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Capftulo I: Introduccion

Schizophyllum commune es un hongo de la Clase de los Basidiomycetes,

heterotalico tetrapolar, cuyo ciclo de vida se resume en la figura 1.

La mayor parte de los estudios en este hongo corresponden‘a la
regulacion gengtica de los procesos de desarrollo y diferenciacion ce-
lular en el ciclo scxﬁal, habiéndose entendido ampliamente cada uno
de los eventos regidos por el factor A y por el factor B {Raper, 1966;
Nicderpruem y Wessels, 1969; Raper y Hoffman, 197h) (ver figura 2}.

Sin embargo hay una gran carencia de conocimiento genético y fi-
siolégico de otros procesos metabslicos celulares importanteé suscep~
tibles de ser cstudiados, que se dan en los hongos superiores, especial-
mente en los Basidiomycetes, como son el metabolismo del ADN Y su re-
paracién, el estudio de vias metab6licas secundarias, que son las prin-
cipales productoras de antibi6ticos, toxinas, pigmentos, hormonas, etc.;
y el metabolismo primario con su vasta gama de t6picos de estudio,
como en otros organisinos eucariontes,

Debido a la facilidad de trabajo en el laboratorio con S. com-
mune que es un eucarionte inferior, pero asimismo capaz de aportar in-
formaci6n valiosa extrapolable a la biologla de los organismos supe-
riores, resulta ser upa herramienta dtil para conocer procesos de re-
gulacién genética y fisiolégica fina. En el presente trabajo que se
refiere a la '"Obtenci6n, caracterizacién genética y estudio del patr6n
de complementacién génica de los mutantes auxotr6ficos para triptofa~

no de Schizophyllum commune', se usaron como agentes mutagénicos la

wp
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Figura 1.

El ciclo de vida de Schizophyllum commune se resume en los siguientes pasos

(Raper, 1966): a)basidiospora homocari6tica binucleada haploide ——————p b)

micelio homocaristico haploide ————— €) formacién del dicarion por fusibn

de dos micelios homocariéticos compatibles —~ d) formacién del basidio
carpo (fructificacién) ——————+ &) formacién del basidio {célula especiall

zada para la cariogamia y la meiosis,



Figura 2.
La diferenciacién durante la reproduccién sexual de S. commune esté regulada
por los factores dé compatibilidad A y B (Raper y Hoffman, 1974):
a) la fusioén hifal (plasmogamia) estd regulada por ambos factores Ay B
b) la migracién nuclear estd regulada por el factor B
c) la formacién de pares de nicleos,
d) la division conjugada Y
e) la formacién de la fibula, estdn reguladas por el factor A

f} la fusién de la fibula ests regida por A y B.



luz ultravioleta y la cafefna.

la Juz ultravioleta (UV) es un agente mutagénico que inducé prin-
cipalmente la forinacién de dlmeros de pirimidina (timina-timfna, ti-
mina-citosina y citosina-citosina), que dan como resultado mutaciones
puntuales, cuando la reparacién de la lesién (dfmero) no se lleva a
‘cabo adecuadamente (Witkin, 1976).

Se conoce que la replicacién del ADN puede ser alterada o suspen-
dida en cualquier punto intrarreplicén de la doble hélice en donde se
encuentre por lo menos un dfmaro, pues se ve afectada la accién enzim§
tica replicativa y consiguientemente la formacién de las horquetas de
replicacién (replicones) produciendo letalidad a la c&lula (Hanawalt
et al., 1979). Por este motivo, las c&lulas tanto eucariontes como pro
cariontés poseen sistemas de reparacién de su ADN que detectan los da=
fios causados por diferentes mutdgenos ffsicos y quimicos {no solamente
repara dimeros, sino también otros tipos diversos de dafios causados al
ADN (Lindahl, 1982) ), o sea, en donde se forme un heterodtplice con

t al., 1980},

nucledtidos no complementarios mal apareados (Eckardt
Sin embargo, los procesos de reparaci6n pueden reconstituir exactamen
te 1as bases modificadas por la luz UV o producir una alta incidencia
de errores en la polimerizaci6n del segmento de ADN en la regi6n en

’ dondelse encontraba el dfmero, produciendo de esta manera la mutacié&.

Asf, los mecanismos de reparacién, que fueron primeramente estudiados

en Escherichia coli, en donde se les conoce profundamente, y en menor

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

mamfferos, se encuentran todavla en proceso de an&lisis (Hanawalt, 1975).



Para las Eacterias se reconocen tres mecanismos de reparécién prin-
cipales (Witkin, 1966; 1969; 1976; Howard-Flanders, 1968; 1973; Hanawalt,
1975; Hanawalt et al., 1979):

Fotorreparaci6n. Es un evento de deteccién enzimética dé la doble 1]
gadura del ciclo-butano formado por las pirimidinas vecinas en estado de
'eis' en la doble cadena del ADN (doplice), cuya acci6n se lleva a cabo
cortando esta doble ligadura para restablecer exactamente las dos pirimi-
dinas vecinas, tal como se encontraban antes de la acci6n de 1a luz UV,
En este caso es necesaria la presencia de la luz azul para que el proce-
so de incisién se lleve a cabo mediante la formacién de un fotoproducto
enzima-dfmero. En este mecanismo no hay inducci6n de errores en el ADN y
su reparacién se puede considerar como "libre de errores', y no conduce a
mutacionés, generalmente,

Reparacién oscura por escisién de dfmeros. En este caso, la reparacion

se lleva a cabo sin necesidad de la luz azul; existe un mecanismo enzimi~
tico capaz de detectar los dfmeros, dando como resultado el reconocimien-
to de la lesidn, el corte de la regi6n del filamento sencillo de ADN don-
de se encuentra el dfmero (se corta el dlmero con algunas otras bases ve-
cinas, que alcanzan hasta cerca de 100 nucleédtidos), restitucién con las
polimerasas de la secuencia original del segmento, usando como molde el fi
lamento sencillo complementario del ddplice, y finalmente la unién e inte-
gracion del oligonuclestido al ADN; en donde se reconocen nucleasas, poli-
ﬁerasas y ligasas que llevan a cabo el proceso completo {Rothman et al.,

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

condiciones de oscuridad, y es casi igualmente efectivo en la reparacién
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de lesiones causadas por la luz UV y también se conoce su eficacia repars-
dora de dafios al ADN, como "libre de zrrores'!, pues la incidencia de muta-

ciones es muy baja.

Reparacién oscura durante la postreplicacién. Esta reparacidn es tal

vez la més imﬁortante en la inducci6én de mutaciones; parece ser que este
sistema rcpara a los dimeros (diaductos), que se encontraban en sitios in-
trarreplicén, que no fueron detectados mediante la reparacién por escisién,
de la manera siguiente: la reparacion de la lesién que no pudo sintetiéar
durante la accién del sistema de replicacién y que ha dejado el segmento
hijo del filamento sencillo del ADN con una eliminaci6n de bases en el si-
tio correspondiente a las bases complementarias del dfmero, es reparada
usando como molde el ADN coumplementario previemente recombinado para sin-
tetizar las bases eliminadas durante la replicacibn,

En este caso hay una induccién de mutaciones muy alta (comparativamen
te con los otros dos sistemas de reparacién), pues las bases unidas a la
cadena de ADN en la regién de la eliminaci6n de bases ticnen susceptibi-
lidad de equivocacién al ser insertadas por una polimarasa de baja espe-
cificidad y, por consiguiente, la informacién del gene facilmente queda
alterada. Este mecanismos de reparacién postreplicacién puede llevarse a
cabo con o sin recombinacién de los filane tos del ADN desputs de su re-
plicacién, y se le denomina comGnmente "'mecanismo inductor de errores'.

En este proceso postreplicativo se encuentra también el sistema de
reparacién inducible "S$0S'", que se caracteriza por ser una variante muy

especial de la reparaci6n postreplicaci6én, que es dependiente de.la sin-
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tesis de protefnas, detiene el ciclo celular, induce la lisogenia y muta-

gériesis de los fagos de E. ggli y tiene una duracién aproximada de dos ho-
ras, que es el tiempo en el que las cnzimas reparadoras inducidas actdan,

quedando la bacteria protegida contra dafios en su ADN durante ese interva-
lo de tiempo, obteniéndose asf baja letalidad e induccién de mutaciones en
tratamientos subsecuentes, si las enzimas aGn no han sido reprimidas.

Por otro lado, el caso de los hongos parece tener variantes en los me-
canismos de escisién y postreplicacién, aparentemente haciéndolos mucho més
complejos, y de los cuales se sabe menos que de los mecanismos de repara-
cién bacteriana; la fotorreparaci6n es igualimente efectiva y también se con
sidera como mecanismo ""sin errores' durante la reparacién del ADN, actuando
de manera similar al sistema bacteriano.

Por otro lado, en los mecanismos de reparaci6én oscura (escisi6én y post
repliacién), no parece haber gran similitud con la reparacién oscura bacte .
riana, distinguiéndose preferentemente dos tipos generales de sistemas: el
sistema de reparaci6n ''sin errores'" (que podrfa ser tal vez el de escisién,
solamente) y el sistema de reparacién "inductor de crrores’ (que asimismo
podrfa coincidir tal vez con el de postreplicacién). En la actualidad se
prefiere esta nomenclatura de mecanismo "sin errores'" y mecanismo ''induc-
tor de crrores, en los sistemas de repafaci6n de hongos, principalmente

Neurospora y Saccharomyces, pues parece haber un mayor n@mero de vfas de

reparacion, o tal vez hay vfas mds complejas que las hasta ahora encontra-
das en las bacterias. Asf, la reparaci6n oscura por escisién en los hongos,

plantas y animales superiores, generalmente no es sensible a la inhibicién



por la caféfna, contrario a lo que sucede en las bacterias, en donde se ve
inhibida 1a ‘acci6n de la nucleasa durante la cscisién del dimero de pirimi-
dina (Roulland-Dussoix, 1967), y mas bien este alcaloide es capaz de inhi-
bir la reparacién postreplicacién en los eucariontes (Timson, 1977). Esta
actividad de la cafefna en las células todavia no estd bien entendida, pues
adcem&s de inhibir la reparaci6n del ADN, tiene ofros ofectos téxicos meta-
b61licos complejos, como la inhibicién de la replicacidn celular, de la sin-
tesis de las protefnas y de la fosfodiesterasa (esta Gltima provocando un
aumento en los niveles de adenosin wonofosfato cfclico (AMPc)), entre los
efectos m4s conocidos. Y asf la cafefna ha sido utilizada para obtener con
buenos resultados sinergismo con la luz UV en la produccién de mutaciones
en bacterias y hongos (Timson, 1977).

Porvotro lado es bien conocida la relacién que pueden llegar a tener
los procesos de reparacién dc; ADN y los de recombinacién génica, pues en
ambos est& implicado el metzbolismo del ADN y varios de los mutantes en re-
paracién o en recombinacién obtenidos, presentan efectos pleiotrépicos en-
ambos procesos, interpretdndose como puntos en comdn convergentes én el pro
ceso general de metabolismo del ADN (Baker et al., 1976). Aunque un ansli-
sis mds detallado de los mutantes establece diferencias claras entre los
procesos de reparacién, recombinacién y sus puntos en comin,

AsT, en la recombinaci6n génica en los hongos, se pueden distinguir
varios tipos: recombinacién meiética heterogénica, recombinacién mit6tica
heterogénica, y recombinacién intragénica (recombinacién alélica, conver-

si6n aénica o recombinaci6n alélica no reciproca), tanto mit6tica como



mei6tica {Kushev, 1974; Catcheside, 1977; Rédding, 1978; Fincham et al.,
1979). En los dos primeros casos, la recombinaci6n es generalizada a lo
largo de los cromosomas y es recfproca generalmente; en cambio en la re-
combinacién intragénica (los dos tipos de recombinaci6n restantes) es re-
gién-especifica y presenta polaridad de conversién (polarén), dependiente
del tipo de alelos que interviencn en la cruza; por consiguiente, esta cla
se de recombinacién es alelo-especifica.

En ambos grupos de mecanismos de recombinacién parece haber estrecha
homologfa estructural cromosémica, a diferencia de la recombinacién del
ADN de fagos y otras secuencias de ADN insertables en el ADN bacteriano,
de marera héter6loga ya sea sitio~especrffca o sitio-inespecifica (Radding,
1978).

Es %nteresante hacer notar que la recombinacién inducida por agentes
externos como la luz UV, los rayos X, la hidroxiurea, entre otros, es dis-
tinta de los procesos naturales de recombinaci6n, pues en estos casos es
consecuencia del dafio al ADN, provocando rupturas en la doble hélice, en
donde se sospecha que dichas rupturas scan utilizadas para iniciar la re-
combinacidn en lugar de la reparacién, debido al estado metab6lico del ADN
y de la cé&lula en general; asl, el mecanismo de recombinacién mit6tica es
fuertemente aumentado por la luz UV, mientras que el de recombinacién meié
tica no se ve alterado de ninguna manera por la accién recombinégena de la
luz UV,

Entre las recombinaciones mei6tica y mit6tica se han mostrado diferqg

cias finas importantes; por ejemplo, que la mei6tica es generalmente asi-




métrica dureznte lakformacién del heteroddplice de ADN, y de alta frecuen-
cia; mientras que la mit6ética es generalmente simétrica y de baja frecueﬁ-
cia; o sea, mecanismos distintos con un mismo resultado gencral: la recom-
binaci6n de las hebras del ADN,

En el caso de la conversién génica, el tipo mds estudiado es el de la
mei6tica, y se ha 1legado a definir elocuentemente a esta recembinacién, co
mo el sitio de iniciacién de la recombinaci6n genética, o el sitio de'ini-
ciacion de la accién de las recombinasas, o regién de formacién del hetero-
dGplice para el proceso de rccombinacion en general, siendo los organismos

m&s estudiados Ascobolus y Saccharomyces, que en forma natural alcanzan un

alto fndice, hasta un 10 % de conversién génica en las ascosporas durante
la meiosis. ’

Como consecuencia, los mecanismos de recombinascibn, ahora mejor enten
didos, permiten afinar y comprender mejor la recombinacién como un buen mé
todo de localizacién y wapeo de los genes en su sitio dentro del genoma.

Aupada a la recombinaci6n, la complementacién g&nica ha sido una he-
rramienta magnffica para el estudio y caracterizacién de los genes (Fin-
cham, 1966). La complementacién génica ticne dos aspectos importantes:

a) Ayuda a la caracterizacién de genes mediante pruebas de alelismo
en diploides, dicariones o heterocariones.

b) En el caso de la complementacién alé&lica (intragénica) ayuda a in-
terpretar la regulacién génica de los polip&ptidos o protefnas, producto
de fa informacién del gene en estudio, y en algunos casos hasta para in-

terpretar la configuraci6n cuaternaria si se hace uso de heteroalelos su-
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ficientes, .inclusive en sistemas poliploides (Gillie, 1966; 1968; Fincham,
1966; 1nge-Vechtomov y Pavlenko, 1969; Catcheside, 1977).

En el caso de este trabajo, la recombinacién mei6tica y la complemen-
taci6n en el estado dicariStico, fueron fundamentales en la caractefiza-
cién genética de las mutaciones de los genes que intervienen en la biosfin~
tesis del trinptofzno, obternidas con ta luz UV y cafelna como parte inicial
de un proyecto de regulacidn genética de metabolitos secundarios (antibié-
ticos) originados muy posiblemente en la via de sfntesis del triptofano
(Muioz y Dubovoy, 1979), al igual que otros metabolitos ftngicos secunda-
rios {psilocibina, 4cido lisérgico, etc.) reconocidos en otros hongos su-

periores (Smith.y Berry, 1974).

Antecedentes de este ecstudio.

La biosfntesis del triptofano estd bien reconocida genética y bioquf-
micamente en E. coli y otras bacterias (Crawford, 1975; Platt, 1978; Craw-
ford y Stauffer, 1980) y su informacién estd codificada en un sistema de
operdn constituido por un nimero de siete genes en Bacillus y de cinco en

E. coli.

En los hongos, se conoce que la biosfntesis del triptofano estd dada

por genes separados (cinco en levaduras y cuatro en Neurospora, Aspergillus
y Basidiomycetes) aunque en algunos casos de la vfa arcmstica general se
encuentran grupos de genes cercanos semejando operones, por el tipo de re
gulacién génica polar pero sin ARN mensajeros policistrénicos (Strauss,
1979; Alton et al., 1982) para la sfntesis de enzimas formadas por ensam-

ble de varios oligopéptidos codificados por genes estructurales.

1"



Concretamente, en los Basidiomycetes, los Gnicos estudiados genética-
mente para tratar de conocer la regulacién genética de la bioslintesis del ;

triptofano, han sido Coprinus radiatus (Henke et al., 1973) y Coprinus la-

gopus (Tilby, 1976), en donde se observé que los mutantes obtenidos perte- '
necfan a cuatro loci que se adaptan al modelo general de 1a vfa de sintesis

del triptofano (Crawford, 1975):
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e co0H =z CooH COOH ‘
__;___ H %
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Abreviaturas

AS; Antranilato sintetasa

CDRF; 1-{o-carboxifenilamino)-i-desoxirribulosa fosfato
FRA; N-fosforribosilantranilato

FRAl; Fosforribosilantranilato isomerasa

FRPF; 5-fosforribosil pirofosfato

FRT; Antranilato fosforribosiltransferasa
InGF; Indolglicerol fosfato

InGFS; Indolglicerol fosfato sintetasa
Gl1i-2-F; D—gliceraldehfdo‘3 fosfato

PF; pircfosfato

TS; Triptofano sintetasa

TSA; Triptofano sintetasa A

TSB; Triptofano sintetasa B

13



Glezario

Auxbtrofo: microorganismo mutante que solo puede crecer en medio minimo si
éste ha sido suplementado con factores de crecimiento que no son
requeridos por las cepas silvestres.

coq (reconocimiento): gene de reconocimiento del producto de rec, que alte
ra la recambinacién.

Dicarion: micelio que consiste de c&lulas que contienen cada una dos nicleos,
generalmente, de distinto factor de compatibilidad,

Dimero: estructura formada por dos subunidades.

dom {domo): mutacién que confiere la morfologia de crecimiento.compacto de
la colonia del hongo.

Genoma: todo el material genético haploide que lleva una célula,

his (histidina deficiente): mutacién de auxotrofia para la ﬁiosfntesis de la
histidina.

Homocarion: cé&lula o micelio que contiene solamente un tipo de ndcleo (geng
ticamente).

Loci: plural de locus.

nit (nitrato reductasa deficiente): mutaci6n que afecta la funcidén de la qﬁ
zima nitrato reductasa.

Protétrofo: cepa de un microorganismo que no tiene requerimientos nutricio=
nales adicionales a los de la cepa silvestre de la cual se origi
né.

Recombinzcién Heterogénica: se refiere a la recombinaci6n llevada a cabo en

tre dos genes distintos.

14
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i igé}ésénsibic a la radiacién):mutacién que confiere sensibilidad a la ra
diacion.

rec (recombinacién): gene que regula la recombinacion.

ss {secuencia sinépti;a): genes que afectan la recombinacioén por una posible
alteracién estructural durante la sinapsis de 1os cromoscmas.

Subloci: plural de sublocus.

Sublocus: subunidad de un gene aparentcmente grande.

tripg (triptofano deficiente): mutaci6n de auxotroffa para la biosintesis del
triptofano.

uvs (sensible a la luz UV): mutacién que confiere sensibilidad a la luz UV.



Capftulo !l: Materiales y llétodos

Las cepas de Schizophyllum commune ussdas en este estudio pro- {

ceden originalmente del banco de cepas del laboratorio del Dr. John E
Raper en la Universidad de Harvard y fueron donadas por la Dra. Car-
lene Raper para trabajos a desarrollar en el grupo de investigaci6n
de la Dra. Celia Dubovoy en la Universidad MNacional Auténoma de
México.

Cepas utilizadas:

Homocariones:

a) 9-4 Aca<3[/z 5 B2 R 2 dom=2
/

b) 1-86 A-><2I/§5 23 8X h/<%1 +

la .cepa 9-44 fue usada para el desarrollo de experimentos de obtencidn
de los mutantes trip” dado su crecimiento compacto (propercionado
por la mutacién dom-2, que mapea cercana al factor 8 (Chang y Wai,
1971)), que permiti6 obtener y anmalizar un mayor ntmero de posibles
mutantes por placa de agar. lLa cepa 1-86 fue utilizada para llevar
a cabo el andlisis de recombinacién y obtencién de recombinantes

trip” con factores de compatibilidad A y B apropiados,

Medios de cultivo:

Los medios de cultivo en donde se sembr6 Schizophyllum commune

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 Mgs0y,, amortiguador de fosfatos 0.01M (0.46 g KH,PO, y
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1 g de KZHPOh , para proporcionar un pH de 7.0) y 20 g de agar en

en 1,000 ml de H,0 destilada. En el caso del Medio Completo If-

quido, no se adicion6 el agar. El Medio Minimo (M), estuvo Forma-

do por: 20 g de glucosa; 2 g de asparagina, 0.5 g de MgSOy, 120 ug

de tiamina, y con la misma concentracion de amortiguador de fosfa-

tos y de agar por litro de Hy0 destilada, que el wedio anterior,

Cuvando fue necesario, se agregaron a estos medios las siguien-

tes sustancias:
Cafelna
Triptofano (trip)
Fenilalanina (fala)
Tirosina (tiro)
Acido Para-amino

benzoico (pab)

droga
sup lemento
sup lemento

suplemento

suplemento

0.5 g/litro (0.5 mg/ml)%*
0.25 g/litro
0.16 g/litro

0.18 g/litro

1.37 mg/litro

% Esta concentracién de cafelna se establecié como éptima, de-

bido a que concentraciones de 1mg/m] y superiores a éstas causaron

letalidad del 100% en la cepa

Con el fin de obtener un

9-4 dom-2.

cambio en el pH de 7.0 a 5.0 y de

7.0 a 8.0 sin introducir nuevos compuestos qufmicos en el medio de

cultivo, se alteraron las concentraciones de los fosfatos para pro-

vocar una disminucién hasta pH 5.0 + 0.1 6 un aumento hasta 8.0 + 0.1,

los medios quedaron con las siguientes concentraciones de fosfatos

por litro:
pH 5.0 + 0.1 pH 8.0 + 0.1
Medio Completo 14 g KH, PO, 4,35 g KyHPOY
Medio Minimo 17.6 g KH,POy, + 0.3 g KyHPO, 5.15 g KyHPO,



El1 pH fue ajustado antes de la esterilizaci6n en autoclave,

Hutagénesis:

La cepa 9-4 fue sembrada en matraces de 100 m! de MC lIfquido,
manteniéndose en agitacién constante por perfodos de 4-6 dfas a tem-
peratura constante de 30 C; de ah! fueron separados los micelios
del medio 1fquido y lavados en agua destilada estéril, llevdndose
a maceracion en licuadora (con motor comercial) durante 3.5 min en
alta velocidad para obtener fragmentos hifales en una suspensién
con agua destilada.

Se scleccionaron fragmentos hifales, que preferentemente fueran
unicelulares (=sto se logré dejando reposar la suspensién de frag-
mentos, aproximadamente durante una hora y tomando la fraccién su-
perior que los contenfa), y se diluyeron hasta obtener una concen-
tracién de aproximadamente 5 U Klett de turbidez medida en un colo-
rfmetro Klett Summerson con filtro azul de hod a 465 nm de rango
espectral.

De la suspensién final de fragmentos, se tomaron alfcuotas
de 5 ml y se llevaron en caja de Petri de vidrio a irradiacién con
luz ultravioleta(luz UV, utilizando una ldmpara de luz UV germici-
da con emisién de 2537 R, a 30 cm de distancia, lo que daba una in-
tensidad de 19 ergios/mmz/seg, calculada con un dosfimetro Latarget.
El material irradiado se mezcli6 con MM o MM + 0.5 mg/ml cafelna
(MM + caf), segGn el caso, tibio con el fin de obtener una accién

selectiva de las colonias que crecerfan como sobrevivientes silves-



tres, eliminando la posibilidadrde crecimiento de todos los fragmen-
tos auxétrofos, cmpleando un promedio de L0 cajas de Petri por cada
500 ml! de MM o MM + caf; dichas cajas se incubaron a 30 C por 3 dfas
‘para el MH y 6 dlas para el MM + caf (pues la cafefna retarda fa re-
plicacién celular (Timson, 1977) ), y luego se procedié a cuantifi-
car y marcar a cada una de las colonias visibles (prot6trofos),
Posteriormente se afiadibé sobre las mismas cajas de Petri una segun-
da capa de MM + trip tibio (40 C), y se llevazron a incubaci6n de
nuevo por un perfodo de 3 dlas para hacer cvidentes las nuevas co-
lonias posibles mutantes auxétrofas para el triptofano. Estos

posibles mutantes trip fueron seleccionados y analizados en MC, MW

y MM + trip para confirmar su auxotroffa, sembré&ndose 50 micelios
por 'caja de Petri. Este método de enriquecimiento en la seleccibn
de mutantes trip_ permiti6é ahorrar tiempo y medios de cultivo en
forma considerable (ver tabla 1).

LLa dosis de Tuz UV para 1a obtencién de estos mutantes se es-
tablecié en 2 000 ergios/mmz, después de analizar las colonias so-
brevivientes de varios tratamientos de dosis de 1,000; 2,000; 3,000;
4,000; 5,000 ergios/mm2 y control, y encontrar que en 2,000 ergios/
mm? (que corresponde al 22-30% de scbrevivencia en MM), se encontré
el primer mutante trip .

Por otro lado se 1levé a cabo el mismo procedimiento mutagénico,
pero en lugar de suplementar la segunda capa de MM Gnicamente con
triptofano, se agregaron los suplementos de triptofano + fenilala-

nina + tirosina + &cido para-amino benzoico, con el fin de conocer
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si por este método era mds sencillo obtcner los nutantes £Ii£:»

pues téles metabolitos proceden de un mismo brecursor (4cido co-
»

rismico).

Es importante hacer notar que la mutagénesis y el mancjo del
material fangico irradiado, incluyendo la incubacién, se llevaron
a cabo bajo condiciones de ausencia de luz blanca para evitar el
proceso folorreparador.

Recombinacién:

Los mutantes trip_ obtenidos por el método anterior fueron cru-
zados con la cepa 1-86 (que tiene f&cil induccién de formacién de
basidiocarpos) y la progenie obtenida fue‘analizada para mapear la
distancia entre el marcador dom-2 (que estd 1igado al factor de com-
patibilidad B (Chang y Wai, 1971; Raper y Hoffman, 1974) ) y las
distintas mutaciones trip~. Por otro lado, esta misma progenie fue
utilizada para recuperar recombinantes trip”~ con los factores de
compatibilidad contrarios para poder mapear las distancias entre
las distintas mutaciones trip~ encontradas y finalmente también
emplear a estos recombinantes para establecer las pruebas de com-

plementacion.

Distancia tripT---dom-2.

La progenie de la cruza 1-86 + + X 9-L4 dom-2 trip  se ana-

1iz6 haciendo cultives monosp6ricos de las basidiosporas (segfn una
modificacién del método de Raper, 1963), por andlisis de esporas

al azar (Burnett, 1975; Fincham et al., 1979) . Este método consisti6
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en dejar esporular el basidiocarpo sobre una placa de agar de M4 +
trip, eéparcir la esporada e incubar por 12 horas a 30 C para pei;/:’
mitir la germinacién. La cosecha de las esporas se 1levé a cabo '
con un microcortador, bajo el microscopio estereoscépico, y cada
una de las esporas fue tomada y sembrada por separado (9 por placa).
Por Gltimo cada uno de los micelios resultantes fue analizado para
sus marcadores genéticos de auxotroffa (trip”) y morfol6gico (dom-2)
en MC, M4 y MM + trip y calculada la distancia por medio de la fre-
cuencia de recombinacién, b&sicamente mediante la férmula
E. R.
Distancia = w———-- ?-- X 100 (distancia = d = y)

donde E.R., = esporas recombinantes (dom-2 + ; + trip’)

E.T. = esporas totales (dom=2 + ; + trip”; dom-2 trip ; + +)-

Dada la baja viabilidad de las esporas trip”, se proccdi6 a
calcular la distancia utilizando los recfprocos silvestres ingi
tanto recombinante; (dom=-2 +) como tipo progenitor { + + ) y mul-
tiplicando ambos valores por un factor de 2 para deducir los valo-
res dé la progenie trip , pues se conoce la reciprocidad de la re-

combinacién meibtica heterogénica (Fincham et al., 1979), quedando

asl:

(Esporas Recombinantes dom-2 +) (2)

Distancia = X 100

(Esporas +_+ ) (2)

(Distancia = d = u).

il
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Distancia trip --- trip.

Los recombinantes 1-86 trip_ fueron cruzados con 9-4 dom-2 trip~

y la esporada obtenida fue sometida a dos tipos de selecci6n de
\

esporas recombinantes:

1) Las basidiosporas se sembraron mediante el método anterior
de cosccha de esporas para obtener micelios morospéricos; pero como
la baja viabilidad de las esporas auxétrofas trip” no permitfa obser-
var la cantidad de fenotipos recombinantes, ni de fenotipos proge-

“ nitores, se tomé la recombinaci6n por medio de la cuantificaci6n de

recombinantes protétrofos; quedando el c&lculo de la distancia
trip” === trip_ asf:
£ (2 oy q00ad=u
T. E. C. .
donde : E + + = esporas recombinantes protétrofas
T. E. C. = total de esporas cosechadas
2) £1 segundo mé&todo consistié en hacer una suspensién en agua
destilada de las basidiosporas (de concentracién conocida por c&l-
culo en cémara de Neubauer) y por recuperacién de prot6étrofos obte-

ner el porcentaje de recombinacién, quedando la f6rmula asf:

Esporas + + (2)° X100 =d = u

Total de esporas
sembradas

En todas las modalidades de esta férmula, se traté de estable-~
cer la relaci6n m&s estrecha entre la férmula general y la f6rmula

modificada, debido a impdsibilidad técnica de la seleccién de la
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progenie trip .

Los mutantes originales (9-4 dom-2 trip~) fueron cruzados con
los recombinantes obtenidos en la progenie del anilisis recombina&orio
(1-86 trip”) y se procedi6 a establecer la fase dicari6tica en MM
+ trip y posteriorimente, una vez formado el dicarion estable, se some-
ti6 a la prucba de complementacién en MM, sembrando un inbculo muy ée—
quedo en placas de-HM y en placas de MM + trip como control. La lectu-
ra de la complementacidn en M fue hecha con base en el crecimiento
de la colonia en MM + trip, pues se observé que en algunas ocasiones
el Medio Completo influfa regativamente en el crecimiento de los mutan-
tes trip”. -

La nomenclatura usada para reconocer la capacidad de complementa-
cién fue la siguiente: .

+ = complementacion (crecimiento del dicarion en
MM sim%lar al encontrado cuando se sembr6 en
MM + trip).

+ = complementacién parcial (crecimicnto mas o
menos parecido al encontrado en el dicarion
sembrado en MM + trip).

— = no complementacién (nulo crecimiento de[
dicarion en MM, comparado con el crecimien~
to del dicarion en MM + trip)

El criterio de formaci6n del dicarion estuvo basado en la morfolo-

gfa macroscépica del micelio y en la formacion de las fibulas (Raper, 1966;
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Raper 9 Hoffmaﬁ, 197l4); y éste se aplicd durante la selecccidn de recombi-
nantes trip” con factores A y B provenientes de la cepa 1-86 que formaron
un verdadefo estado dicaridtico con la cepa 9-4 original. Por otro lado,
también los dicariones utilizados en las pruebas de complementacién génice,
fueron confirmzdos mediante estos dos criterios morfolégicos importantes,

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

Germinacion de las Basidiosporas en Diferentes Condiciones Fisiol6-

gicas.

Puesto que las basidiosporas trip” presentaron un alto porcentaje de
letalidad, se procedid a estudiar si la germinaci6n de ellas estaba influlda
por accién de la luz, de la temperatura, del pH y de la composicién del
medio de cultivo, asl que las basidiosporas provenientes de las cinco ¢ru-
zas trip” X _ trip~- Se usaron para hacer una suspensién de concentracién
conocida en agua destilada (calculada en una c&mara de Necubauer) y alfcuotas
de esta suspensién fueron sembradas en placas de MM, MM + trip, MC + trip,

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

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

Célculos estadlsticos.
Las significancias de los valores de las pruebas de zi y "t emplea-
das en este trabajo, fueron comparadas con las tablas de Arkin y Colton

(1967).

2
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Capitulo 1iti: Resul tados

Huéagénesis:

La respuesta de la cepa 9-It a la accion letal de la luz UV es mos-
trada en la figura 3, en donde se observa la forma tipica de Ia; curvas
de dos impactos producidas por la luz UV, que podria representar tal
vez a los dos mecanismos reparadores principales en la sobrevivencia
y reparacién: la reparacién ''libre de errores' y la '"inductora de ervo-
res'; o simplcmente més de un blanco de accién de 1a UV en la compleji-
dad estructural del genoma. Asimismo se observa que las curvas de sobre-
vivencia en MC y MM son similares en su respuesta a la luz UV,

La desis de 2,000 crgios/nmz, que fue seleccionada por el criterio
antes descrito (Materiales y Métodos), corresponde al rango de 22 - 30%
de sobrevivencia en la curva de MM, que fue en el medio de cultivo en
el que se obtuvieron los primeros mutantes trip .

En Ta tabla 1 se presenta la frecuencia de obtencién de los mutan=
tes en esta dosis de luz UV, con postratamiento de cafefna y sin &l.
Comparando los dos métodos de enriquecimiento (MM + trip y MM + trip
+ fala + tiro + pab ) sin cafcina, hay diferencias notorias en la
frecuencia de obtencién de mutantes a partir de los fragmentos totales
sobrevivientes, pues los mutantes escurridizos y aux6trofos estrictos,
tienen menor frecuencia de obtenci6n en el tratamiento polisuplementa-
do (1.8 veces menor). Asimismo es interesante notar que el mejor méto-
do aparente de obtencién de mutantes trip” a partir de la cepa 9-4

fue utilizando el método de radiacién con luz UV sin postartamiento
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% de Sobrevivencia
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Figura 3.

Sobrevivencia de la cepa 9-4 dom-2 bajo la accién de la luz ultravioleta

(Uv), en Medio Completo (HC) y en Medio Minimo (HM).

(cada punto es el valor bromedio ; 1 E. S.)
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Tabla. 1. Frecuencia promedio de obtenclén de mutantes trig- con luz UV (2000 ergios/mmz). Los fragmentos hifales.

unicelulares, fueron irradiados con luz UV y sembrados en MM a 30.C en oscuridad; posteriormente se agre
g6 la segunda capa de agar enriquecido volviéndose a incubar a 30 C, para permitir el crecimiento de.los:
posibles mutantes trip . L

Agregando la 22 capa de agar de MM + trip

Con 0.5mg/ml. de cafeina

! como postratamiento Sin cafelna

U Frecuencia de mutantes encontrados entre los: Frecuencia de mutantes encontrados entre los:
Fragnentos lotales Fragmentos enriquecidos Fragmentos totales Fragmentos enriquecidos
sobrevivientes sobrevivientes .
Escurridizaos Auxotrofos Escurpidizos auxdtrofos Escurridizos  Auxdtrofos Escurridizos Auxétrofos
estrictos : estrictos estrictos estrictos

1 1 1 1 i i i 1
5,716.34 18,887.83 1,445,72 5,516 7,247.62  7,746.75 988 3,369.25

Escurridizos

Agregando la 28 capa de agar de MM + trip +
. @ ala + tiro + pab

ot rof tdi Auxotrof idizas btrof idi Auxbtrofos
Auxotieles Escurridizos {URRECOT0S Escurridizos Auxotrolos Escurridizos ‘elsnér?c(t)os
1 1 1 1 ] 0 1 ' ]
8,042 16,084 3,418 3,418 12,847 .5 25,695 g40.5 1,681
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con cafelna, mediante el enriquecimiento de la seleccitn de mutantes b

B con MM + trip , observiandose un ligero “efecto antimutagénico' de la
- cafefna, que puede deberse a la inducci6n de letalidad por su toxici-
: ol
dad. Los mutantes obtenidos con y sin postratamiento de cafeina, se ‘ I
o presentan en la tabla 2, en donde se encucntra la nomenclatura y ca- ’,
racteristicas de cada uno de los mutantes obtenidos cn este trabajo.
B La alta tasa de reversién e inestabilidad de las cepas obtenidas sin
- cafeina hace sospechiar que se trata de wmutantes con lesiones puntuales.
Comparando la estabilidad (tabla 2) de las cepas mutantes con su frecuen-
o cia de obtencitn, se puede concluir que el mejor procedimiento real
de obtencién de mutantes trip” fue el de postratamiento con cafelna y
j enriquecicndo con una segunda capa de agar selectivo con triptofano
o so]ame;te‘ De estos mutantes se seleccionaron los mas estables para
'm; continuar con el estudio de la recombinacién y coaplementacién, y se |
;""' desecharon los que tenfan fuerte tendencia a la reversién (ver tabla ;
53} 2)-
T N , :
i'i Puesto que hay sospechas que la sobrevivencia y la mutagénesis ,
. pueden ser eventos distintos tMc Millan y Fox, 1979), se analizé la ‘ ) ‘
i i
r:l influencia en la sobrevivencia durante la mutagénesis con luz UV
B . 2,000 crgios/mrnz, cuando la cafefna era usada como postratamiento,

ast que las tablas 3 a y b presentan los valores de sobrevivencia

y valores de ''t'"" con postratamiento de 0.5 mg/ml cafelfna en MM y

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

— - tos, se nota una mayor letalidad de aproximadamente 50%, cuando se
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k_ Tabla 2. Mutantes trip~ obtenidos a partir de la cepa 9-% dom=2 cca Tuz UV (2000 wfgiOS/M%

solamente y con Tuz UV (2000 ergios/mm2)+ postratamiento con 0.5 mg/nl de cafeinal

Cepa

25
22
31
52b

5%a’

57
60
62b
78b
8ic
91
107
111a

1543

Postratamiento
Mutante s/c = sin cafeina

c/c

con cafeina

s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
s/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c
c/c

Variacion Fenotipica

aux. estricto = auxdtrofo estricto

escurridizo ~--&

" ——pa

" ———ge

1] ———p

" ey

1] -

aux. estricto ---»
escurridizo ---%

H ———

" ———

aux. estricto ---#
escurridizo ---+
aux ., estricto ~--+
" 0" (Y
escurridizo ~--%+

t ——

1" ——

1" R

" ...._.*.

aux. estricto ===+
escurridizo ---#

t -——dp

" ———

" _——1-

" P

iy

1" ——

3] RS

" - -

aux. estricto ---+
escurridizo ---+

" -

H -

1 -

" ———

" ———

i ———

aux. estricto ---%

escurridizo ---»
i -———
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silvestre
escurridizo

silvestre
H

aux. estricto
silvestre

1l
escurridizo?
silvestre

it
aux. estricto
silvestre

H
escurridizo
letal
silvestre
escurridizo
silvestre
escurridizo
silvestre

H

1"

escurridizo?

escurridizo
H

Estabilidad de'la

mutacion *

inestable

estable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable

- inestable

inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
estable
inestable
inestable
estable?
inestable
inestable
estable
inestable
inestable
estable
inestable
inestable
estable
inestable
estable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable
inestable?
astable
estable

i
¢
i
H
i




Continuacidn Tabla 2.

Cepa Postratamiento Variacién Fenotipica Estabilidad de la
HMutante mutacion
L 11b c/c aux., estricto ---p silvestre inestable
L2 12b cl/c escurridizo ~--% " inestable
43 15b c/c H - n inestable
Lk 23b c/c aux. estricto ---%aux, estricto estable
45 30a c/c " " St " estable
L6 30b c/c " " ——— " estable
L7 50 c/c escurridizo ~--s~silvestre inestable
43 52b c/c aux. estricto ~=--%-aux., estricto astable
g 53 c/e n " e M " estable
50 61 c/c escurridizo -~~+silvestre inestable
51 6L cle " ——— " inestable
52 72 c/c aux, estricto ---%aux., estricto estable
53 76a c/c escurridizo ---+ escurridizo estable
sh 76b c/c " ---%silvestre inestable
55 77a c/c aux. estricto --- " inestable
56 78 c/c " " ——— " inestable
57 82¢c c/c escurridizo ~--% " inestable
58 8hb c/c aux. estricto ---¥aux. cstricto estable
59 85 c/e " " m——n W " estable
60 88a c/c " u -==+escurridizo? inestable?
61 91 c/c " " ---*-gjlvestre inestable
62 93 c/c " " ~==3aux, estricti estable
63 97a c/c escurridizo ~--4-silvestre inestable
64 98 c/c aux. estricto ---*-aux, estricto estable
65 100 c/c " " ---+gilvestre inestable
66 107 c/c " " e " inestable
67 179 c/c escurridizo?---+silvestre inestable

% La inestabilidad o estabilidad de las mutaciones se refiere a cualquier cambio o
ausencia de é&l, respectivamepte, en el fenotipo, que hayan mostrado los micelios
mutantes a partir de su aislamiento y durante su mantenimiento. Aqui se conside
ro a una cepa estable si no sufrié ninglin cambio en su conducta auxotréfica para
triptofano. Por otro lado, la inestabilidad se expres6 en las diferentes cepas
en perfodos distintos dentro del desarrollo de cste trabajo, y asi,en algunos ca

sos ,hubo oportunidad de empledrseles en algunas pruebas genéticas.

~>
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Tabla 3 a) Nimero promedio de sobrevivientes por placa de medio de cultivo* con tratamientos
de UV (2 000 ergios]mmz) con y sin postratamientos de cafefna (0.5 mg/ml)y triptofanoc.

MM MM+trip MM+Caf MM+t rip+Caf
¥ L1.76 iy 74 20.12 7.18
*Es 9.37 10,44 5,40 7.30
MC MC+trip " MC+Caf MC+trip+Caf,
X 42 1 .31 21.71 22.94
+
_ ES 10.1 6.89 5,60 7.62

* Promedio de 15 a 17 repeticiones
Después de lrradlados los fragmentos hifales con luz UV, se sembraron inmediatamente en los dlferentes':

medios, en condiciones de oscuridad, y la sobrevivencla fue cuantlflcada después de tres o seis dlas, Vi
cuando no se encontraba o estaba presente la cafefna, respectivamente. S
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MM
MM+trip
MM+caf

EMttrip+caf

MC

' MC+trip
1%
' MC+caf
Vi
jp-ttriptcaf
P

R

Tabla 3b.

tos de la tabla 3a.

Valores de "t" encontrados entre los distintos tratamien

32

b d

MI+trip MM+tript+cat MC MC+trip MC+caf MCH+trip+caf
0.78 11.69 0.9 0.12 7.42 6.12
2991 30g1 28gl 29g1 30g1 29g1l

p>0.1 p<¢o0.01 p<0.01 p>0.1 p>0.5 p<q0.01 pc0.01
11.94 0.65 1.0 7.86 6.66
31ql 29g1 3091 31gl 3091
p£ 0.01 p¢0.01 p>0.5 p>0.1 p¢o0.01 p¢0.01
5.88 7.60 9.87 0.84 1.23
31gl 29gl 31gl 32gl 31g1
pP<0.01 pg0.01 p<0.0L p>0.1 p> 0.1
11.06 13.80 6.51 6.07
30gl 319l 32gl 31gl
pP¢0.01 pg0.01 pL0.01 p¢0.01
0.22 6.98 5.84
29gl 30q91 29ql
p>0.5 pg0.01 p< 0.01
9.0 7.16
31qgl 30gl
p<0.01 pg0.01
0.53
31igl
»p(OJS



encuentra presente la cafelna, v de mas del 80% cuando es utilizado
el MM en lugar del MC en el postratamiento con triptofano y cafefna.
Por consiguiente, se puede inferir que durante la obtencitn de mutantes
trip_ , la cafelna causé un 50% de lctalidad aumentada a los fragaentos
sobrevivientes a la dosis de Tuz UV de 2,000 argics/mnz. Stn enbargo,
durante la mutagénesis no se puede consideirar que la combinacion del
triptofano y la cafefna presentes en el Medio Minimo {como lo mostré
esta prucha) haya afectado considerablemente (mas del 80% de letalidad),
la viabilidad de los posibles mutantes, iELE: , pues csta combinacibn
se logr6 después de seis dias de Incubacién de los fragmnentos irradia-
dés, durante el método de enriquecimiento de obtencién de mutantes
(ver Hateriales y Métodos).

'Todas las mutaciones ELlE: obtenidas aqul, se presentaron como
recesivas cuando formaron ¢l estado dicariStico con la cepa silvestre

1-86.

Recombinacién y Mapeo de Genes trip .

La. tabla b muestra la sagregacién meiética y las distancias obte-
nidas entre las mutaciones trip_ de las distintas ccpas mutantes auxo-
tréficas para triptofano, con respecto a la mutacién dom-2, donde se
observa que la segregaci6n de marcadores ggig: y dom-2 , tuvo un alto

porcentaje de recombinacién, cercano a las 50 unidades, lo que muestra

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

del factor B.
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Tabla.4.Distancias de los diferentes genes trip— con relaci6n a dom-2
Cruzas trip— x 1-86

Promedio de,
sobrevivencia

Proporcién Tota! de segregantes de las esporas Distancia
T 9 Recombinantes Progenitores germinadas promedio
Cruza dom=~2: + cociente X p dom-2 + + trip dom=-2 trip + + Otros recolectadas dom-2 trip—
=26 X 9~k 151: 174 0.87 1.49 <0.30 151 0 0 174 0 90.28%
{control)
X 179 175:142 1.23 3.23 <0.05 111 6 64 136 16 81.98% 45.74%u
X 93 126:145 0.87 1.20 <0.30 118 11 8 134 6 61.32% 46.75u
X 72 106:137 0.77 3.70 <£0.10 78 : 14 28 123 38 61.46% 39.81u
¥ 53 118:185 0.64 14,38 <0.001 84 32 34 153 23 75.14% 35.44u
¥ 122 148:204 0.73 8.60 <0.01 90 63 58 83 27 89.17% 52.02u
X 85 196:204 0.26 0.12 >0.70 125 8o 1 124 9 75.00% 49.91u
Y 11la 2k4:120 *2.03  1.14 <0.30 2bk 0 0 120 10 83 .56% ?
¥o1ee 153:147 1.04 0.08 »0.70 153 o 0 147 7 85.28% ?
X 16ha 125:139 0.90 0.64 <0.50 97 13 28 126 7 60.62% 53.53u
- X 183 85:107 0.79 2.30 «0.20 85 0 0 107 . 2 53.89% . ?
> X 52b 120:114 1.05 0.11 >0.70 105 L 15 110 11 60.74% 50.30u
50X 23b 147:120 1.23  2.53 <0.20 78 L2 69 78 3 81.08% 50.C0u
26 X 18lc 201:177 -~ IR 1.40 <0.30 178 39 23 138 10 72.11% 56.34u
56X Shby 123:158 0.78 &k,11 <0.05 109 13 14 145 2 81.94% 40.20u
24 2 £8a 138:23 6.0 80.72 <0.001 129 8 S 15 7 60.84% 60.06u
£ X 98 203:1381 1.12 1,15 <£0.30 142 66 61 115 12 88.22% 54.78u
L X 232c 115:162 0.71 7.63 <0.01 .78 57 37 105 6 78.89% 42.62u
vox 82 59:93 0.63 7.16 <0.01 58 2 1 91 54 59.63% 39.12u
1S5 X 233c 83:59 1.41 3.73 «<0.10 83 2 57 5 61.67% 59.89u
=36 % 1 71:65 1.09 0,18 20.50 70 0 1 65 7 57.26% 59.10u
*-86 x 107 83:78 1.06 0.10 3»0.790 83 0 0 78 9 69.03% ?
-85 xR 26:29 0.90 0.07 >0.70 26 c o] 29 0 61.11% t“ ?
-86 X 30a 29:36 0.8t 0.55 <0.02 24 5 5 31 3 76.67% 43 .64y
1-86 X 78 32:36 0.89 0.13 20.90 24 12 8 24 1 76.67% 50.00u
1-86 X 230 59:82 0.72  3.43 <0.10 57 L 2 78 11 54.72% 41.,30u
1-835 X 233a 65 :68 0.96 0.03 >0.80 62 6 3 62 27 61.12% 50.74u
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Continuaci6n tabla &4
16:25 C.64
30:24 1.25
23:37 0.62
Lo li2 1.7
36:56 0.6k
51:53 0.96
50:59 0.85
57:79 0.72
3h:49 0.69
55:L48 1.15 .

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

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

DNWOoOOoOWOoONnO =

.56

46
.82

40

.92

01

.59
.2k
.36
.35

£0.30
50.30
€0.10
»0.50
¢0.05
>0.90
>0.30
<0.10
<£0.20
20.50
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20
22
48
13

2k

48.89%

77.78%
76.67%
68.52%
63.33%
8L Liky,
67.78%
85.00%
54.32%
78.40%

40.00u

41:51u
L7 .22u

47.06u
43 .52u
L1.98u
54,670

>
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En algunas cruzas (1-86 X 11ta; 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 ningln scgregante trip , por lo Gue no se astablecid
la distancia, pensando que la inestabilidad de la cepa EElB: arogenito-
ra de cada una de estas cruzas, podria haber perd}do su capacidad de
mutante o por lo menos quedar ciamascarada por la baja viabilidad de los
l.a viabiltidad de los sayreuantes, afectada, cstd relaciopada con
la sobrevivencia de las esporas trip”, como se observa también en la
tabla 4, Con algunas excepciones como' las cruzas 1-86 X 53, 1-86 X
111a, 1-86 X 88a, 1-86 X 233c, 1-86 X 11a, 1-86 X 10,
1-86' X 59, 1-86 X 60, la proporcién dom=2 : + se mantuvo cercano
al: 1, estableciendo que el marcador de referencia don-2 segregd
normalmente en la mayoria de las progenies analizadas.

" Puesto que el marcador de referencia fue dom~2, no implica en us-
tos resultados que las mutaciones LLLE: estén desligadas entre sf, por
lo que fue necesario probar las esporas segreyantes de las pocas cru-
zas trip” X trip~ que formaron cuerpos fructiferos y esporas; los
resultados de estas cruzas se prasentan en la tabla 5y en la figura §,
en donde se observa que, mediante el método de scleccidn de protétrofos
de las 126 esporas germinadas recolcctadas, mostraron también un alto
porcentaje de recombinacién; por lo cual se puede decir que las mutacio-

nes 23b y 181c, 85 y 23b, 93 y 23b, 85 y 181¢c, 85 y 232c, 93 y 85, 122y

36
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- Tabla.5.Mapeamiento de genes trip— para determinaclén de la distancia trip=——trip— por e! método de
recuperaciédn de protétrofos.

%de sobrevivencia
entM+trip de las

Proporcién 126 esporas reco-
Grupos de de lectadas germina- Distancia Proporcisn

Cruza complementacién protétrofos das tip—trip™ dom/+ Otros

23b(265) X 18le 2 X 7 247126 31.75 38.10u 13/58 0

85(105) X 23b 2 X 5 39/126 37.30 61.90u i 17729 1
- =0.59

93(25) X 23b 2 X 6 29/126 23.02 L46.03u 15/14 0
=1,07

85(105) X 181c 5°X 7 28/126 33.33 Ly, 00u 19/21 2
=0,90

85(105) X 232c 2 X 5 617126 52.38 97.50u? 26/40 0
=0.65

93(25) x 85 5 %X 6 40/126 61.90 £3.49u /41 3
. =0,83

122(68) X 232¢ 2 X 6 27/126 . "30.95 42 ,86u 18/17 A
=1,06

164a(80) X 232¢ 2 X 6 217126 30.95 33.33u 15/22 2
=0,68
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78 52b

181 ¢

232 ¢

8 a

.72

30 a

Flgura 5.
Distancias entre las diferentes mutaciones trip” basadas en los datos de la

tabla 5.

u: unidades de recombinacién

Las distintas cepas mutantes trip se encuentran en clirculo, mientras que las
lineas denotan las cruzas efectuadas y las unidades de recombinaci6n encontra

das,

Estas distancias fueron obtenidas 'seleccionando 126 csporas germinadas en MM + trip

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

t6trofos ( + + ).
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232c, 16ha y 232c, mapean desligadas entre si. Este resultado no es
determfnanfe, pues existen foctores genéticos que pueden alterar los
procesos recembinatorios entre los marcadores (Catcheside, 1977) y no
representar exactamente su posicién fisica en el genoma. Sin embargo
estos resultados parecenvacomodarse bien en su cardcter de genes indi
viduales en las pruebas de complenentacion (ver figura he y tabla 8),
y ser entidades genéticas separadas, como se observé en estos resulta
dos.

El andlisis de las otras cr;zas faltantes no pudo llevarse a cabo,
debido a la carencia de material apropiado, puesto que las cruzas no
fructificaron a pesar de estar bien cstablecido el dicarion.

El método de recuperaci6n de prototrofos usando la suspensién de
esp;ras (tabla 6 y figura 6) no dio los resultados esperados, que pre
sentaran similitud con el método anterior, pues, aparentemente en estas
pruebas, si hay eslabonamiento entre varios genes (denotado por el ba
jo Indice de recuperacién de protétrofos), y mas aln se evidencia que
las cruzas en donde interviene la mutacién §3 son poco confiables, pues
la cruza control 93 x 93 (25) sf presentd recombinantes protétrofos,
a diferencia de las otras cruzas control 85 (105) x 85, 181¢c (204) x
181c, 232¢ x 232c, 23b (265) x 23b .

Esta discrepancia metodol6gica puede deberse al bajo indice de ger
minacién de las esporas, pues en este método que no es el usual, las

esporas fueron tomadas en su totalidad directamente del carp6foro, sin
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Tabla.6. Recuperacién de protétrofos a partir de ias cruzas de trip—x trip— mediante el método de dilucién
de la suspension de basidiosporas para conocer el eslabonamiento entre los genes trip~

Cruzas de Esporas Distancia

grupos de sembradas Grupo de MM+trip = tripe Lt} MM
complementacién Mutantes equivalentes por placa complementacién X (Placa) % recombinacion X(Placa)

1 x 1 85(105) X 85 1,014 5 X 5 351 0 0
X2 93( 25) X 85 887 5 X 6 95 11.56u . 51,33

1 X 3 85(105) X 18ic 1,014 5 X 7 182 34,12 173.00

1 X 6 85(105) X 232¢ 949 5 X 2 115 0.28 . 1.33

1 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 181c 1,000 6 X 7 1,251 214,00 1,070,00
2 X 6 164a(80) x 232¢ 1,050 6 % 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¢(204) X 18lc 1,125 7 0% 7 20 0 "0

3 X 6 181c(204) X 232c 822 7Kk 2 27 6.33 26.00
3 X 7 23b(265) X 18ic 933 7 X 2 0 ¢ 0.00

6 X 6 232¢(223) X 232¢ 1,000 ° 2 X 3 170 o 1 0.00

6 X 7 232¢(223) X 23b 1,096 2 X 2 97 15.17 82.67
7 X 7 23b(265) X  23b 1,116 2 X 2 4 o 0.00

Lo




78 52 b

122 :
/{f”]Bl c
S o
164 a 21 u™? ////
3,12 u
15.17 u
230
>3 9.97 u
53 a 232 ¢
0.28 /
’\1o.h1u\ 15.17
23 b
u
72 ' 1M a
3 g b 88 a
Figura 6.
Distancias entre las diferentes mutaciones trip_ basadas en los datos de la
tabla 6.

u: unidades de recombinacién

Las distintas cepas mutantes trip se encuentran en circulo, mientras que
las lineas denotan las cruzas efectuadas y las unidades de recombinacién en
contradas.

Estas distancias fueron obtenidas mediante el método de recuperacién de pro-
tétrofo { + + ), directamente de una suspensién de esporas de concentracién

conocida sin esperar seleccionar a las esporas germinantes.
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selaccionar las csporas que pucden germinar, como se 1leva a cabo el
método esténdard (Raper, 1263).

Es'intcrcsantc mostrar que las esporas de tres de los cinco tipos
de cruzas llevadas a czbo presentaron valores de sobrevivencia de cero
o cercanos a cero ( 18tc (204) x 181c, 23b (265) x 181c, 23b (265) x
23b ), a pesar de haber suplementado el madio con triptofano; esto in
dica que la letalidad de las esporas puede originarse desde el moaento
de su formacidn y maduracion en el basidio, pensando que la doble carga
caridtica binucleada (Raper, 1966} }, 1a hace ser mas susceptible a la
letalidad, en comparacion con el micelio homocariético. Este efecto pue~
de representar la dificultad de captaci6n del triptofano exédgeno por
las esporas mutantes, que es menos notorio en el micelio honocariotico,
y puede deberse a la constitucién misma de la basidiospora, distinta
del estado homocariético miceliano. Fsta dificultad en la sobrevivencia
de las basidiosporas trip” concuerda con la encontrada en los mutantes

trip” de Coprinus (Tilby, 1976),

Dadas las alteraciones que causan las mutaciones trip” en la viabi-

lidad de las esporas, sc llevaron a cabo.las diferentes pruebas de induc-

ci6én de su germinacién, mediante las variables fisiolégicas de luz,
temperatura, pH y composicién del medio de cultivo, de las cruzas:
85(105) x 85, B85(105) x 18lc, 23b(265) X 181c, 232¢(223) X
23b, 23b(265) X 23b (tablas 7 a, b, c, d, e).

En ninguna combinacién de estas variables se logr6 aumentar signi-
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Tabla.7a Germinaclén de basidiosporas en diferentes condiciones fisiolégicas de temperatura, Tuz-obscurldad,

pH y medio de cultivo.
cruza 85(105) x 85=(1x1)

1,014 esporas por placa.

20 C 30 € 37-¢
Luz Osc Luz Osc Luz Osc
. T % % % S % %
MM 0 0 0 0 0 0 - :
MM+t | 0 0 0 0 0 0
2.0 MG P 0 0 0 0 0 0 )
MCrtrip 0 0 0 0 30(2.96) 16.5{1.63) -
T T
MM 0 0 0 : ; 0 0
oM 7.0 MM+trip 0 0 106(10.45) | 57(5.62) | 0 0
e MC 0 0 0 0 2 (0.20) 0
MC+trip 0 0 17.5(1.73) © b2.5(4.19)  55(5.42)
MM 0 0 0 0 0 0
MM+trip 0 0 0 0 0 0 Lo
»HB.0 MC 0 0 0 0 0 0
T MtHtrlp 0 0 0 0 0 0 3,

* Los valores de los controles en el recuadro.
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Tabla,7b, Germlnac!6n de hasidiosporas en diferentes condiclones fisiol6gicas de temperatura,

pH y medlo de cultlvo

ok 5.0

oK 7.0

* Los valores de los controles en el recuadro.

MM
MM+trip
MC
MC+trip

MM
Mu+trip
MC
MC+trip

MM
Mi+trip
MC
MC+trip

20 C

cruza 85(105)

1,041 esporas por placa

71°r S — )Y -

P

N

0

14 (14,20)
153(15.14)

0
81.50(8.,0k4)
89.50(8.83)
128(12.62)

0
0

81(7.99)

%

<O

121(11,93)
163.5(16.12)

8.5(0.84)
Wh.5(4.39)
117.5(11.59)
125(12.33)

0

0
78.5(7.74)

129.5(12.77) 103(10.16})

181c=(1x3)
30.C

U
J3 % X %
0 0
0 0
145.5(14,35) 147 (14.50)
180(17.75)  163(16.07)
0 3
95(9.37) 101(9.96)
156(15,38) ~ 134(13.2)
126(12.43)  121(11.93)
0 0
0 0
116(11 hh) 110.5(10.90)
146.5(14.45) 141(13.91)

iy

luz-obscurlidad,

Luz M Usc . -
X% X %

0 o

0

146 (14.40) 1h3 5(1k; 15)

137.5(13,56) 131.5(12, 97)

11 5(1.13)

151.5(14.94) 102(10 6)

0
0

i
¥

170.5(16.81) 137.5(13.56) |

0
0 .
112.5(11.09)
130.5(12,87)

0
0
7
0

A

707.59)




Tabla.7c.Germinacion de basidiosporas en diferentes condiciones fisiolégicas de temperatura, luz-oscurldad,
pH y medio de cultivo.

cruza 23b65) x  181e=(3x7)
933 esporas por placa

20 C 30 ¢ 37 ¢
Luz Osc Luz Osc Luz Osc
“ % % % ¥ % 3 % X % X %
MM o 0 0 0 0 0 '
MMttrlip - 3 2 0 0 0 0
pH 5.0 MC 0 0 0 0 0 0
MC+trip 0 0 0 0 0 0
MM 0 0 0 0 " 0. 0
BN 7,0 MM+trip 0 0 0 0 0 0
ST MC HARERS] 0 0 0 0 0
MCrtrip 0 0 0 0.56.05) 0 0
MM 0 0 0 0 ‘ 0 0
MM+trip 0 0 0 0 0 0 ‘
o808 0 0 0 0 0.5(0.5) 0 »
MC+trip 0 0 0 0 0 0

% Los valores de los controles en el recuadro.
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Tabla, 7d. Germinacl6n de basidlosporas
pH y medio de cultivo.

en diferentes condiclones fisiol6gicas de temperatura, luz-oscuridad,

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

20 ¢ 30 ¢C 37 ¢C
Luz Osc Luz Osc Luz - 0sc
YR X % X% % % : X % %
MK 0 0 o( ) o( ) 0 0
pH_ 5.0 MMtr1p 0 0 0.09 1(Q09 0 .0 ,
MC 30(2.75) 34(3.12) (3 ko) 34.50(3.17) - 30(2.75) 32.50(2.98)
MC+trlp 21{1.93) 25.50(2.34) %,50(3.17) 45.50(L4.17) 24(2.20) 27(8.90)
MM 0 o 4(037) 2.5(023) ® 0 0 .
MM+trip 30(2.75) 22(2.02) 37(3.39) 42(3.85) 22(2.02) 33.50(3.07)
7.0 MC 36.50(3.35) 40(3 67) 48 (4 o) L6(K.22) 38.50(3.53) 22.50(2.34)
MC+trip 46.50(k.27) 43(3.94) #1.50(3.81) L48(k.L0) 36.50(3.35) ~46{k.22)
MM 0 0 0 0 : 0 0
MM+t i 0 0 0 0
at 8,0 We P 36.50(3.35) 34.50(3.17) 20.50(3.72) HS.SO(A-S#) 28.50(2.61) 26(2.39)
- HC+trip 33.50(3.07) 19{1.74) 20(1.90) 35.50(3.26) 16.50(1.51) .9.50(.87)

% Los valores de los controles en el recuadro.
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Tabla. 7e. Germlnaclién de basidiosporas en diferentes condiciones fisiol6glcas de temperatura, luz-obcuridad,
pH y medio de cultivo.

cruza 23b{265) x 23b=7x7
1,116 esporas por placa

20 C 0 c 7L
LUz Osc ]:uz Qsc Luz Usc C
Yo% A% X% % X% X %4 .
MM 0 0 0 0 0 0
» MM+trip 0 0 0 0 0 0
n4 5.0 MC ) 0 0 o] o] 0 0
: MC+trip 0 0 0 0 0 0
MM 0 0 0. o o 0 0 S
o 7.0 MM+trip  2.50(Q22) 0 0.50004) |0 i 0 0.500.04) .
MC 0 0 ] 0 0 0 S
MC+trip 0 0 0 0 0 o -
MM 0 0 0 0 0 0
ot 8.0 MM+trip ¢ 0 0 0 0 0 5 4
i MC 0 0 0 0 0 0 o
MC+trip 0 0 0 0 0 0
i

¥ tos valores de los controles en el recuadro. : .
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ficativamente el porcentaje de germinacién de las esporas, con refe-
rencia a las condiciones esténdares de cultivo en el laboratorio

(ver los controles en el recuadro), pues a pesar de usar medio rico
(MC) y atn medio suplementado con triptofano, las esperas no fueron in-
ducidas a germinar, mostrando su fuerte tendencia a la letalidad al

igual que los controles.

Complementacion.

Los resultados de las pruebas de conplementacidn entre los genes
trip”, se encuentran representados en la matriz de la figura ba. En
ella se observa que de los veinte mutantes probados se puede obtener
un reagrupamiento {por su conducta en la complementacion) de ocho
distintos ''grupos de complementacién', constituidos de la manera repre-
sentada en la tab]é 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 estan constituldos por mas de uno de los
mutantes probados. Estas series de mutaciones complementan totalmente
como grupos, entre ellas, con excepcién de los grupos 6 y 3 que no
complementan entre si, considerando que pueden estar afectando un mis-
mo sistema enzimdtico en un sitio determinado, como estd representado
en la matriz de la figura b, Baséndose en estos resultados, se puede

construir el mapa lineal de complementaci6n de la figura Le. En este

mapa se nota que los grupos de mutantes: 1, 2, 4, 5, 7 y 8 complemen~
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Figura 4a. /
Matriz de complementacién de los diferentes mutantes trip—
(los recombinantes con factores A y B distintos a los de:

la cepa 9-4, estdn sefialados mediante su nGmero de segre-

- ) gante, entre paréntesis).

Estas prucbas de complementacitn trip + trip se llevaron a cabo for-
mando micelios dicariéticos estables en MM + trip y posteriormente sem

brados en MM.
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1 - + + + + + + +
2 - + + + + + +
3 - + + - + +
b - + + + +
5 - + + +
6 - + +
7 - +
8 -

Figura 4b.
Matriz de complementacién, tomada por grupos de mutantes. con conduc

ta de complementacion semejante (grupos de complementacién).
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Figura ke,

Mapa de complementacién lineal cobtenido con los datos de la figura kb,

51

-



Tabla 8 Grupos. de mutantas que fpfmqﬁ_}bs‘p@hq'grqbosVdédéohplenéﬁfacién.

trip  encontrados, .

Grupo de complementacion . Mutantes i

1 ‘ 52b
2 i ‘ ' 98, 230, 11a, 232¢, 23b x
3 . 88a, 84b

L : : : 30a, 72

5 85, 8a, 53, 53a

6 , 93, 164a, 122, 78

7 - 181¢

8 7 _ 22¢
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tan bien, restableciendo la funcion silvestre en los dicariones, para
las distintas mutaciones trip”. Esto no implica que se trate de siete
distintas enzimas que intervicnen en la sintesis de triptofanc en
S. comaune, sino que su conducta cn Ta conplementacidn corresponde a
ocho grupos bien definidos, considerdndolos cuno ocho grupos de com-
plementacién genética, encontrados en este trabajo.

tas prusbas de complenentacién para los mutantes restantes no se
llevaron a cabo piues no se pudieron obtener los recombinantes necesarios
con factores de compatibilidad contrarios, dada la baja viabilidad de
los segregantes trip” (ver resultados de recombinacién entre el marca-
dor dom-2 y las distintas mutaciones trip~).

Comparando la recombinaci6n con el mapa de complementacion de las
mutaciones auxotréficas trip , no se puede establecer un orden en los
genes trip” que corresponda al ordenamiento en la complementacidn,
pues aparentemente la recombinaci6n entre los genes trip  ha dado re-
sultados distintos, establecicndo distancias contradictorias entre es-
tos genes en los dos métodos cmpleados (ver tablas S5 y 6, figuras
5 y 6), asi que no se tiene la certeza suficiente para establecer si
estén o no estrechamente eslabonados y con un orden cspecifico en el

genoma.
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Capitulo IV: Discusi6n

’ A
La mutagénesis inducida es proplamente una respuecsta de sobreviven-
cia, cuando es dafada la estructura del ADN que evite su replicaci6n,
y que deje una modificaci6n estructural quec conficra algtn cambio en

la informacidn hereditaria (Bresler, 1975; Fincham et al., 1979; Zim-

merman, 1982). Asl que la capacidad de formar mutantes inducidos en un
organismo egté dada por su estructura genética y su capacidad de recu-
perar la homeostasis en el ADN danado, mediante los diferentes procesos
reparadores y replicadoreé de la célula y la eficacia de estos (Slezd-
rikova et al., 1975; Kimball, 1978). Sin embargo, es nccesario hacer
notar que la mutagénesis inducida y la sobrevivencia pueden ser proce-
sos independientes como lo han mostrado Mc Millan y Fox (1979}, que
durante la induccién de mutantes resistentes a 8-azaguanina en células
de:hamster chino V79, lograron evidenciar que el posible aumento en la
obtenci6bn de mutantes mediante la luz UV y la cafelina podria estar
sujeto a la letalidad inducida por esta droga, y por cosiguiente la re-
facién entre la induccion de mutacién y dosis de mutdgeno es distinta
de la encontrada entre la letalidad celular y la dosis de mut&geno em-
pleada.

En este caso, es importante referirse a la mutagénesis inducida
por la luz UV, en donde se encuentran perfectamente reconocidos los

mecanismos principales de la reparacién de los diaductos de pirimidina
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e iﬁduccién de mutantes (Witkin, 1976;.Hanawalt et al., 1979). Ast
coma se/mencioné anteriormente (Introduccién), los mecanismos reparado-
res que intervienen después de la lesidn del ADN con luz UV, son de dos
tipos: "inductores de mutagénesis' (productores de errores) e inhibi-
dores de mutagénesis ("libres de errores"). Pero la verdadera controver-
sia se encuentra en que los mecanismos de reparacidn aﬁ los eucariontes
no son equivalentes exactos a los de las bacterias y por consiguiente
se cncuentran diferencias notorias finas como la de que la reparacién
postreplicaciébn es sensible a la cafeina en los eucariontes a diferen-
cia de las bacterias que tienen la reparaci6n por escisién, sensible

a ella; y, por otro lado, los mecanismos de reparacién por escisiéﬁ de
Y'parche corto" y 'parche largo' son también distintos entre procarion-
tes y cucariontes (Hanawalt et al., 1979), pues la doble cadena del ADN
dafiada por la luz UV presenta una reparacién por escision mediante
""parches largos' (ca. 40 - 100 nucle6tidos) y las lesiones com. rayos X
(eliminaciones de bases) son reparadas por medio de la sfntesis de
"parches cortos" (ca. 3 = & nucledtidos) en las células de mamifero;

y de hecho, la reparaci6n mediante formacion de "parches largos' en
mamiferos semeja a la de "parches cortos" en bacterias, Se duda si la
reparacion por escisién en eucariontes estd complctamente exenta de
inducir crrores como ha sido reconocida para £. coli (Witkin, 1966,
1976; Howard-Flanders, 1968; Witkin y Farquharson, 1969; Rothman et al.

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

cipando como gene de la reparacién por esci§ion tiene un papel de

gene mutador. Este gene uvs3 requiere a su vez de la funcién de uvsh
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para expresarse como tal (lnoue ct al., 1981), pero el mecanismo biogimi-

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

uvs obtenidos, sobre todo en hongos y mamiferos, ne parecen cuwipliv con

el esquema de reparacién de las bacterias. Ast que los modelos de repa-

raci6n en los hongos se han visto modificados constantemente sin lograr
establecer uno definitivo., Y por consiguiente, los sistemas de rcparsciéﬁ
mejor estudiades, son los de Saccharomyces y Neurospora.

En Saccharomyces se tiene la serie de genes rad que son mutaciones

que pertenecen a tres grupos {Game y Cox, 1972, 1973; Cox y Game, 197h):

1) incluye los gene rad-1, rad-2, rad-3, rad-h, rad-10 y rad-16,

que son deficientes en la reparacién por escisi6n (Unrau et al., 1971;
Resnick y Setlow, 1972; Prakash, 1977; Prakash y Prakash, 1979). v

2) incluye los genes rad-6, rad-9, rad-18, rev-1 vy rev-3, y perte-

necen a un mecanismo "inductor de ervores" (Lemontt, 1971; Lawrence et
al., 197h; Lawrence y Christensen, 1976).

3) incluye los genes rad-50, rad-51 y rad-52, que son altamente sen

sibles a los rayos X, pero resistentes a la luz UV (Resnick, 1969; Cox y
Game, 1974).

En Neurospora se conocen principalmente los genes (Worthy y Epler,
1973):

upr-1: actla en la reparaci6n por escisién.

uvs-2: actda en la reparacién por escisién.

uvs-3: act0a en la reparacién por escisién y ademds en otro mecanis

mo inductor de errores.
uvs-6: actla en otro mecanismo distinto de la reparacién por escision.

Estas caracterfsticas de los mecanismos reparadores de los hongos,
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bermitcﬁ éugerir que la obtenci6n de mutantes trip” en este trabajo se
pudo 11évar.a cabo mediante la siguiente hipStesis:

Dado que estd bien reconocida la accién inhibidora de la cafelna en
13 postreplicacién y mutagénesis de S. commune (Hundert et al., 1977;
1978, bubovoy y Mufioz, en preparacién), es wuy probable que las propor-
ciones scmejantes de obtencién de mutantes, entre el tratamiento de la
luz UV sola y luz UV + caf se debieron a que una sola fuente de ﬁutagéﬁg
s}s era operativa: la ;cparaCIOn por escisi6bn, que al igual que en Neu-
rospora puede haber por lo menos la irjerencia de un gene mutador que le
confiera a este mecanismo alguna posibilidad de inducir las mutaciones
trip~ aunque sea cp menor nimero que si se encontrara funcionando la post
replicacién que es  "inductora de errores' por excelencia,

Por otro lado, la accién téxica amplia de la cafefna (como se obser
vé en la tabla 3) en la célula, aunada a la carencia de conocimiento exac
to de las vfas reparadoras en los hongos, con la posible actividad epis-
tstica y pleiotropica de los genes que intervienen y que aGn no se cono-
paracidn por escisiéon no sea blanco de la actividad inhibitoria directa
o indirecta de la cafefna. Pues como se observé en la tabla 2, existe una
tendencia mayor a la estabilidad de las mutaciones cuando se usé el éost-
tratamiento de cafefna, y este efecto se pudo haber obtenido por dos po-
sibles caminos:

a) El blogueo del ciclo celular en una fase que permitié mayor muta-

génesis, o sea mayor disponibilidad del namero de lesiones hacia la muta~

57



O i -1y 2
‘génesis, pues como ha sido calculado para levaduras, 1 x 10 ergios/imm

provova la formacién de 24 dimeros en el genoma de una célula de levadu-

t al., 1973), que comparativamente con Tos 2000 er-

ra haploide (Unrau
gios/mm2 usados ¢n este estudio, proporcionarfan cantidades suficientes
de aductos para obtener lesiones mds grandes en el ADN {que dartan a su
vez mutaciones mis estables). Con este razonzniento también se ha inter=-
pretado el aumento en las posibilidades de recombinacion meidtica hetero-
génica y mutacién, inducidas con hidroxiurea (inhibidor de la sfntesis de
ADN), durante 1a fase S previa a la weiesis del basidio en Coprinus laqo-
pus y S. commune (Raudaskoski y Lu, 1980; Sneyour y Koltin, 1981). Y por
consiquiente este posible efecto retardador durante la reparacién del ADN
por escisién provccado por la cafefna, inducivfa de alguna wanera un ma-
yor grado de lesién del ADN (como ya ha sido propuesto (Dubovoy y HMuiioz,
en preparacién)), después de que las nucleasas hayan degradade la regién
del ADN en donde se encontraba el dfmero,

Por otro lado, también es interesante observar que la cafefna es ca
paz de unirse al ADN y perturbar su configuracién, incrementando la des-
naturalizacién de esta molécula (Ts'o y Lu, 1964; Chetsanga et al., 1976),
y que después del tratamiento con luz UV la cafelna puede unirse a la ca-
dena de ADN con cierta preferencia en la regién préxima al dimero formado
(Lang y Nuske, 1973). As! que en cual quiera de estos casos, la posibili-
dad de provocar un mayor fndice de dafio al ADN mediante la accién de es-

te alcaloide es mds probable,

b) Una modificaci6n a la rcparaci6n por escisién inhiblendo el status

de reparacion '"libre de errores" o activando el posible mecanismo "'induc-
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tor de errores" (dentro de la reparacidn por ascisién) que tal vez exista
tamﬁién en este hongo, andlogamente al gune uvs-3 de Neurospora.

Sin embargo, de por qué en el tratamiento de luz UV sin cafelna no se
obtuvieron altos Indices de mutacién, teniendo acceso a la reparaci6n post=
replicaci6n, scguramente se debe a que §. comnune también cumple la regla
general de hacer uso prefcrcncia\lde la reparacidn por escisién dejando so-
lo a!guno; dimeros que no pudieron ser detectados, y que podrian ser de una
frecuencia tan reducida, que no fueron claramente evidentes en las frecuen-
cias de mutacién aquf trabajadas; y esto estarfa de acuerdo con la fdea de
que la posibilidad de mutacién durante la postreplicacién se basa en la de-
teccién de lesiones intrarreplicédn que impiden la sftntesis completa del re-
plicén durante la formsci6n de los fragmentos de Okazaki (Doniger, 1978;
Kauf fman et al., 1980), y puesto que los cromosomas de eucariontes se carac
terizan por tener una mayor variacién en tamaiio y distribucién de los repli
cones (Hanawalt et al., 1979), por consiguiente serfa mayor la posibilidad
de obtencr mutantes si no fuera preferencial la reparaci6n por escision.

La mutacién y recombinacién son mecanismos muy relacionados si se pien
sa que a niveles moleculares son procesos de metabolismo y estructuracién
del ADN, as! que varios de los mutantes alterados en reparacidén pueden te-
ner efectos primarios o secundarios en la recombinacibdn meidtica o mitéti-
ca (Baker et al., 1976; Game et al., 1980; Prakash et al., 1980).

La recombinacién genética es el proceso de intercambio de la informa-
ci6n hereditaria entre dos genomas, y generalmente se cree que este proce-
so se lleva a cabo mediante la formacién del heterodtplice de la cadena

del ADN en recombinacién {Hastings, 1975; Catchside; 1977).
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Las teorfas de recombinaci6n aétué]es principaies (Holliday, 196k
Finéham y Holliday, 1970; Meselson y Radding, 1375; Radding, 1978) basan
sus modelos cen la formacisn de las moléculas del ADN hibrido con bhases mal
apare das, que pueden ser reparadas mediante sistemas de repa(acicn capa-
ces de reconocer la configuracion de aparcamiento equivocado de las cade-
nas sencillas del ADN cuando se forma la doble hélice hibrida, de mancra
similar a la reparacién por escisién. Y por otro lado, existe también la
posibilidad de que estos heteroddplices no scan reparados para formar ho-
moddplices. '

Existen varios modelos, pero los més importantes se pueden reunir en
dos modelos bAsicos: 1a recombinacién sin resfintesis de ADN, que sprove-
cha el desenrrollamicinto en la misna direccion ("difusién rotatoria) de
dos dobles cadenas de ADN, en donde previamente se han roto y unido las
cadenas sencillas lomSlogas de la misma polaridad; este mecanismo ha si-
do comprobado en fagos y plasmidos.

El otro conjunto de modelos implicarfa una degradacién y sintesis de
ADN para establecer la hibridizacién del ADN.

Asf que una vez formado el heteroddplice puede sequir dos caminos:

a) Ser modificado mediante el sistema de correccién de bases ''mal apa
readas" , en forma similar a la reparacidn por escisién y provocar 13 con-
version génica al utilizar como molde a la cadena sencilla del ADN comple-
mentario hlbriéo, explicando as! la polaridad de conversién génica al te-
ner preferencia estructural por una de las caderas del heteroddplice. A
su vez esta converslén (provocada por la reparacién del heterodoplice) pue

de tomar dos caminos:
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1) Inducir el cntrecruzamiento (crossing-over) interviniendo dos creng
tidas en el proceso (Stadler.y Towz, 1971), que tendrla efecto recombinato-
rio en los marcadores flanqueadores del sitio de conversion.

2) No Formar entrecruzamiento (crossing-over) interviniendo solo una
cromitida {Stadler y Towe, 1971), y mantenerse como conversifn génica sin
efecto recombinatorio de los marcadores flanquasdores, pero que también ex
plicarta la polaridad de conversién al corregirse las bases mal aparecdas
usando como templado una cadena del ADN hibrido preferenéialmente.

b) MNo ser corregido el hetevodaplice, y dar como resultado el proceso
1l1amado ''segregacién postmeiética, cuyos resultados sélo pueden ser inter
pretados si se toma como base la idea de no haberse corregido el heterodG-
plice con sus bases complementarias mal apareadas.,

Con estos modelos también quedarfa explicada la co-conversién como el
efecto provocado por el largo del heterod@plice en reparacién.

También existen otras teorfas importantes menos aceptadas (Hastings,
1975; Stahal, 1979), qué implican la degradacién y sintesis del ADM, por me
dio de una replicaci6n normal, con carencia de reparacién por escisién, o
por desplazamiento de las cadenas de nucledtidos durante la sintesis
(Paszewski, 1970).

Normalmente, un proceso de recombinaci6én heterogénica se lleva a cabo
dando productos recombinantes recfprocos en las mismas proporciones, pues-
to que es el resultado de un entrecruzamiento (crossing-over), y como con-
secuencia se pueden establecer las distancias entre los marcadores para co
locarlos en su posicién (loci) en el cromosoma, pero existen diferentes pro

cesos genéticos que regulan o alteran esta recombinacién y dan como resulta
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“do distancias mayores o menores, dependicindo del ofecto que tengan.
Ast, en Heurospora se ha descrito el papel de los genes rec, ceg, con
’ RAA-AL S o2-d i P R hadll
y ss, que regulan la recombinacién en sitios cspeclficos del genoma. Se co-

nocen tres loci rec (recombinacién): rec-1, rec-2 y rec-3; en cada caso, el

alelo ngi reduce la recombinacién en un orden de magnitud en los loci de la
regién cspecifica del genoma que afectan, y cstédn desligados de ella (mapean
en otro sitio); el gene cog (reconocimiento) aumenta la recombinacién intra
génica de his-3 e intergénica (entre his-3 y ad-3) de los genes a }os que es
td4n ligadas y en presencia del alelo ngi, cogt que es doeminante aumenta esta
recombinacién hasta en 30 veces. Los genes con proporcionan la susceptibi-
lidadlal control ejercido por rec-3 y se encuentran cercanos a los genes
am=1 e his-2, regulando la recombinacidén intragénica en presencia de LQEE.
Hay tres genmes ss (secuencia sindptica) al&licos que pueden suprimir la re
combinacién: los §§E, Eii Y §§E, que aparentemente estén ligados al gene que
regulan (nit-2). Este gene ss modula junto con rec-1 la cercanfa durante el
apareamiento de los dGplices del ADN para el locus nit-2, reduciendo la re-
combinacién cuando se encuentra en heterocigosis (Thomas y Catcheside, 1969;
Angel et al., 1970; Catcheside, 1970; 1974; Catcheside y Corcoran, 1973;
Catcheside y Angel, 1974; Catcheside, 1975; Catcheside, 1981).

En Schizophyllum se han descrito tambi¢én los genes rec que regulan la
recombinacién en zonas especificas del cromosoma, a semejanzé de los rec de
Neurospora. Simchen (1967) estudi® la recombinaci6n en el factor de compa-
tibitidad A, y encontré que su frecuencia de recombinacién estaba modulada

por un gene rec ligado a este factor. Despu&s Stamberg y Koltin {1973) de-

terminaron que el control de la recombinacién en 1a regién comprendida en-
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tre los sublocioﬂ_yfsdel factor B, estaba regulado por un gene ligado (9
unidades) al mismo factor B. .

Otros factores genéticos que pueden alterar las frecuencias de recom-
binacién indirectamente en los hongos son aquellos que confieren estarili-
dad en mayor o menor grado y/o inviabilidad a los productos de la meiosis
(saker et al., 1976; De Lange y Griffiths, 1280),

Los resul tados receinbinatorios obtenidos aqut para las distancias
dom=2 ——trip” y trip” -—— trip= pueden haber sufrido alguna distorsion,
sobretodo por el efecto de la inviabilidad de las.usporas; pero dada la
carencia de conocimiento acerca de la existencia de genes que interfie-
ran con la viabilida& en este hongo, la dnica posible explicacién es que
la recombinacién se vio afectada por la inviabilidad intrfaseca de las
esporas incapaces de satisfacer su auxotrofla utilizando el triptofano
exbgeno.

Asl también se explicarfa que al utilizar los dos métodos, a) de las
esporas germinadas y b) sin germinar, la proporcién de recombinantes se
modifica,

El dicarion, ha sido comprobado como un buen sistema de anglisis de
complementacién (Day y Roberts, 1969}, semejando ampliamente al estado di
ploide, como habla sido sugerido por Fincham (1966), pues como se sabe,
los productos alterados se acoplan en el citoplasma, en donde verdadera-
‘mente se Ileva a cabo la complementaci6n, y su cardcter de c&lulas con
nGcleos distintos en proporciones en equilibrio 1:1 sugieren una sinte-

sis de polipéptidos también en proporcién semejante,
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Ast que el patrén de complementacion aqul obtenido, representa una
condici6n de diploide con capacidad para restablecer el cardcter silves
tre de las mutaciones aparentemente heterogénicas (tablas 5y 6).

Como anteriormente se mencioné, la biosfntesis del triptofano en ba
sidiomicetos, posee cuatro loci con posibilidad de mutacién, as! que los
ocho grupos de cemplementacién encontrados en este trabajo, sugicren que
més de uno de estos grupos puede participar en una enzima.

Por lo tanto se sugiere que para esclarecer este dilema, se recurra
a la caracterizacién bioquimica de estos mutantes, analizando los produc-
tos de acumulacién y suplementos intermedios de la vfa de sintesis del
triptofano que nos permitan definirlos més ampliamente en su carécter mu-

tacional,
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