16,084 3 ,418 3,418 12,847.5 25,695 840.5 1,681 
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con cafeina, mediante el enriquecÍliliento de la selección de mutantes 

con MM + trip , observándose un 1 igero "efecto antimutagénico" de la 

cafelna, que puede deberse¡¡ la inducción de 1 eta] idad por su tnxi ci-

dad. Los mutantes obtenidos con y sin postratamiento de cafeína, se 

presentan en Ja tabla 2, en donde se encucnt1-a· la nornrnclatura y ca-

racteristicas de cada uno de los mutunt!!S obté.nidos en este trubiljo. 

La alta tasa de reversión e inestabilidad de las cepas obtenida~ sin 

cafeína hace sosped.Jr que se trata de mutantes con lesione,; puntuules. 

Canparando Ja estabilidad (tabla 2) de las cepas mutantes con su frecuen-

cia de obtención, se puede concluir que el mejor procedimiento real 

de obtcnci6n de mutantes _!:_i:_i_p_::_ fue el de postratarniento con caf,;fna y 

cnriqueci,.ndo con una segunda capa de agar selectivo con trlptofano 
1 

sol amente. De estos mutantes se seleccionaron 1 os mas estab) es para 

continuar con el estudio de la recombinación y co;nplementación, y se 

desecharon los que tenían fuerte tendencia a la reversión (ver tabla 

2). 

Puesto que hay sospech~ que Ja sobrevivencia y la mutag6nesis 

pueden ser eventos distintos (Me Millan y Fox, 1979), se anal izó la 

influencia en la sobrevivencia durnnte la mutag&nesis con luz UV 

2,000 ergios/mm2 , cuando la cafefna era usada como postratarniento, 

as! que las tablas 3 i! y~ presentan los valores de sobrevivencia 

y valores de "t" con postratamiento de 0.5 mg/ml cafeína en MM y 

MC, y en presencia de triptofano. Comparando los distintos postratarnien-

tos, se nota una mayor letalidad de aproximadamente 50"/o, cuando se 
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Tabla 2. Mut.1ntes tr!_,~ obtenidos a f"'"lrtir de la cepa ;l_:.1!. _d2c-'l'.:.~ c:::;i luz UV (:'.000 r.r~i0s/llu~: 
solamente y con luz UV (2000 ergios/m.i)+ postratamiento con 0.5 mg/:nl de <::.:Jfeína! 

Cepa Postra tarri i ent o Vuriaci6n Fenotípica E>tabi 1 irL,d de· la 
Mutante s/c = sin cafeína ilUX, estricto = auxótrofo estricto mutuci6n ... 

e/e = con cafeína 

1 25 s/c escurridizo ---<-silvestre inestable 
2 22 s/c 11 --·~escurridizo estable 
3 31 s/c 11 --- .. silvestre inestable 
4 52b s/c " 

___ ..,.. 
11 inestable 

5 53a s/c " ---~ 11 inestable 
6 57 s/c " ---;. 11 inestable 
7 60 s/c uux. estricto 

___ ., 
11 inestable 

8 62b s/c escurridizo ---~ 11 inestable 
9 7Bb s/c " 

___ .,.. 
11 i nestab 1 e 

10 Ble s/c 11 ---~ 11 inestable 
11 91 s/c aux. estricto ---~ 11 inestable 
12 107 s/c escurridizo 

___ ., 
11 inestable 

13 11 la s/c aux. estricto ---.. 11 inestable 
14 122 s/c 11 11 ··-- .. aux. estricto estable 
15 153 s/c escurridizo ---l- silvestre inestable 
16 154a s/c " ---.¡.. 11 i nestab 1 e 
17 159 s/c " ---¡...escurridizo? estable? 
18 161 s/c " ---+silvestre inestable 
19 162b s/c " ---+- 11 inestable 
20 164a sic aux. estricto --- .. aux. estricto estable 
21 166 sic escurridizo ---i- silvestre inestable 
22 179c sic " ---v 11 inestable 
23 18lc sic " --- .. escurridizo estable 
24 183a sic " --+letal inestable 
25 226 s/c " ---;~ si 1 ves tre inestable 
26 230 sic " ---~escurridizo estable 
27 232b s/c " ---~silvestre inestable 
<8 232c s/c " ---~escurridizo estable 
29 233a sic 11 ___ .... si]w,stre inestable 
30 233c s/c aux. estricto ---.;- 11 inestable 
31 1 ele escurridizo ---!- 11 inestable 
32 2d ele 11 ---.¡.- 11 inestable 
33 3a e/e 11 ---~ 11 inestable 
34 3b ele 11 

___ .._ 
11 inestable 

35 4a e/e " ---Ir- 11 inestable 
36 4b ele 11 ---~ 11 inestable 
37 5a ele 11 ---¡. 11 inestable 
38 Ba ele aux. estricto ---y escurridizo? inestab 1 e? 
39 10 ele escurridizo ___ .,.escurrid izo estab 1 e 
40 lla e/e 11 

___ ,,... 
" estable 
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Continuación Tabla 2. 

Cepa Pos tratamiento Variación. Fenotlpica Estabil irlad de la 
Mut;:inte mutaci 6n ·'• 

41 1 lb c/c aux. estricto ---µ.silvestre incst;:ible 
l12 12b c/c escurridi7..0 ---~ 11 inestable 
l.¡3 15b c/c 11 ---~· 11 incstabl e 

44 23b c/c aux. estricto ---~- aux. estricto estable 

45 30a c/c 11 11 ---? 11 11 estable 

46 30b c/c 11 11 
___ ..,.. 11 11 estuble 

47 50 c/c escurridizo ___ ,,.sil v1:strc incstoble 

48 52b c/c LlUX. estricto -··-';- aux. estricto estubl e 
!¡9 53 c/c 11 11 ---?- 11 11 estable 

50 61 c/c escurridizo ---.¡-..si 1 vestre inestable 

"''"ª 51 64 c/c 11 ---~ 11 inestable 

: - ~ 52 72 c/c uUX. estricto ---.:,... aux. estricto estilble 

53 76a c/c escurridizo ---+-escurrid izo estable 
54 76b c/c 11 ---~-silvestre i ncst<:ib 1 e ,, 
55 77a c/c aux. estricto 

___ ..,.. 
11 inestable 

! ~ 56 78 c/c 11 11 ---~ 11 inestable 
57 82c c/c escurridizo ---.P. 11 inestable 

H 58 8l1b c/c aux. estricto ---;. .. uux. estricto estable 
!l 59 85 c/c 11 11 ---7 11 11 cst;:ible 

60 88a c/c 11 11 ---·;-escurrid i;w? incstubl0? 
! i 61 91 c/c 11 11 ---·\-si 1 ves tre inestable 
¡,, 62 93 c/c 11 11 ---.:.,. ... aux. estricti estable 

63 97a c/c escurridizo ---~~si 1 ves tre i ncs tab 1 e 

t,¡ 64 98 c/c iJUX. estricto ---7-aux. estricto estab 1 e 
65 100 c/c 11 11 ---~-si 1 vestre inestable ..,,. 66 107 c/c 11 11 ---.:,.. 11 inestable 
67 179 c/c escurrid izo?- -- ..,. si 1 ves tre inestable 

··-La inestabilidad o estabilidad de las mutaciones se refiere a cualquier cambio o 

ausencia de él, respectivamente, en el fenotipo, que hayan mostrado los micelios 

mutantes a partir de su aislamiento y durante su mantenimiento. Aqul se consid~ 

ró a una cepa estable si no sufrió ningún cambio en su conducta auxotrófica para 

triptofano. Por otro lado, la incstabil idad se expresó en las diferentes cepas 

en periodos distintos dentro del desarrollo de este trabujo, y asf,en algunos c~ 

sos,hubo oportunidad de emple5rseles en algunas pruebas gen6ticas. 
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Tabla 3 a) Número promedio de sobrevivientes por placa de medio de cultivo"' con tratamientos 

MM 

X 41 ,76 

9,37 ES 

MC 

Y. 42 

de UV (2 000 ergiosimm2) con y sin postratamientos de cafelna (0.5 mg/ml )y trlptofano. 

MM+trip MM+Caf MM+t r i p+Caf 

20.12 7 .18 

1 O,l¡I.¡ 5,40 7 ,30 

MC+trlp MC+Caf MC+t r 1 p+Caf 

21. 71 

+ ES 10.41 

41 .31 

6.89 5,60 

22.94 

7 .62 

''Promedio de 15 a 17 repeticiones 

Despu6s de Ir.radiados los fragmentos hifales con luz UV, se sembraron Inmediatamente en los diferentes 
medios, en condiciones de oscuridad, y la sobrevlvencla fue cuantificada después de tres o seis dlas, 
cuando no se encontraba o estaba presente la cafeína, respectivamente. 
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'I'abla 3b. Valores de "t" encontrados entre los distintos tratamien 

tos de la tabla 3a. !,_., 

MM Ml!+l:rip MM+caf VJHtrip+caf MC !lC+trip llC+caf MC+l:rip+c:af 

MM 0.78 8.09 ll. 69 0.9 0.12 7.42 6.12 
29gl 32gl 30gl 28gl 29gl 30gl 29gl 

p;>0.1 p ( o. 01 p <o. 01 p > 0.1 p/ 0.5 p(0.01 p<'.'... o. 01 

~lM+trip 8.48 ll. 94 0.65 l. o 7.86 6.66 
31gl 31gl 29gl 30gl 3lgl 30gl 

p<(0.01 p (o. 01 p >o. 5 p > 0.1 p(_0.01 P<0.01 

~~iM+caf 5.88 7.60 9.87 0.84 l. 23 
.31gl 29gl 3lgl 32<Jl 31gl 

p <..o. 01 p <o. 01 p<0.01 p >O. l p > 0.1 

J.IM+trip+caf ll. 06 13.80 6. 51 6.07 
30gl 3lgl 32gl 31gl 

p(0.01 p<0.01 p(0.01 p.(0.01 

MC 0.22 6.98 5.84 
29gl 30gl 29gl 

p > 0.5 p( 0.01 p<.0.01 

MC+trip 9.0 7.16 
1· 0 t 3lgl 30gl 

p < o. 01 p<(0.01 
lo; 

MC+caf 0.53 
ti 31gl 

P<.0.05 
1 ;, 
)i+trip+caf 

"" 
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encuentra prc:sente Ja cufefna, y de mils del 30% cu1ndo es ut i 1 izado 

el MM en Jugar del MC en el postrat<lr;¡ie:nto con triptofano y cafeína. 

Por consiguiente, se puede inferir que durante la obtención dc mut<rntes 

trip- , la cafeína causó un 50% de letal idad aumentada a los fragnentos 

sobrevivientes a la dosis de luz UV de 2,000 ergios/mn2 • Sin embargo, 

dur;:¡nte Ja mutagénesis no se puede c0nside1·ar que la ccrnbinJci6n del 

triptofano y la cafelna presentes en el Medio Mínimo {como Jo mostró 

esta prueba) haya afect;;do considerablemente {mas del 80",{, de letalidad}, 

la viabilidad de Jos posibks mutantes, _t_i:__i_p__, pues esta co;nbin~ción 

se logró después de seis dlas de incubación de los fragmentos irradia­

dos, durante el método de enr·iquecimicnto de obtención de mut<intes 

{ver Materiales y Métodos}. 

'Todas las mutaciones trip- obtenidas ;,qui, se presentaron como 

reccsivas cuando formaron el estado dicariótico con Ja cepa silvestre 

1-86. 

Recombinación y Mapeo de Genes l!:_l_p..=_ 

La. tabla 4 muestra la S.:?greg3ción meiótica y las distancias obte­

nidas entre las mutaciones J.!JL de las distintas cepas mutantes auxo­

tróficas para triptofano, con respecto a la mutación da"-2, donde se 

observa que 1 a segregación de marcadores !.!:.!Ji:. y i_~-2 , tuvo un a 1 to 

porcentaje de recombinación, cercano a las 50 unidades, Jo que muestra 

que las mutaciones~ mapean desligadas de dom-2 y por consiguiente 

del factor _!!. 

" 
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Tabla.4.Distancias de los diferentes genes .tr..LJr- con relación a dom-2 
Cruzas !.!:l.E_-- X 1-86 

Promedio de 
sobrevivencia 

Proporción Total de segregan tes de las espo_ras Distancia 
1 : 1 

x2 
Recombinantes Pro gen i to res germinadas promedio 

Cruza dom-2: + cociente p dom-2 + ~ dom-2 trio + + Otros recolectadas dom-2--1.!:..lr 

~ -SG X 9-4 151: 174 0.87 1.49 <0.30 
(control) 

151 o o í74 o 90.28"/., 

.. -86 X 179c 175: 142 1 .23 3 .23 <0.05 111 6 64 136 16 81 .98% 45.74u 
:-EC. :: 93 126: 145 0.87 1 .20 <0.30 118 11 8 134 6 61.32% 46.75u 
-; -86 X 72 106: 137 0.77 3.70 <0.10 78 14 28 123 38 61 .Lf6% 39.81 u 
~ -2,r) V 53 118: 185 0.6li ll;.38 <0.001 84 32 34 153 23 75.14% 35.44u 
-: -C<· X '22 148:204 0.73 8.60 (0.01 90 63 58 83 27 89.17% 52.02u 

-r:;c. X 85 196: 204 0.96 o. 12 >0.70 125 80 71 124 9 75. 00"/u 49,91u 
-:-.j; :·: 11 la 244:120 2 .03 1.14 <0.30 244 o o 120 1 o 83 .56% 

V 100 153: 147 1.04 0.08 )0.70 153 o o 147 7 85.2sx, ? 
.- r V 164u 125: 139 0.90 0.64 (0.50 97 13 28 126 7 60.62% 53 .53u - :~ '..) 

--::.0 X 183 85: 107 0.79 2 .30 <0.20 85 o o 107 2 53 .89"/., 7. ? 
- _·-:5 X 52!J 120: 114 1.05 o .11 )0.70 105 4 15 11 o 11 60.74% 50.30u 
·-~6 .\ 23b 147: 120 1 .23 2.53 (0.20 78 42 69 78 3 81 . 08"/., 50.00u 
• -2,G X 18~c 201: 177 1.14 1.40 <0.30 178 39 23 138 10 72.11% 56.34u 
. -./i X 84~ 123: 158 0.78 4.11 (0.05 109 13 14 145 2 81 .94% 40.20u 
:-:~ V 882 138:23 6.0 80.72 <o. 001 129 8 9 15 7 60.84% 60.06u 
~ -2t· X 98 203: 181 1.12 1.15 (0.30 142 66 61 115 12 88 .22% 54.78u 
'.<,(; X 232c 115: 162 0.71 7 .63 <0.01 78 57 37 105 6 78 .89'/o 42 .62u 
~ -::3~) X 82 59: 93 0.63 7 .16 (0.01 58 2 1 91 54 59.63% 39.12u 
~ -':}6 X 233c 83 :59 1.41 3,73 <0.10 83 2 o 57 5 61.67% 59,89u 
:-SG X 1 7i: 65 1.09 0, 18 )0.50 70 o 1 65 7 57 .26% 59.1 Ou 
~-s6 X 107 83 :78 1.06 0.10 )0.70 83 o o 78 9 69.03% ? 
1 ,.,,. 

X 91 26:29 0.90 0.07 )0.70 26 e o 29 o 61.11% ·I ? '-..:: .. ::-
~ i-86 X 30a 29:36 0.81 0.55 (0.02 24 5 5 31 3 76.67"/, 43 .64u 

1-26 X 78 32:36 0.89 0.13 >0.90 24 12 8 24 1 76.6/.:<, 50.oou 
1-SG X 230 59:82 0.72 3 .43 (0.10 57 4 2 78 11 54.72% 41.30u 
1-36 X 233a 65 :68 0.96 0.03 >0.80 62 6 3 62 27 61.12% 50.74u 

) 
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Continuación tabla l+ 

~-~G X 1'a 16:25 0.64 1.56 <0.30 16 o 24 3 48. 89"/o 40.00u 

. -3() X '.1 b 30:24 1 .25 o.46 )0.30 30 o o 24 15 77. 7S'/., ? 

. - :..: X 1 o 23:37 0.67 2.82 (0.10 22 6 1 31 9 76.67% 41 .51u 

~ -:.-5 X 30b 49:42 1. 17 O .'+O )0.50 34 4 15 38 20 68.52% 47.22u 

. -~::G X 159 36:56 o. 61+ 3 .92 <º· 05 36 o o 56 22 63 .33% ? 

·-36 X 76a 51: 53 0.96 0.01 >0.90 51 o o 53 48 84.44% 
~-·:u; X 22 50:59 0.85 0.59 >0.30 48 5 2 54 13 67. 7S'/., 47.06u 

. -·; (. :~ 53a 57:79 0.72 3.24 <0.10 47 18 10 61 17 85 .00"/, 43.52u 

X 60 34:49 0.69 2.36 <0.20 34 3 o 46 5 54.32% 41 .98u 

"' V Sa 55:48 1. 15 'J .35 )0.50 41 14 14 34 24 78.40"/, 54.67u - ~,' 

Estas pruebas se efectuaron obteniendo las basidiosporas previamente germinadas en placas de MM+ Trip y seleccionéndolas 

en cultivos monospóricos para determinar el fenotipo de cada una de las esporas recolectadas en MM, MM+Trip y MC. 
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1 ' 

En algunas cruzas (1-86 X 111A; 1-86 X 100; 1-86 X 183; 

1-86 X 107; 1-86 X 91; 1 -86 X 116; 1-86 X 159; 1-86 X 

76a), no se obtuvo ningún scgresante !.d.i:, por lo c¡uc no se r:•.;tabl eci 6 

la distancia, pensando que la inestabilidad de la cepa !.!:1.P~ progenito-

ra de ca~a una de estas cruzas, podrla haber perdido su capacidad de 

mutante o por lo m•"nos quedar c·n:J2sc31·ada por la baja viabilidad de los 

segre9antes 1i.l.P_, aume.~'itündo las posibilidades de error en el mapeo. 

La viabilidad de los scyrc~antcs, afectada, cst5 relacionada con 

la sobrcvivcncia de las esporas _t_i::J.~, como se observa tcimbi én en la 

ta b 1 a 4, Con a 1 guna s excepciones coino' 1 as cruzas 1-86 X 53 , 1 -86 X 

111 a, 1-36 X 88a, 1-86 X 233 c, 1--86 X 11 a, 1 .. 26 X 1 O, 

1-86 X 59, 1-86 X 60, la proporción dan-2 :1: se mi3ntuvo cercano 

¡¡ 1 : , estableciendo que el marcador de referencia Eom-2 segregó 

normalmente en la mayoria de las progenies analizadas. 

Puesto que el marcador de referencia fue dom-2, no implica en cis­

tas resulti3dos que las mutaciones _t.!:.l.i. estén dcsl i<J.idas entre si, por 

lo que fue necesario probar las esporas scgrc!:Jantcs de las pocas cru-

zas trip- X trip- que formaron cuerpos fructíferos y esporas; los 

resultados de estas cruzas se present~n en la tabla 5 y en la figura 5, 

en donde se observa que, medicinte el método de selección de protótrofos 

de las 126 esporas genninildas recolectadas, mostraron tainbién un alto 

porcentaje de recombinación, por lo cual se puede decir que las mutado-

ncs 23b y 181c, 85 y 23b, 93 y 23b, 85 y 181c, 85 y 232c, 93 y 85, 122 y 
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Tabla.S.Mapeamiento de genes .1.i:.I..E.- para determinación de la distancia !r..!.I?:=-----1.!:J..p:- por el método de 

recuperación de protótrofos. 

%de sobrevlvencia 
en~M+trip de las 

Proporción 126 esporas rcco-
Grupos de de lectadas germina- Distancia Proporción 

Cruza comp 1 cmenta e i ón protótrofos das ti p::.-....t r i p~ dom/+ Otros 

23b (265) X 181 c 2 X 7 24/126 31 ,75 38. 1 Ou 18/20 o 
=0.90 

85 ( 105) X 23b 2 X 5 39/126 37 ,30 61 .9ou 17/29 
=0.59 

93 (25) X 23b 2 X 6 29/126 23.02 46. 03u 15/14 o 
=1. 07 

85 ( 105) X 181c X 7 28/126 33,33 44 .oou 19/21 2 
=0.90 

85 ( 105) X 232c X 5 61/126 52 ,38 97.5ou? 26/40 o 
=0.65 

93 (25) X 85 X 6 40/126 61 ,90 63 .49u 31+/41 3 
=0.83 

122 (68) X 232c 2 X 6 27/126 30,95 42.86u 18/17 4 
=o1 .06 

164a (80) X 232c 2 X 6 21/126 30.95 33,33u 15/22 2 
=o0,68 

37 



122 78 52 b 

~ 131 c 
16!1 lf2. 6 u 

~<\ 98 

53 

53 a 
c 

8 a 46~03~ 

61.90...U----- 23 b 

72 11 a 

30 a 
84 b 88 a 

Figura 5, 

Distancias entre las diferentes mutaciones !.!:iP.= basadas en los datos de la 

tnb la 5. 

u: unidades de recombinación 
1' 

Las distintas cepas mutantes _t_rle. se encuentran en circulo, mientras que las 

1 !neas denotan las cruzas efectuadas y las unidades de recombinación encontr2_ 

das. 

Estas distancias fueron obtenidas'seleccionando 126 esporas germinadas en HH t trlp 

y resembradas en MM, MM+ trip, con el fin de recuperar los recombinantes pro-

t6t rofos ( ±.__±. ) • 
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232c, 16~a y 232c, mapean desligadas entre si. Este resultado no es 
-. 

determinant'e, pues existen foctorcs geonóticos que pueden altcr.,r los 

procesos 1·ec.ombinatorios entre los nvirc<idores (Catcheside, 1977) y no 

representar exactamente su posición fisica en el genoma. Sin embargo 

estos resultados parecen acomodarse bien en su carácter de 9cncs ind_i_ 

viduales en las priJcbas de cw1plr::ncntaci6n (ver figura lfc y tabla 8), 

y ser entidades genéticas separadas, con10 se observó en estos result_!! 

dos. 

El andl isis de las otras cruzas faltantes no pudo llevarse a cabo, 

debido a la carencia de material apropiado, puesto que las cruzas no 

fructificaron a pesar de estar bien establecido el dicarion. 

El método de recuperación de prot6trofos usando la suspensión de 

esporas (tabla 6 y figura 6) no dio los resultados esperados, que pr~ 

sentaran similitud con el método anterior, pues, aparentemente en estas 

pruebas, si hay eslabonamiento entre varios genes (denotado por el b_!! 

jo Indice de recuperación de protótrofos), y más aún se evidencia que 

las cruzas en donde interviene la mutación 93 son poco confiables, pues 

la cruza control 93 x 93 (25) si presentó recombinantcs protótrofos, 

a diferencia de las otras cruzas control 85 (105) x 85, 181c (20lt) x 

! ; 181c, 232c x 232c, 23b (265) x 23b • 
ll!tl 

Esta discrepancia metodológica puede deberse al bajo indice de ger 

mi nación de las esporas, pues en este método que no es el usual, las 

esporas fueron tornadas en su totalidad directamente del carpóforo, sin 
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Tabla.6, Recuperación de protótrofos a partir de ius cruzas de .!J:1.E-x !!:..Ir mediante el método de di lución 
de la suspensión de basidiosporas para conocer el eslabonamiento entre los genes !LLE.~ 

Cruzas de Esporas Di stancla 
grupos de sembradas Grupo de MM+t r i p _tL..}r-l!:.J.r MM 
complementación Mutantes equivalentes por plilca complementación X (Placa) % recombinación X(Placa) 

X 85 ( 105) X 85 1,014 5 X 5 351 o o 
X 2 93 ( 25) X 85 887 5 X 6 95 11 .56u 51 .33 
X 3 85 ( 105) X 181 c 1 ,014 5 X 7 182 34.12 173 .oo 

·G< X 6 85 (105) X 232c 949 5 X 2 115 0.28 1.33 
X 7 85 (105) X 23b 1 ,083 5 X 2 93 13. 79 74.67 

2 X 2 93 ( 25) X 93 833 6 X 6 74 17.69 73 .67 
2 X 3 93 ( 25) X 181 c i ,000 ' X 7 1 ,251 214.00 1,070.00 o 
2 X 6 164a ( 80) X 232c 1 ,050 6 X 2 98 9.97 52,33 
2 X 7 93 ( 25) X 23b 1'166 6 X 2 67 . 10.41 60.67 

3 X 3 181 c:(204) X 181c 1'125 7 X 7 .:o o o 
3 X 6 181 c(204) X 232c 822 7 X 2 27 6.33 26.00 
3 X 7 23b (265) X 181 c 933 7 X 2 o o o.oo 

6 X 6 232c (223) X 232c 1 ,000 2 X 2 170 o o.oo 
6 X 7 232c(223) X 23b 1 ,090 2 X 2 97 15 .17 82.67 

7 X 7 23b(265) X 23b 1'116 2 X 2 4 o 0.00 
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78 52 b 
122 

181 c 

214 ----/\ 
"? '"·"" ~ 

93 
15 .17 u {;º 53 ·9 ,97 

53 a 

Y-" j,'1 c 

8 a ""-10.4~ 1¡-17 

85 -·- -13. 1r;;------- 23 b 

' 72 11 a 

30 88 a 84 b 

Figura 6. 

Distancias entre las diferentes mutaciones trip- basadas en los datos de la 

tabla 6. 

u: unidades de recombinación 

Las distintas cepas mutantes !.!:.l.p se encuentran en circulo, mientras que 

las lineas denotan las cruzas efectuadas y las unidades de recombinación e~ 

contradas. 

Estas distancias fueron obtenidas mediante el método de recuperación de pro-

tótrofo (.:!::_:!:),directamente de una suspensión de esporas de concentración 

conocida si'n esperar seleccionar a las esporas germinantes. 
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sel,3ccionur lus esporas qllc pueden germinar, como se ! leva a cilbo el 

método estándard (Raper, 1963). 

Es interesante mostrar que las esporas de tres de los cinco tipos 

de cruzas llevadas a cabo presentaron valores de sobrevivencia de cero 

o cercanos a cero { 181c (2011) x 181c, 23b (265) x 181c, 23b (265) x 

23b ) , a pesar de haber supkmc;ntado el rn.;,dio con triptofono; esto i.'}. 

di ca que la letal idad de las esporas.puede originarse desde el mc~ento 

de su formación y rnaduraci6n en el basidio, pensando que la doble carga 

presente en la basidiospora {pues la b<isidiospora de §_ • • c;.':<"''"l!..íl.Q es homo­

cari6tica binucleada (Raper, 1966) ) , la hace ser mas susceptible a la 

letal idad, en comparación con el micelio homocari6tico. Este efecto pue­

de representar la dific1Jlti:1d de captación del triptofano exógeno por· 

las esporas mutantes, que es menos notorio en el micelio hm1ocariótico, 

y puede deberse a la constitución misma de la basidiospora, distinta 

del estado homocariótico micel iano. Esta dificultad en la sobrcvivencia 

de 1 as bas id i osporas -~-~.L!'.::. concuerda con 1 a encontrada en 1 os mutantes 

.!.dli:. de Copr i nus (Ti 1 by, 1976). 

Dadas las alteraciones que causan las mutacio1ies _trip- en la viabi-

1 idad de las esporas, se llevaron a cabo las diferentes pruebas de induc­

ción de su germinación, mediante las variables fisiológicas de luz, 

temperatura, pH y composición del medio de cultivo, de las cruzas: 

85(105) X 85, 85(105) X 181c, 23b(265) X 181c, 232c(223) X 

23b, 23b(265) X 23b (tablas 7 a, b, e, d, e). 

En ninguna combinación de estas variables se logró aumentar signl-
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Tabla.7a Germinación de basidlosporas en diferentes condiciones fisiológicas de temperatura, luz-obscuridad, 

pK y medlo de cultivo. 
cruza 85(105) 

l , 014 esporas 

20 e 
Luz Ose 
'X % X t 

MM o o 
-'?J:f...5.JL MM+trlp o o 

MC o o 
MC~trip o o 

MM o o 
p_!:!__L.Q_ MM+trlp o o 

MC o o 
MC+trlp o o 

MM o o 
MM+trlp o o 

_!!!ifh.Q_ MC o o 
MC+trlp o o 

,., Los valores de los 'controles en el recuadro. 

X 85=(1x1) 

por placa. 

~o e 
Luz Ose 

¡;-r, X % 
o o 
o o 
o o 
o o 

o :-0-----1 "' 

106(10.45) i 57(5.62) ¡ 
o ·-o·--··-·-···-· 
17.5(1.73) o 

o 
o 
o 
o 
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o 
o 
o 
o 

37 e 
Luz 
x % 
o 
o 
o 
)0(2.96) 

o 
o 
2 (0,20) 
42.5(4.19) 

o 
o 
o 
o 

Ose 
X' % 
o 
o 
o 
16.5(1 .63) 

o 
o 
o 
55(5.42) 

o 
o 
o 
o ). 



pf' 5.0 

oH 7.0 

Tabla,7b, Germinación de basldiosporas en diferentes condiciones fisiológicas de temperatura, luz-obscuridad, 

pH y medio de cultivo 

tnz-1_0 e 
x % 

MM o 
MM+trlp o 
MC 141i(14.20) 
MC+trlp 153 (15 .14) 

MM o 
MM+trl p 81.50(8.04) 
MC 89,50(8.83) 
MC+trlp 128(12 .6?.) 

MM o 
MM+trlp o 
MC 81 (7 ,99) 
MC+tri p 129.5(12.77) 

cruza 85(105) x 181c=(1x3) 
1 ,041 esporas por placa 

Ose coz 30 e 
O~c 

X % X % X % 
o o o 
o o o 
121 (11.93) 145 ,5 (Jli.35) 147 (14.50) 
163.5(16.12) 180(17 ,75) 163 (16.07) 

8.5 (0.84) o l1]_0~§JJ 114.5 (4.39) 95 (9.37) 
117 .5(11 ,59) 156(15,38) 134(13 .2) 
125 (12.33) 126(12.li3) 121 (11 ,93) 

o o o 
o o o 
78.5 (7 .74) 116(11.44) 110,5(10.90) 
103 ( 10.16) 146.5(14.45) 141 (13 .91) 

;': 

.. 
Luz J? e Ose 
X % )( % 
o o 
o o 
146(14.40) 143 .5(14.15) 
137,5(13,56) 131.5(12.97) 

o o 
11.5(1.13) o 
151.5(14.94) 102(10.6) 
170.5(16.81) 137,5(13,56) 

o o 
o o . 
112.5(11.09) 77(7.59) 
130.5(12.87) o 

,., Los valores de los controles en el recuadro. 
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Tabla.7c.Germlnación de basldlosporas en diferentes condiciones fisiológicas de temperatura, luz-oscuridad, 

pH y medio de cultivo. 

cruza 23b~.65) x 181 c=(3x7) 

933 esporas por placa 
?O C o e 

Luz Ose Luz Ose 
-X-Y- x % X % x % 

Luz _Ose 
X % X 

MM o o o o o o 
MM~trlp o o o o o o 
MC o o o o o o 
MC+tr!p o o o o o o 

o o 
o o 

1 o 1 
;'• 

MM o o o 
MM+trlp o o o L? __ J 

MC 1(0.11) o o o o o 
MC~trip O· o o o .5 p.05) o o 

MM o o o o o o 
MM+trip o o o o o o 
MC o o o o 0,5(0.5) o 
MC+trip ü o o o o o 

·'· Los va 1 ores de 1 os contro 1 es en e 1 recuadro. 
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pH 5 .O 

~!" B.o 

Tabla. ?d. Germinación de basldlosporas en diferentes·condlclones fisiológicas de temperatura, luz-oscuridad, 

pH y medio de cultivo. 

MM 
MM+trlp 
MC 
MC+trlp 

MM 
MM+tr 1 p 
MC 
MC+trip 

MM 
)\M+tr i p 
MC 
MC+trlp 

20 e 
Luz 

-x---;;¡; 
1) 

o 
30(2 ,75) 
21 ( 1 ,93) 

o 
30(2.75) 
36.50(3 .35) 
46.50(4.27) 

o 
o 
36.50(3.35) 
33 .50(3 .07) 

cruza 232c (223) x 23 b= ( 6x7) 
1 ,090 esporas por placa, 

30 e 
Ose Luz Ose 
x % x % x % 
o o o 
o 1 (0.09) 1 (0.09) 
34(3 .12) 38(3.49) 34.50(3 .17). 
25 .50(2.34) 34.50(3 .17) 45 ,50 (4.17) 

o lf(OJ7) 1 2.5(0.23) 1 
22(2.02) 37(3.39) 42(3 ,85) ' 
lf0(3 .G7) 48 (4.40) Ll6"(CTi"l-
43(3.94) 1¡1 .50(3 .81) 48(4.40) 

o o o 
o 
}lf.50 (3 • 17) Ro .50(3 .n) e9.50(4.s4) 
19( 1. 71¡) 20 (1 .90) 35 ,50(3 .26) 

37 e 
Luz Ose 
X % ~ % 
o o 
o o 
30(2.75) 32,50(2,98) 
2Lf(2. 20) 27(8.90) 

~'; o o 
22(2.02) 33 .50(3 .07) 
38 .50 (3 .53) 22 .50(2 .34) 
36.50(3 .35) 46(4.227, 

o o 
o 
28.50(2.61) 

o 
26(2 ,39) 

16.50(1.51) 9,50( .87) 

,., Los valores de los controles en el recuadro. 
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Tabla. ?e. Germinación de basidiosporas en diferentes condiciones fisiológicas de temperatura, luz-obcurldad, 

pH y medio de cultivo. 

cruza 2.3b(265) X 23b=7x7 
1 , 116 esporas por placa 

[uz 
20 e 

Ose Cuz 30 e 
Ose Cuz 3t e 

Ose 
% x % x % -y:----y- j( % ~ % 

MM o o o o o o 
MM+trlp o o o o o o 

-~ 
MC o o o o o o 
MC+trip o o o o o o 

MM o o o ¡---o¡ .... o o 
nH 7.0 MM+trlp 2.50(1.122) o 0.50(U04) 1 o 1 o 0,50('0.04) 

MC o o o -º-- o o 
MC+trlp o o o o o o 

MM o o o o o o 
_oH B.o MM+trlp o o o o o o ,, 

MC o o o o o o 
MC+trlp o o o o o o 

·::Los valores de los controles en el recuadro. 
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ficativamente el porcentaje de germinación de las esporas, con refe­

rencia a las condiciones estándares de cultivo en el laboratorio 

(ver los controles en el recuadro), pues a pesar de usar medio rico 

(MC) y aún medio sup 1 eomentado con tri ptofano, 1 as esporas no fueron in­

duci das a genninar, 111ostrando su fuerte tendencia a la letal idad al 

igual que Jos controles. 

Comp 1 ernen ta ci ón. 

Los resultados de las pruebas de complementación entre los genes 

!!:_!_p_::, se encuentran representados en la matriz de la figura 4a. En 

ella se observa que de Jos veinte mutantes probados se puede obtener 

un rea grupam i en to (por su conducta en 1 a comp 1E>nentaci6n) de ocho 

distintos "grupos de comple.11entación", constituidos de la manera repre­

sentada en la tabla 8, denotando que entre los mutantes probados exis­

ten varios posibles grupos de mutaciones, y que en casos como los de 

los grupos 2, 3, 4, 5 y 6 están constituidos por mas de uno de los 

mutantes probados. Estas series de mutaciones complementan totalmente 

como grupos, entre ellas, con excepción de los grupos 6 y 3 que no 

complementan entre si, considerando que pueden estar afectando un mis­

mo sistema enzimático en un sitio determinado, como está representado 

en la matriz de la figura 4b. Basándose en estos resultados, se puede 

construir el mapa lineal de complementación de la figura 4c. En este 

mapa se nota que los grupos de mutantes: 1, 2, 4, 5, 7 y 8 complemen-
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(47) 
(78) 

(3) 
(4 dom) 

(33) 
(105) 

(25) 
(163) 

(11) 
(127) 

(33) 
(183) 

(80) 
(68) 

( 223) 
(71) 

(265) 
(5) 

(19) 
(82) 

52b 
98 
88a 
84b 
30a 
85 
93 
53 

230 
Ba 

J.la 
18lc 
164a 
122 
232c 

72 
23b 
22c 
78 
53a 

Figura 4a. 

.O rt!.Qrt! rt!rt!Urt! U .OU rt! 
NOOm•omMMOOOrlrl•NNNMNmM 
mmroroMoommM rlm~NM~NN~m 

N ri 1·i 1-l N 

- + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
+ - + + + + + + - + - + + + - + - + + + 
+ + ± + - + + + + ± - - ± + + + - + 
+ + - - + + - + + + + + + + + + - + 
+ + + + - + + + + + + + + + + - + + ·~ + 
+ + + + + - + - + - + + + + + + + + + -
+ + + + - + + + + + + + + + - + 
+ + + + + - + - + - + + + + + + + + + -
+ - + + + + + + - + - + + + - + - + + + 
+ + + + + - + - + - + + + + + + + + + 
+ - + + + + + - + - + + + - + - + + + 
+ + + + + + + + + + + ± + • + + + + + + 
+ + - - + + - + + + + + + + + + - + 
+ + + + - + + + + ± - - + + + + - + 
+ - + + + + + + - + - + + + - + - +- + + 
+ + + + - + + + + + + + + + + - + + + + 
+ + + + + + + - + - + + + - + - + + + 
+ + + + + + + + + + + + + + + + + ± + + 
+ + - - + + - + + + + ± + + + + - + 
+ + + + + - + - + - + + + + + + + + + ± 

/ 

Matriz de complementaci6n de los diferentes mutantes trip-

(los recombinantes con factores ~ y ~ distintos a los de 

la cepa 9-4, cst&n sefialados mediante su nGmero de segre-

gante, entre paréntesis). 

Estas pruebas de complementación ~_!Jp_+ !_rl_e_ se llevaron a cabo for-

mando micelios dicariótlcos estables en MM+ trip y posteriorme1lte S<?!!). 

brados en MM. 



2 3 4 5 6 7 8 
-~~~~~~~~-~ 

+ + + + + + + 

2 + + + 
_,. 

+ + 

3 + + + + 

4 + + + + 

5 + + + 

6 + + 

7 + 

8 

Figura 4b. 

Matriz de complementación, tomada por grupos de mutantes con condu~ 

ta de complementación semejante (grupos de complementación). 
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2 , ____ _, 

, _ _] __ __¡ 

4 

, ___ 5 _ _J 

6 

7 

8 .___ ___ J 

Figura l1c. 

Hapa de complementación lineal obtenido con los datos de Ja figura 4b. 
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Tabla 8- Grupos de--mutnntes que f_orman los ocho gr~pos de co1.-.ple:1ncntaci6n. 

!I.1Q encontrados. 

Grupo de canplementación 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

52 

Mutantes 

52b 

98, 23 O, 11 a , 23 2 e, 23 b 

88a, 84b 

30a, 72 

85, 8a, 53, 53a 

93, 16l1a, 122, 78 

181c 

22c 



tan bien, restableciendo la función silvestre en los dicariones, para 

las distintas mutaciones trip-. Esto no im¡)lica que se trate de siete 

distintas enzimas que intervienen en la síntesis de triptofano en 

.?_. ~~· si no que su conducta en 1 a co:npl e,11entaci6n corresponde a 

ocho grupos bie:n definidos, considerándolos co:no e;cho grupos de can­

pl cr.icntación genética, 0ncontrados en este trabajo. 

Las pruebas de co:nplc:r1cntaci6n para los mutantes restantes no se 

1 levaron a cabo pues no se pudieron obtener los rcco,11bina11tes necesarios 

con factores de compatibilidad contrarios, dada la baja viabilidad de 

los segregantes _1:.!:_i__p_:: (ver resultados de recombinación entre el marca­

dor ~k<oi-:Z_ y lilS distintas mutaciones !dJl_:J. 

·Comparando la recornbinación con el mapa de compl EITientación de las 

mutaciones auxotróficas J:..!:lli:., no se puede establecer un orden en los 

gcnt'!s yj_i:. que corresponda a 1 ordenamiento en 1 a compl emcntaci 6n, 

pues aparentemente la recombinación entre los genes trip_= ha dado re­

sultados distintos, estableciendo distancias contradictorias entre es­

tos genes en los dos métodos empleados (ver tablas 5 y 6, figuras 

5 y 6), asi que no se tiene la certeza suficiente para establecer si 

están o no estrechamente eslabonados y con un orden especifico en el 

genoma. 

53 



Capitulo IV: Discusión 

La muta génesis inducida es. propiamente una respuesta de sobrevivcn­

cia, cuando es dañada la estructura del ADN que evite su replicación, 

y que deje una ciOdificación estructural que confiera algún cJmbio en 

Ja información hereditaria (Brcsler, 1975; Fincham et~ .• 1979; Zim­

merman, 1982). Así que Ja capacidad de formar mutantes inducidos en un 

organismo está dada por su estructura '1enética y su capacidad de r.-,cu­

perar Ja homcostasis en el ADN dañado, mediante Jos diferentes procesos 

reparadores y replicadores de Ja célula y Ja eficacia de estos (Slezá­

rikova ~ _i]J_., 1975; Kimbal 1, 1978). Sin embargo, es neccsurio hacer 

notar que Ja mutagénesis inducida y Ja sobrevivencia pueden ser proce­

sos independientes como Jo han mostrado Me Mil Jan y Fox (1979), que 

durante la inducción de mutantes resistentes a 8-azaguanina en células 

de hamster chino V79, lograron evidenciar que el posible aumento en la 

obtención de mutantes mediante la luz UV y Ja cafelna podrla estar 

sujeto a Ja letal idad inducida por esta droga, y por cosiguiente Ja re­

lación entre Ja inducción de mutación y dosis de mutágeno es distinta 

de Ja encontrada entre Ja Jetalidad· celular y Ja dosis de mut!igeno em­

pleada. 

En este caso, es importante referirse a Ja mutagéncsis inducida 

por Ja luz UV, en donde se encuentran perfectamente reconocidos Jos 

mecanismos principales de la reparación de los diaductos de pirimidina 
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e inducción de mutantes (Witkin, 19"76; Hanawalt et !!J..., 1979). Asi 

como se mencionó anteriormente (Introducción), los mcc•inismos reparado­

res que intervienen después de la lesión del ADN con luz· UV, son de dos 

tipos: "inductores de rnutagénesis" (productores de errores) e inhibi­

dores de mutagéncsis ("1 ibres de errores"). Pero la verdr1dera controver­

sia se encuentra en que los mecanismos de rcpuración en los eucariontcs 

no son equivalentes exactos a los de las bacterias y por consiguiente 

se encuentran diferencias notorias finas co~o la de que la reparación 

postrcpl icación es sensible a la cafeína en los eucariontes a diferen­

cia de las bacterias que tienen la reparación por escisión, sensible 

a ella; y, por otro lado, los mecanismos de reparación por escisión de 

"parche corto" y "parche largo" son también distintos entre procarion­

tes y eucariontes (Hanawalt g f!J_,, 1979), pues la doble cadena del AON 

dañada por la luz UV presenta una reparación por escisión mediante 

"parches largos" (ca. 40 - 100 nucle6tidos) y las lesiones com. rayos X 

(eliminaciones de bases) son reparadas por medio de Ja sfntesis de 

"parches cortos" (ca. 3 - I; nucleótidos) en las células de mamifero; 

y de hecho, Ja reparación rnedi;inte formación de "parches largos" en 

mamíferos semeja a la de "parches corto$ 11 en bacterias. Se duda si la 

reparación por escisión en eucariontes está completamente exenta de 

inducir errores como ha sido reconocida para§_. col i (Witkin, 1966, 

1976; Hm"ard-Flanders, 1968; Witkin y Farquharson, 1969; Rothman g ~·, 

1975), pues se conoce el papel del gene uvs3 de Neurospora, que parti­

cipando como gene de la reparación por escisión tiene un papel de 

gene mutador. Este gene uvs3 requiere a su vez de la función de uvs6 

55 



" 
.. 

para expresarse como tal ( lnoue !:!. _g_~., 1981), pero el rnccanis'"º bi1Jqlmi­

co no es conocido. Adem5~ de que la conducta genética de los mutantes 

.!:l.Y2. obtenidos, sobre todo en hongos y r.1c:r.11feros, no parecen c.''·"P 1i1· con 

el esqucmJ de reparación de las bacterias. As! que los modelos de repa~ 

ración en los hongos se han visto modificados constantemente sin lograr 

.c:stablecer uno d,.,finitivo. Y por consiguiente, los sisLc;oas de rcp;_;r."ci6n 

mejor estudiados, son los de _Sacchi!..!:_~".Y~<:.?. y ~~~~~J:'Oí_!!. 

En Sacc:_h_ar°-~.l'S:.C-2 se ti ene la serie de genes .r.gi 'l'Je son mu tac iones 

que pertenecen a tres grupos (Game y Cox, 1972, 1973; Cox y Game, 1974): 

1) incluye los gene rad-1, rad-2, rad-3, rad-4, rad-lQ y rad-1É_, 

que son deficientes en la reparación por escisión (IJnr;:iu ~.! ~., 1971; 

Rcsnick y Setlow, 1972; Prt:ikash, 1977; Prakash y Prakush, 1979). 

2) incluye los genes rad-6, rad-9, rad-18, rev-1 y .i:ev-¿, y perte­

necen a un rncc;:ini smo "inductor de errores" (Lernontt, 1971; Laivrcnce ~ 

tl•, 1974; La1·1rcnce y Ch r is tensen, 1976) • 

3) incluye los genes rad-50, rad-51 y r.~.:5_1, que son altamente sen 

sibles a los rayos X, pero resistentes a la luz UV (Resnick, 1969; Cox y 

Garnc, 1974) • 

En Neurospora se conocen principalmente los genes (\.lorthy y Epler, 

1973): 

~: actOa en la reparación por escisión. 

uvs-2: actQa en la reparac Ión por escisión. 

uvs-3: actOa en la reparación por escisión y además en otro meca ni_§. 

mo inductor de errores. 

uvs-6: actQa en otro mecanismo distinto de la reparación por escisión. 

Estas caracterfsticas de los mecanismos reparadores de los hongos, 
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permiten sugerir que la obtención de riu!Qntcs _t_r_i_p_-::: en este trabjo se 

pudo llévar.a cabo mediante la siguiente hipótesis: 

Dado que está bien reconocida la acción inhibidora de la cafelna en 

la postreplic<Jción y mut0gl:n.esis de 2· _corn!_nu_~ {Hundcrt .'.'.I:. :tl·• 1977; 

1978; Dubovoy y MuAoz, en preparación), es rnuy probable que las propor­

ciones semejantes de obtención de 1;1utunles, entre el tratarnicnto de la 

luz UV sola y luz UV + caf se debieron a que una sola fuente de mutagt'.:n~ 

sis era operativa: la reparación por escisión, que al igual que en l~C:_l!­

rospora puede haber por lo menos la ir J.:::rcncia de un gene muladar que le 

confiera a este mecanismo alguna posibilidad de inducir las mutaciones 

l!:l.P.= aunque sea en menor número que si se encontrara funcionando 1 a pos_!. 

replicación que es "inductora de errores" por excelencia. 

Por· otro l<1do, la acción tóxica ilmpl ia de la cafelna {corno se obser. 

vó en la tabla 3) en la célula, aunada a la carencia de conocimiento exa_s 

to de las vlas reparadorils en los hongos, con la posible actividad epis­

tAfica y pleiotrópica de los genes que intervienen y que aan no se cono­

cen, cspec i a !mente de -~· .~.2:1lmllJ1__EO, no permiten asegurar que la vla de rc­

parac ión por escisión no sea blanco de la actividad inhibí toria directa 

o indirecta de la cafelna. Pues como se observó en la tabla 2, existe una 

tendencia mayor a la estabilidad de las mutaciones cuando se usó el post­

tratamiento de cafefna, y este efecto se pudo haber obtenido por dos po­

sibles caminos: 

a) El bloqueo del ciclo celular en una fase que permitió mayor muta­

génesis, o sea mayor disponibilidad del namero de lesiones hacia la muta-
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génesis, pues como ha sido calculado para levadufas, 1 x 10 crgios~un 

provova la formación de 211 dfmcros en el genoma de una cólula de lcvadu-

ra haploide (Unrau ~ -ª.!_., 1973), que co:nparntivamcnte con los 2000 er-
2 

gios/mm usados en este estudio, proporcionarían cantidcides suficientes 

de aductos p~ra obtener lesiones más grandes en el ADN (que dar!an a su 

vez mut.1ciones rn,~s estdblcs). Con este ra1on~~r:iie11to tambi(;n se hu ínter-

pretado el 2umcnto en las posibi lidadcs de recombinación meiótica helero-

génica y mutación, inducidas (On hidroxiurea (inhibidor de la sfntesis de 

ADN), dur·ante 1.i fose S previa a la 1.1dosis del b.;sidio en .LºPELn_u_~ _151!¡Q-

E.~ y 2_. -~ (Raudaskoski y Lu, 1980; Sneyour y Koltin, 1981). Y por 

consiguiente este rosible efecto retardador durante la reparación del ADN 

por escisión pro•Jc•cado por la cafeína, inducida de alguna ,,1ancra un ma-

yor grado de lesión del ADN (corno ya ha sido propuesto (Dubovoy y Huñoz, 

en preparación)~ desru6s de que las nucleasas hayan degradado la región 

del ADN en donde se encontraba el dlmero. 

Por otro lado, tambi6n es interesante observar que la cafefna es e~ 

paz de unirse al ADN y perturbar su configuración, incrcment~ndo la des-

naturalización de esta n1olécula (Ts'o y Lu, 19611; Chetsungu ~ -ª.!_., 1976), 

y que despu6s del tratamiento con luz UV la cafclna puede unirse a la ca-

dena de ADN con cierta preferencia en la región próxima al dfmcro formado 

(Lang y Nuske, 1973). l\sf que en cual quiera de estos casos, la posibi 1 i-

dad de provocar un mayor fndlce de daño al ADN mediante la acción de es-

te alcaloide es m~s probable. 

b) Una modificación a la reparación por escisión inhibiendo el status 

de reparación 11 1 lbre de errores" o activando el posible mecanismo "induc-
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tor de errare~' (dentro de la reparación por escisión) que tal vez exista 

tambi6n en este hongo, análogamente al ge.ne _u.~s_:J. de ,1!cur~ora. 

Sin c.r"bargo, Je por qui'.! en el trat.-,miento de luz UV sin cafefm no se 

obtuvieron altos Indices de mutación, teniendo acceso a la reparación post­

repl icación, scguro1c1ente se debe a que.?.· S.0~'!..~~ también cumple la regla 

general de_ hacer uso preferencial _de la rc;iGración por escisión dejando so­

lo algunos dlmeros que no pudieron ser detectados, y que podrían ser de una 

frecuencia tan reducida, que no fueron claramente evidentes en las frecuen­

cias de mutación aqul trabcjadas¡ y ~sto estarla de acuerdo con la idea de 

que la posibilidad de mutación durante la postrepl icación se basa en la de­

tección de lesiones intrarreplicón que impiden la slntcsis completa del re­

pl león durante la form,.,ción de los fragmentos de Okazaki (Doniger, 1978; 

Kauffman ·et i!_l_., 1980), y puesto que los cromosomas de eucariontes se caras 

terizan por tener una rnayor variación en tamaño y distribución de los repll 

eones (Hanawalt ~ i!J.., 1979), por consiguiente serfa mayor la posibilidad 

de obtener mutantes si no fuera preferencial la reparación por escisión. 

La mutación y recombinación son r.1"canis111os muy re1.1cionados si se pie.!l 

sa que a niveles moL,,culares son procesos de metabolismo y estructuración 

del ADN, asl que varios de los mutantes alterados en reparación pueden te­

ner efectos primarios o secund2rios en la recombinación meiótica o 1nitóti­

ca (Baker et i!_l_., 1976; Game ~ _tl., 1980; Prakash et i!_l_., 1980). 

La recombinación genética es el proceso de intercambio d7 la informa­

ción hereditaria entre dos genomas, y generalmente se cree que este proce­

so se lleva a cabo mediante la formación del heterodúplice de la cadena 

del ADN en recombinación (Hastings, 1975; Catchside¡ 1977). 
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las teorías de recombinación actuales principales (Holl iday, 1961+; 

Fincham y Holliday, 1970; Meselson y Raddlng, 1975; Radding, 1978) basan 

sus modelos en la formación de las moléculas del ADN híbrido con bas1?.s c1al 

apare. ~as, que pueden ser reparadas mediante sistemas de rcpa~ac16n capa­

ces de reconocer la configuración de aparcamiento equivocado de las cade­

nas sencillas del ADN cuando se forma la doble h~lice htbrida, de manera 

similar a la reparación por escisión. Y por otro lado, existe también la 

posibilidad de que estos hetcrodúplices no sean reparados para formar ho­

modúp 1 ices. 

Existen varios modelos, pero los más importantes se pueden reunir en 

dos modelos b.Ssicos: la recombinéición sin resfntesis de ADN, que aprove­

cha el 
0

dr.scnrrollilmle11to en la misma dirección ("difusión rotatoria") de 

dos dobles cadenas de ADN, en donde previamente se han roto y unido las 

cadenas scnci 1 las homólogas de la misma polaridad; este mccilnismo ha si­

do comprobado en fagos y pljsmidos. 

El otro conjunto de modelos impl Icaria una degr~dación y sfnlesis de 

ADN para establecer la hibridización del ADN. 

Asf que una vez formado el heterodúpllcc puede seguir dos caminos: 

a) Ser modificado mediante el sistema de corrección de bases "mal ªPi!. 

reada~' , en forma similar a la reparación por escisión y provocar la con­

versión g~nica al uti 1 izar como molde a la cadena sencilla del ADN comple­

mentario hfbrido, explicando asf la polaridad de conversión génica al te­

ner preferencia estructural por una de las cader.as del heterodúpl ice. A 

su vez esta conversión (provocada por la reparación del heterodúplice) pu~ 

de tomar dos caminos: 
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1) Inducir el entrecruzamiento (crnssing··over) intcr-vini<:ndo dos cro.nJ_ 

tidas en el proceso (Stadler.y Tm·lé<, 1971). que tcndrla efecto r•e.co;nbinuto­

rio en los marcadores flanqueadores del sitio de conversión. 

2) No Formilí entrecruz<Jrniento (crossing-over) intcrvinieondo solo una 

cromjtida (Stadler y Tm-1e, 1971), y mantenerse c'.MO conversión g1~nica sin 

efecto recorr:bin<Jtorio de los r;;0rcaGores flan11ur· . ..:,dores, pe;ro que ta:r,bi~n e~ 

pi icada la polaridad de coiiversión al corregirse las bases rnal apare:,das 

usando como templado una cadena del ADN hlbrido preferencialmente. 

b) No ser corregido el heterodlipl ice, y dar co1no rcsul t;ido el proceso 

llamado "segregación postmciótica11
, cuyos resultados sólo pucdeon ser inte_r: 

pretados si se toma como base la idea de no haberse corregido el heterodQ­

pl ice con sus bases complementarias mal apareadas. 

Con estos modelos también quedarla explicada la ca-conversión como el 

efecto provocado por el largo del heterodOplice en reparación. 

También existen otras teor!as importantes menos aceptadas (Hastings, 

1975; Stahal, 1979), que implican la degradación y srntesis del ADN, por m~ 

dio de una replicación normal, con carencia de rcparvción por escisión, o 

por desplazamiento de las cadenas de nucle6tidos durante la s!ntesis 

(Paszewski, 197D). 

Normalmente, un proceso de recombinación hcterogánica se lleva a cabo 

dando productos recombinantes reciprocas en las mismas proporciones, pues­

to que es el result<>do de un entrecruzamiento (crossing-over), y como con­

secuencia se pueden establecer las distancias entre los marcadores para c~ 

locarlos en su posición (loci) en el cromos~na, pero existen diferentes pro 

cesas genéticos que regulan o alteran esta recombinación y dan como result~ 

61 



do distancias mayo(cs o ;n~n0rcs, cl~p¿r¡J¡~¡1Jo del efecto qua tcng~n. 

As!, en tlcuro_~E-~~ se ha dcscri to el papel de los genes rec, ~. ~ 

y~. que regulan la recombin<ición en sitios específicos del genoma. Seco-

nocen tres loci ~(recombinación): rec-1, rec-2 y _!"~c-3; en cada c.:iso, el 

alelo -~c+ reduce la recombinación en un orden de magnitud en los loci de la 

región especifica del genoma que Qfcctan, y cst~n desligados de ella (mdpcan 

en otro sitio); el gene E_Q_g_ (reconocimiento) au:;1enta la recombinación intr?_ 

génica de b_!3__:_2_ e intcrg6nica (entre -~is_~_l y .'3_d_:l) de los genes a _los que e~ 

tán ligados y en prrsi.Oncia del alelo L'?_~, _"-29~ c¡ue es dominante Jumenta esta 

recombinación hasta en 30 veces. Los genes con proporcionan la susceptibi-

l idad al control ejercido por rec-3 y se encuentran cercanos a los genes 

am:_l e ~is-2, regulando la recombinación intragénica en presencia de recl 

Hay tres genes~ (secuencia sináptica) al~l icos que pueden suprimir la r~ 

E S C 
combinación: los 33_, -~-y~. que aparentemente cstáñ l igudos al gene qll:! 

regulan (.!!l_t-2). Este gene_?_~ r,1odula junto con rec-1 la cercanfa durante el 

apareamiento de los dúplic.es del ADN para el locus nit-2, reduciendo la re-

combinación cuondo se encuentr·:i en heterocigosis (Thornas y Catcheside, 1969; 

Angel .~!. tl·, 1970; Catcheside, 1970; 1971+; Catcheside y Corcoran, 1973; 

Catcheside y Angel, 1974; Catcheside, 1975; Catcheside, 1981). 

En Schizoi?.!lY.llurn se han descrito t.:imbil!n los genes~ que regulan la 

recombinación en zonas especificas del cromosoma, a semejanza de los~ de 

Neurospora. Simchen (1967) estudió la recombinación en el factor de compa-

tibilidad ~. y encontró que su frecuencia de recombinación estaba modulada 

por un gene~ ligado a este factor. Después Stamberg y Koltin (1973) de-

terminaron que el control de la recombinación en la región comprendida en-
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t1:e los subloci o( y ~del factor.!!_, estaba regulado por un gena 1 igado (9 

unidades) a1 mismo fdctor .ª-· 

Otros factores gen&ticos que pueden alterar las Frecuencias de recom-

binación indirectamente en los hongos son aquellos que confieren estcri li-

dad en mayor o menor grado y/o lnvlabl 1 lc!ad a los productos de la mciosl s 

(Saker .~t ctl·• 1976; De L.ange y Grl ffl th5, l'.?80). 

Los resultados recc.:iblnatorios obtenidos aqul para las distancias 

sobretodo por el efecto de la inviabi 1 idJd de las ~sporas; pero dada la 

carencia de conocimiento acerca de la existencia de genes que interfie-

ran con la viabi 1 idad en este hongo, la única posible explicación es que 

la recombinación se vio afectada por la invlabil idad intrlnscca de las 

esporai incapaces de satisfacer su auxotrofra utilizando el triptofano 

ex6geno. 

As! también se expl Icaria que al utl !Izar los dos métodos, a) de las 

e~oras germinadas y b) sin germinar, la proporción de recomblnantes se 

modl f i ca. 

El dlcarion, ha sido comprobado como un buen sistema de análisis de 

complementación (Day y P.oberts, 1969), semejando ampl iame11te al estado dl 

ploide, como habla sido sugerirlo por Fincham (1966), pues como se sabe, 

los productos alterados se acoplan en el citoplasma, en donde verdadera­

'mente se lleva a cabo la complementación, y su car~cter de células con 

nOcleos distintos en proporciones en equilibrio 1:1 sugieren una slnte­

sis de polipéptidos también en proporción semejante. 
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Asl que el patrón de complec1entaci6n aquf obten iJo, r"pre::·,c011L> ur,a 

condición de diploide con capacidad para restablecer el carácter silvo~ 

tre de las mutaciones aparentemente hcterogAnlcas (tablas 5 y 6). 

Como anteriormente se mencionó, la biosfntesis del tdptofono en b!l 

sidiomicetos, posee cuatro loci con posibilidad de mutación, asf que los 

ocho grupos de complementación encontri3dos en este tr;:ibajo, sugieren que 

más de uno de estos grupos puede participar en una enzima. 

Por lo tanto se sugiere que para esclarecer este dilema, se recurra 

a la caracterización bioqulmica de estos mutantes, anal izando los produc­

tos de acumulación y suplementos intermedios de la vla de slntesis del 

triptofano que nos permitan definí rlos más ampliamente en su carácter mu­

tacional. 
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