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RESUMEN

En este trabajo se han estudiado diversos fac-
tores que influyen en la letalidad y la mutagenici-
dad producidas por nitrosoguanidina en Saccharomyces
cerevisiae. Con las condiciones consideradas como
6ptimas se ha investigado la existencia de comuta-
cibn en este organismo y se ha hecho una estimacién

del nfimero de genes que posee. Se concluye que:

1. El mecanismo de induccién de mutantes petites di-
fiere grandemente del de induccidén de mutantes resis-
tentes a la canavanina. Se presume que la inhibicién
de la sintesis de proteinas por nitrosoguanidina o la
alteracidn de las proteinas ya formadas puede provo-
car cambios irreversibles en las mitocondrias que da-
rian lugar al fenotipo petite. Por el contrario, la
resistencia a canavanina se originaria por mutacién

especifica y reversible del gen canl.

2. Los cultivos exponenciales y los estacionarios se
comportan de distinta manera frente a la mutagénesis
por nitrosoguanidina. Asi, en cultivos estacionarios,
utilizados en la mayoria de los experimentos de esta
Tesis, existen subpoblaciones celulares de distinta
susceptibilidad a los efectos letales y mutagénicos
de la nitrosoguanidina; sin embargo los exponenciales
parecen ser bastante homogéneos. La induccidn de muta-
ciones canl es mayor en los cultivos exponenciales,
pero su expresibn inmediata est§ muy favorecida en

los estacionarios.



3. Como condiciones 6ptimas para obtener un gran ni-
mero de mutantes en S. cerevisiae se recomienda: tra-
tar suspensiones que contengan 108 células/ml en tam-
pbn tris-maleato, 50 mM, pH 7.8, con 20 ug de nitro-
soguanidina/ml durante 15 minutos a 30°C con agitacién
espor&dica. Se deben obtener Mayores frecuencias de mu-
tantes si se tratan células en fase exponencial y se
permite que las mutaciones se expresen antes de selec-

cionar los mutantes.

4. No se ha encontrado comutacibén entre genes préxi-
mos en ninguno de los casos explorados, his4ABC y
edelb-adel.

5. Paréce haber comutacibn entre genes que son repli-
cados al mismo tiempo. Asi, se ha determinado que en
el brazo L del cromosoma III existen al menos dos
puntos de replicacibn simulté&neos cuando se replica
canl. La sincronia entre ambos no es perfecta, pero
es suficiente para poder aplicar la comutacibn en 1la
cuantificacién e identificacién de las regiones del

genomio que se replican simult&neamente.

6. Se ha estimado, mediante un método original, que
S. cerevisiae tiene unos 5000 genes. E1l mismo método,
aplicado a E. coli, estima para este organismo unos
500 genes. Dado que este nfimero estd claramente sub-
estimado, se sospecha que S. cerevisiae debe tener

mds de 5000 genes.
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INTRODUCCION

1. POR QUE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

La levadura Saccharomyces cerevisiae ha estado
desde siempre entre los organismos eucaribticos més
estudiados, tanto desde el punto de vista bioquimi-
co como del gené&tico. Originariamente esto se debia
a que era féacil de conseguir en grandes cantidades
acudiendo a las industrias cervecera, vinicola y pa-
nificadora. Actualmente sigue siendo muy popular
porque puede ser cultivada y manipulada con la misma

facilidad que las bacterias.

Entre la extensfsima literatura sobre S. cere-
visiae merecen destacarse como introducciones a los
aspectos tratados en esta Tesis los libros The Yeasts
(Rose y Harrison, eds., 1969, 1970, 1971) y los volG-
menes IX y X de Methods in Cell Biology (Prescott ed.,
1975) y las revisiones de Fink (1970); Hartwell (1970,
1974) ; Sherman y Lawrence (1974); Carter (1975) y
Sherman et al. (1977).

Su ciclo de vida aparece ilustrado en infinidad
de libros de texto y monografias especializadas. La
Figura 1 presenta una visibén original del mismo. Las
células de S. cerevisiae se dividen por mitosis tanto
en fase haploide como diploide. La gran estabilidad
de ambas fases presenta grandes ventajas desde el pun-
to de vista genético: asi, se pueden inducir mutacio-
nes en células haploides y estudiar su complementacibn
en células diploides. Estas pueden esporular, dando



Figura 1. Ciclo de vida de S. cerevisiae.



lugar a ascas que contienen los cuatro productos de

una meiosis. El andlisis de las ascosporas permite

situar las mutaciones o los genes en estudio, respec-
to de otros de localizacibn conocida. Otra propiedad
interesante de las células diploides de S. cerevisiae
es que sufren recombinacidn mitética con una frecuen-
cia relativamente alta, lo que también se puede uti-

lizar para construir mapas genéticos.

Aungque S. cerevisiae pueda manipularse experimen-
talmente como las bacterias, no hay que olvidar que es
un organismo eucaribtico. Como tal presenta un nficleo
verdadero rodeado de una membrana dque lleva asociadas
placas organizadoras del huso mitético, nucléolo, mi-
tocondrias, reticulo endoplé&smico, vacuolas y aparato
de Golgi (Matile et al., 1974). Su ADN estd asociado
a histonas en cantidad y variedad similares a euca-
riontes superiores (Nelson et al., 1977). El genomio
haploide contiene probablemente 17 cromosomas, segin
se ha determinado genéticamente (Mortimer y Hawthorne,
1973) y citoldgicamente (Byers y Goetsch, 1975). La
sintesis de ADN tiene lugar en un periodo S restrin-
~gido dentro del ciclo de divisibén celular y separado

de la mitosis.

A pesar de la gran complejidad que tienen S. ce-
revisiae y su ciclo de vida, su genomio es m&s peque-
no que el de otros eucariontes y s6lo un poco mayor
que el de las bacterias. Se ha estimado que el geno-
mio haploide de S. cerevisiae consta de unos 1.9 x
107 pares de nuclebtidos (Ciferriet al., 1969), o sea,
aproximadamente el triple que el cromosoma de E. colz.
Estudios de reasociacibn del ADN indican una comple-
jidad unas 3.3 veces mayor que E. coli y muy poco ADN
redundante (Britten y Kohne, 1968; Christiansen et al.,
1971).



Es cierto que para el estudio de algunos aspec-
tos comunes para células pro- y eucaridticas, resul-
ta adecuado trabajar con bacterias. Pero es igual-
mente obvio que s6lo trabajando con organismos euca-
ribéticos pueden resolverse cuestiones que conciernen
exclusivamente a los eucariontes, como pueden ser re-
laciones nficleo-citoplé&smicas, factores que intervie-
nen en mitosis y meiosis, multiplicacibén de las mi-
tocondrias, etc. S. cerevisiae, con sus caracteris-
ticas a caballo entre unos y otros, es el organismo
ideal para la transferencia de conocimientos entre
ambos.

2. POR QUE NITROSOGUANIDINA

La N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (nitro-
soguanidina) es conocida por 1los quimicos desde hace
mis de 30 afios (McKay y Wright, 1947). Desde el des-
cubrimiento de sus propiedades mutagénicas (Mandell
y Greenberg, 1960), se ha empleado rutinariamente en
la bﬁsqueda‘de mutantes en el laboratorio, debido a
su capacidad para inducir mutaciones con alta frecuen-
cia sin causar una letalidad elevada (Adelberg et al.,
1965; Cerds Olmedo y Hanawalt, 1968; Yoshida y Yuki,
1968) . Existe una revisidn reciente de Neale (1976)

sobre este compuesto y otros relacionados.
2.1. Efectos bioldégicos de la nitrosoguanidina
El mejor estudiado, despﬁés de la mutagénesis,

es la letalidad. La letalidad est& influida, como

era de esperar, por la concentracibén del mut&geno y



el tiempo de tratamiento. También depende de facto-
res externos, como el pH (Cerdd Olmedo y Hanawalt,
1968; Veleminsk§ y Gichner, 1970) y la temperatura
(Kasahara et al., 1971), o internos como la capaci-
dad de reparacibén (Cerdi Olmedo y Hanawalt, 1967a;
Ishii y Kondo, 1975; Schendel et al., 1978) y el es-
tado celular de crecimiento (Adelberg et al., 1965;
Cerdd Olmedo y Hanawalt, 1967b; Dugle et al., 1973).

Hay bastantes pruebas que apoyan que el efecto
letal de la nitrosoguanidina se debe a su accibn di-
recta sobre los cromosomas (Cerdd Olmedo y Hanawalt,
1967b). A nivel molecular, la letalidad podria ser
debida a incisiones en el ADN que, como demostraron
Dugle et al. (1973), se reparten aleatoriamente por

todo el cromosoma.

La actividad mutagénica de la nitrosoguanidina
ha sido principalmente estudiada mediante induccidn
de revertientes de alglin requerimiento de la estirpe
en estudio, de auxdtrofos en estirpes protétrofas o
de resistentes a una droga. Generalmente los resul-
tados obtenidos por diferentes autores son muy pocoO
comparativos debido a que la produccibn de mutacio-
nes puede ser modificada por factores internos de la
célula (como los mecanismos de reparacidn) y externos
(variaciones fisicas del tratamiento y de la detec-

cién de mutantes).

No se han realizado afin estudios sisteméticos
que permitan la integracibn de toda la informacidn
recogida hasta ahora sobre la nitrosoguanidina, pero
en general podemos decir que los mismos factores que

intervienen en la estabilidad del compuesto, influyen



en su accién mutagénica, si bien de forma diferen-
te que en la letalidad. También la dosis (producto
de la concentracibn por el tiempo de tratamiento) de
nitrosoguanidina influye de forma diferente en la
letalidad y en la mutagenicidad. A mayores dosis se
obtienen menos supervivientes pero no necesariamente
mids mutantes. En bacterias (Cerd4d Olmedo y Hanawalt,
1968; Kondo et al., 1975; Jiménez S&nchez y Cerdéa
Olmedo, 1975) y en otros organismos (Kasahara et al.,
1971) la proporcidn de mutantes entre los supervi-
vientes alcanza un médximo que se mantiene aunque la
letalidad continfie aumentando. Aparentemente no ocu-

rre asi en levaduras, como veremos m&s adelante.

La produccibén de mutaciones depende también del
estado fisiolbgico del cultivo. Adelberg et al. (1965)
encontraron que en E. colZ se inducen de 5 a 10 veces
mds mutantes en cultivos exponenciales que en esta-
cionarios. Esto unido al hecho de que la frecuencia
maxima de mutaciones de un gen se obtiene cuando és-
te se estd replicando (Cerdd Olmedo et al., 1968),
sugiere que la nitrosoguanidina actfia en la regidn
en replicacidén. Esta hipdtesis ha sido confirmada
en muchos organismos, entre los cuales se encuentra
S. cerevisiae(Burke y Fangman, 1975; Dawes y Carter,
1974).

Son muchos los trabajos publicados que tratan
de esclarecer el mecanismo de accidn de la nitroso-
~guanidina. De ellos puede deducirse que es muy com-
plejo ya que intervienen varias acciones quimicas di-
rectas sobre el ADN y las maquinarias de replicacibn
y reparacibn de la célula (Jimé&nez S&nchez, 1976). Es
capaz, ademis, de inhibir la sintesis de proteinas y
de inactivar proteinas ya formadas (Cerdd Olmedo y Ha-
nawalt, 1967a).



Actualmente y tras la importante aportacibn de
Ruiz Vazquez (1979), que ha descubierto una nueva
funcién celular de E. colz indispensable para la in-
duccibdn de mutantes por nitrosoguanidina, vuelve a
estar vigente la hip6tesis de que la nitrosoguanidi-

na interfiere con la maquinaria de replicacidn.

Sea cual sea el mecanismo exacto de la mutagé-
nesis, el hecho de que ésta tenga lugar preferencial-
mente en las zonas en replicacién constituye, sin du-
da alguna, la propiedad m&s interesante gue tiene la
nitrosoguanidina y que la habilita para un uso mis
elegante y preciso que la produccibn indiscriminada

de mutantes.

2.2. Comutacidn

Directamente relacionado con la mutagénesis pre-
ferencial del punto de replicacidn estd la induccibn
simultinea de mutaciones en genes que est&n estrecha-
mente ligados ("comutacidén"). En E. coli se ha en-
contrado que el 1% de las células seleccionadas como
mutantes en un cierto gen, han perdido simult&neamen-
te la funcibén de otro gen, prdximo al primero (Guero-
la et al., 1971). Esta proporcidn es mayor que la es-
perada por azar. En Streptomyces coelicolor los frag-
mentos sensibles son m&s largos siendo la frecuencia
de comutacidn entre genes contiguos de hasta 4% (Ran~
dazzo et al., 1976).

La comutacibn constituye ya un método de trabajo pa-
ra abordar problemas que quizis podrian resolverse de
otra manera, pero con mayor dificultad. Se ha utili-
zado ampliamente en la bfisgeuda de mutantes difici-

les de conseguir, particularmente aquéllos que no pue-



den ser seleccionados (Hillman y Fraenkel, 1975) o
no se desea seleccionar (Del Castillo, Tesis docto-
ral en preparacibn); para alterar genes reguladores
estrechamente ligados a genes estructurales (Cohn y
Crawford, 1976) para explorar zonas cromosfmicas es-
pecificas donde existe al menos un gen en el que se
pueden seleccionar mutantes (Oescheger y Berlyn,
1974); para distinguir los estados autbnomo e inte-
~grado dé un episoma (Lloveres y Cerda Olmedo, 1973);
para detectar cambios en la forma de replicacidn
(uni- o bidireccionalidad) en los organismos en que
esto es posible (Edlund et al., 1976) e incluso para
comparar los genomios de diferentes especies (Randaz-
zo et al., 1977).

La comutacibdn puede afectar a genes distantes
gque se estén replicando simult&neamente. Esto ha
sido demostrado en E. coli (Edlund et al., 1976) y
Bacillus subtilie (Siccardi et al., 1976) y aplicado

a levaduras (Dawes et al., 1977).

3. OBJETO Y FUNDAMENTOS DE ESTE TRABAJO

En esta Tesis se van a abordar dos tipos de pro-
blemas. Se pretende en primer lugar hacer un estudio
sistemdtico de las condiciones 6ptimas para el trata-
miento con nitrosoguanidina en S. cerevisiae, ya que
los métodos utilizados hasta ahora difieren tanto de
un autor a otro, gue no permiten sacar conclusiones
~generales a este respecto. Se va a estudiar, pues,
la influencia de algunos factores en la letalidad y
mutagenicidad producidas por nitrosoguanidina. Esta
filtima va a medirse por la frecuencia de aparicidn

de mutantes en el gen canl y de mutantes petites.



En segundo lugar se va a investigar la existen-
cia de comutacibn entre genes prdéximos en S. cerevi-
siae y a aplicarla al estudio y localizacibn de genes

que correplican.

3.1. El gen canl

La L-canavanina, un andlogo natural de la L-ar-
~ginina, es capaz de inhibir el crecimiento en bacte-
rias (Volcani y Snell, 1948) y hongos (Srb, 1954,
1955). En S. cerevisiae la resistencia a canavanina
se debe a inactivacibén de la permeasa especifica pa-
ra la arginina, codificada por el gen carnl (Grenson
et al., 1966). Maas (1961) establecid que en E. colz
la canavanina compite con la arginina en la incorpo-
racidn a las proteinas, dando lugar en muchos casos
a enzimas inactivas que causan la muerte de la célu-
la. La inactivacidn de la permeasa por mutacidn evi-
ta que la canavanina entre en la cé&lula y por tanto

. . R
ésta se vuelve resistente a canavanina (Can’).

Se ha estudiado con ayuda de rayos X (Whelan
et al., 1979), la estructura fina del gen canl y
resulta ser uno de los mis largos conocidos hasta
ahora en levaduras, calculdndose que la permeasa
debe tener unos 2500 amino&cidos.

El gen canl es de gran utilidad en los estudios
de mutagénesis debido, principalmente, a la facili-
dad con que se seleccionan tanto mutaciones directas,

como reversiones (Whelan et al., 1979).
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3.2. El fenotipo petite

Las levaduras son anaerobios facultativos, ca-
rdcter muy poco comfin entre los eucariontes. Por mu-
tacidn pueden obtenerse cepas incapaces de crecer en
medios que contengan una fuente de carbono no fermen-
table (glicerol, etanol, lactato o acetato), lo que
significa que no pueden respirar o lo hacen muy difi-
cultosamente. Estas cepas mutantes, llamadas "petites",
poseen mitocondrias anormales (Smith et al., 1969).

Su nombre se debe a que sus colonias son pequenas com-
paradas con las de las cepas normales a las que se

denomina "grandes".

El fenotipo petite puede ser causado por muchas
mutaciones distintas que afectan a las funciones re-
lacionadas con la respiracifén o las mitocondrias. La
mayoria se deben a alteraciones en el ADN mitocondrial

y se denominan petites citoplasmicos.

Los petites citoplésmicos (lﬁhof]) presentan una
serie de caracteristicas comunes: (1) son irreversi-
bles, (2) hay una pérdida simulténea de los citocro-
mos a,a5 y b y de algunas enzimas asociadas a funcio-
nes mitocondriales, principalmente la oxidasa del ci-
tocromo ¢, y (3) se heredan de forma no mendeliana.
Estas deficiencias miltiples reflejan una alteracién

en la organizacidn general de las mitocondrias.

Muchos de los petites citopl&smicos son supresi-
vos, que significa que son capaces de producir alte-
raciones irreversibles en mitocondrias normales con-
virtiéndolas a su vez en petites. Los petites supresi-
vos poseen ADN mitocondrial de distinta densidad y
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contenido (G+C) (Mounolou et al., 1966) que las gran-
aes, debido a deleciones de algunas regiones y dupli-

caciones de otras (Faye et al., 1973).

Los petites citoplésmicos que carecen de propie-
dades supresivas se llaman neutrales. La mayoria de
ellos han perdido por completo su ADN mitocondrial
(Mounolou et al., 1966).

La frecuencia de petites citoplésmicos esponté-
neos en S, cerevisiae es muy alta, del 1-10%, por ra-
zones hasta ahora desconocidas. Esta frecuencia puede
aumentarse, e incluso llegar al 100%, tratando con
productos quimicos, como acriflavina, cafefina, nitro-
soguanidina, bromuro de etidio, etc. (Nagai et al.,
1961; Nordstr8m, 1967; Slonimski et al., 1968; Goldring
et al., 1970), o con rayos ultravioleta (Wilkie, 1963).

Como muchas funciones mitocondriales dependen
de genes situados en el nficleo, no sorprende que se
hayan identificado mds de 45 genes nucleares (desig-
nados pet) cuya mutacibn provoca el fenotipo petite
(Beck et al., 1970; Hawthorne y Mortimer, 1976).

Los petites nucleares no son supresivos y su
ADN tiene la misma densidad que los grandes (Mounolou
et al., 1966). La mayoria de ellos son defectivos en
la cadena transportadora de electrones, como ocurre
en los citoplésmicos. El1 resto deben su fenotipo pe-
tite a causas muy variadas que van desde la incapaci-
dad de las Pet3™ de replicar el ADN mitocondrial (Beck
et al., 1968), a la ausencia de fosforilacidén oxidati-
va de los Pet9” (Kova& et al., 1967).
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3.3. Comutacidn entre genes prdximos

El método mis f&cil para estudiar comutacién en-
tre dos genes prdximos consiste en primer lugar en
elegir un par de genes de los que se sepa que estén
muy ligados. Se toma unakcepa que tenga una mutacibn
reversible por nitrosoguanidina en uno de los dos ge-
nes. A continuacibn se revierte esa mutacibén y se es-
tima qué proporcidn de los revertientes preséntan fe-
notipo mutante para el otro gen. Se considera que hay
comutacién si esta proporcifén es mayor que la encontra-
da entre los supervivientes al tratamiento que no han

sido seleccionados como revertientes.

La Figura 2 muestra los grupos de genes que po-
drian ser fitiles para este trabajo y su situacién en
el mapa gené&tico, segfin datos de Mortimer y Hawthorne
(1975).

De entre todos ellos elegimos dos, el hisdABC
y el edels5 adel, porque estén muy cercanos (los his4ABC
incluso contiguos) y porque los‘fenotipos de los rever-

tientes y los comutantes son facilmente seleccionables.

3.3.1. E1 gen his¢

En el cromosoma III, brazo L, se encuentra un gen
~policistrdnico, llamado his4, que codifica enzimas

de la ruta biosintética de la histidina y que ha si-
do estudiado en profundidad por Fink (1966). Compren-
de 3 segmentos contiguos, his4A, his4B e hisd4(C, que



adel cdc15

9al1.10.17 cdc26-l-tyr1

his4LABC

Hl Lo~
trp1 its10
v J}-gan
v . _\’bhis‘l-n-SUPZO
Vil ode7Iade5 tsmL37—rcyh2 . _r:g.rsum
l|s3-]-or02
Vi -
X e ——— > - - - - -O—Cyc‘l
X o SUPO]pedes
Xt .. o
X1l ‘ O o o = e
X1t —_— -
X1V O
Xvi | —een
t2 pet2
XVil ——— O I
F6 —
F7 —
F8 —
20cM
ol

Figura 2. Situacibén en el mapa gené&tico de S. cerevi-
siae de los grupos de genes que podrian ser Gtiles pa-
ra estudiar comutacién entre genes ligados. Los cromo-
somas se denominan I, II, ..., XVII; F6, F7 y F8 son
fragmentos que todavia no han podido ser asignados a
ningfin cromosoma. Los brazos cromosémicos se denominan
arbitrariamente L los dibujados a la izquierda del cen-
tr6émero y R los dibujados a la derecha. (——) indica
ligamiento establecido por recombinacibn meidtica; (---),
por recombinacibén mitética; (...), por andlisis de tri-

sémicos.
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dirigen los pasos de la ruta biosintética esque-

matizados en la Figura 3.

Muchos mutantes 47s4 muestran polaridad en com-
plementacibn y recombinacién, dando lugar a fenotipos
B~C” y A™B7C™, lo que indica la transcripcién de los tres
segmentos en un s6lo ARN. Se cree, ademds, que las
tres enzimas estén fisicamente asociadas en un comple-
jo con las tres actividades (Keesey et al., 1979).

En Neurospora crassa se ha encontrado una situacién
similar en la cual una sola protefna cataliza estas

tres reacciones (Ahmed, 1968).

3.3.2. Los genes cdecl§ y adel

S. cerevisiae se reproduce asexualmente por ge-
macién, de modo que el tamano de la yema es indicati-
vo del momento del ciclo mitdético en que se encuentra
cada cé&lula. Este hecho se ha utilizado para buscar,
entre una serie de mutantes termosensibles, los que
a temperatura restrictiva son incapaces de proseguir
el ciclo y se acumulan en una cierta etapa del mismo
(mutantes Cdc~) (Hartwell et al., 1970).

edel5 es uno de los 32 genes cdec definidos has-
ta ahora y su producto interviene concretamente en
la sintesis de ADN (Culotti y Hartwell, 1971).

El producto del gen adel cataliza el 72 paso
de la ruta biosintética de la adenina. Los mutantes
adel acumulan productos intermedios, de uno de los
cuales deriva un pigmento de color rosa constituido
por una molé&cula de polirribosilaminoimidazol unida

a una serie de amino&cidos (Smirnov et al., 1967).
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Figura 3. Ruta biosintética de la histidina. Se indican
los pasos dirigidos por los genes hisdAd, 4B y 4C y las

enzimas correspondientes.
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Este fenotipo rosa es comin con los mutantes ade?2

blogqueados en el 62 paso de la ruta.

Los genes cedel5 y adel estén situados muy pré-
ximos en el brazo R del cromosoma I de S. cerevisiae.
Mortimer y Hawthorne (1973) trataron de establecer
la frecuencia de recombinacibén entre ambos, pero en
30 tétradas analizadas, no apareci6 ninglin recombi-

nante, lo que de por sf indica que est&n muy ligados.
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RESULTADOS

l. OPTIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE MUTAGENESIS CON
NITROSOGUANIDINA

1.0. Generalidades

En este apartado se pretende establecer cufles
son las condiciones 6ptimas y m&s pr&cticas para ob-
tener mutantes con NG en S. cerevisiae. Para ello se
ha estudiado la influencia de algunos factores en la
letalidad, medida como proporcién de cé&lulas capaces
de crecer en medio nutritivo después del tratamiento,
y mutagenicidad, medida por la aparicibén de mutantes

resistentes a canavanina.

~La estirpe utilizada es la X30/3C cuyas colonias

presentan un color rosa debido a la presencia del ale-
lo ade2. Observamos la frecuente aparicibén de colonias
blancas entre las colonias de color rosa, tanto espon-
té&neamente como tras mutagénesis. Se investigd la na-
turaleza de 327 colonias blancas provenientes de 14

tratamientos con nitrosoguanidina y de 65 colonias

blancas aparecidas espont&neamente. Los resultados se

resumen en la Tabla I.

La frecuencia de colonias blancas que en medio
nuevo son capaces de desarrollar color, disminuye,
al menos en un 80%, incubando durante una semana més.
De esta forma al menos el 93.7% de las colonias blan-

cas inducidas resultan ser "petite".
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TABLA I. Clasificacidén de las colonias blancas segun su
capacidad de crecer en cajas con glicerol como fuente
de carbono (YPG).

Desarrollan ‘Clasificacibn
Col.blancas color rosa en de las blancas
probadas medio nuevo "petites" "grandes"

Esponténeas 65 4 (6.2%) 61 (93.8%) 0 (0%)
Inducidas 327 69 (21.1%) 251 (76.8%) 7 (2.1%)

Adicionalmente, pues, se utilizé la frecuencia de
aparicibn de colonias blancas en medio nutritivo como

medida de mutagenicidad.

Conviene advertir que en la presentacibn de estas
experiencias se sigue mls bien un orden l1l6gico que cro-

noldgico.

1.1. Ensayos preliminares
1.1.1. Mutagénesis en medio sdlido

La Figura 4 muestra la capacidad de un cultivo
de formar colonias en medios que contienen distintas
concentraciones de nitrosoguanidina. Se observa cier-
ta inhibicibn a partir de 1 ﬁg de nitrosoguanidina/
caja, acompafiada de un aumento del nfimero de mutantes.
En la misma figura se compara la frecuencia de mutan-
tes con la obtenida en condiciones similares en E. co-
17; puede notarse el parecido de las formas de las

curvas.
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colonias aparecidas/célula sembrada

frecuencia de mutantes

concentracidén de nitrosoguanidina (pglcaju)

Fig. 4. Capacidad de un cultivo de formar colonias en
medios que contengan distintas concentraciones de ni-
Lo . R R
trosoguanidina y frecuencia de mutantes Can apareci-
dos sembrando 4.4 x 105 (m), 6.2 x 107 (@) & 4.2 x
108 (A ) c&lulas/caja. Se compara con la frecuencia de
mutantes resistentes a la arabinosa (%) obtenidos en
condiciones similares en la estirpe SV3 de E. colz

(Ruiz Vazquez et al., 1978).
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1.1.2. Mutagénesis en tampbn

La Tabla II muestra los resultados de algunas
mutagénesis realizadas con cé&lulas suspendidas en

tampdn Tris-maleico de pH = 7.5.

TABLA II. Supervivencia y frecuencia de mutantes en tra-

tamientos con nitrosoguanidina realizados en distintas

condiciones.

Nitroso- Tiempo Agitacién Superviven- canR
'guanidina exposicién ocasional cia 3 10° super-
(ug/ml) (min) vivientes
500 10 no 0.87 21.2
100 30 no 13.8 35.6
100 30 si 0.33 12.5

20 30 si 4.78 112.0

En todos los organismos, la supervivencia y la fre-
cuencia de mutantes depende de la concentracidén del mu-
tdgeno y el tiempo de exposicifén. En bacterias, sin em-
bargo, no se habfa observado el efecto de la agitacibn
durante el tratamiento, debido quiz&s a que por su me-
nor volumen se mantienen en suspensidn durante todo el
tiempo de tratamiento. La sedimentacibén r&pida de las
células de S. cerevisiae las concentra y las hace menos
accesibles a la nitrosoguanidina, disminuyendo, por tan-
to, la letalidad y la mutagenicidad. La sedimentacifn
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introduce ademds una falta de homogeneidad entre cé&lu-
las de un mismo cultivo y, por tanto, una variacién
experimental no deseable. Se decidid pues, en adelan-

te, agitar ocasionalmente durante los tratamientos.

Con agitacién y 100 pg/ml de nitrosoguanidina la
supervivencia desciende muy répidamente; para obtener
niveles pr4cticas de supervivencia hay gque tomar inter-
valos de tiempo muy cortos, lo que es experimentalmente
dificultoso y poco fiable. Se escogib, pues, para expe-

rimentos posteriores la concentracién de 20 pg/ml.

1.1.3. Titulo de células durante el tratamiento

Ya que la accesibilidad de la nitrosoguanidina a
las células parecia tener importancia, se investigb la
influencia del nfimero de células existente en la sus-
pensidn que se estaba mutagenizando. Para ello se tra-
taron con nitrosoguanidina suspensiones de cé&lulas de
X30/3C que contenian 107, 108 y 10° células/ml respec-
tivamente, provenientes todas del mismo cultivo.

Los resultados, que se presenpan en la Figura 5
muestran que los tftulos muy altos (10° células/ml)
influyen en la letalidad. La mutagenicidad sin embar-
~go, parece depender exclusivamente de la superviven-
cia. En el caso de la aparicidén de mutantes CanR se
insinia una curva en campana cuyo maximo estaria ha-
cia el 30% de supervivencia. En cambio, la aparicidn
de blancos aumenta mondtonamente con la letalidad. ‘
Estas observaciones fueron confirmadas en experimentos

posteriores.
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En adelante, para mutagenizar se prepararon sus-
pensiones de aproximadamente 108 células/ml con lo
que se pretendib minimizar las diferencias debidas a

este factor que se pudieran encontrar.

1.1.4. Efecto de la densidad de siembra en la deteccibn

de mutantes y viables de un cultivo.

En bacterias se da el caso de gue en la deteccibn
de una serie de mutantes influye la cantidad de cé&lulas

sembradas por caja (Ruiz Vdzquez et al., 1978).

Para determinar los titulos de cé&lulas viables y
mutantes después de mutagenizar se sembraron diversas
alicuotas del cultivo, utilizando diluciones apropia-
das. Como se refleja en la Tabla III hemos constatado
que también en S. cerevisiae tiene importancia la den-
sidad de siembra, tanto para la estimacibn de la fre-
cuencia de mutacibén, como para la de la supervivencia.
A altas densidades de siembra parece haber una inhibi-
cidén del crecimiento. A muy bajas densidades la va-
rianza es tan grande que habria que sembrar un nfimero
de cajas muy alto para obtener una determinacién fia-
ble. Procuramos, por tanto, en adelante emplear facto-
res de dilucibén que nos dieran alrededor de 100 colo-

nias por caja.
1.2. Influencia del pH
Los efectos de la nitrosoguanidina en muchos or-

~ganismos dependen del ?H y de la presencia en el medio

de ciertos compuestos.
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TABLA III. Efecto de la densidad de siembra en las es-

timaciones de supervivencia y frecuencia de mutacidn.

Alicuota colonias Supervivencia Frec. mut. estimada
sembrada caja estimada (canR/106 superv.)
(ml) (%)

Siembra en medio nutritivo:

107° 1542 4 -
10-° 339 8.7 -
10”7 33.5 9.1 -
10~8 5 12.8 -

Siembra en medio minimo con canavanina:

10-! 5291 - 81
10™2 1644 - 252
1073 190 - 292

1.2.1. Letalidad a distintos pH y en distintos tampones

Se utilizaron tampones acetato y tris-maleato a
distintos valores de pH, por ser éstos los m&s frecuen-
temente usados en los tratamientos mutagénicos en bac-
terias. En ellos se resuspendieron cé&lulas procedentes
de un mismo cultivo y se afadid nitrosoguanidina. A 30
y 60 minutos se tomaron muestras que se lavaron por dos
veces y se sembraron con las diluciones adecuadas en
cajas de medio nutritivo. Los resultados estén repre-

sentados en la Figura 6. En ella llaman la atencidn dos
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Figura 6. Letalidad producidas por tratamientos de 30
minutos (a) y 60 minutos (b), con nitrosoguanidina,

en tampdén acetato (%), en tampdn tris-maleato (@), o
en tampbn citrato-tris-maleato (A).
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hechos: la diferencia de letalidad en los dos tampones,
claramente visible a pH 5.5, y que las mds altas super-
vivencias se den a pH extremos. Ambos hechos se acen-

tGan cuando el tiempo de tratamiento es mds largo.

En la misma figura se representan también los re-
sultados de un experimento similar pero utilizando un
solo tampbdn citrato-tris-maleato qgue abarca todo el
intervalo de pH estudiado. Con &l se confirma lo ex-

puesto.

La molaridad de cada uno de los componentes de
cada tampbdn es la misma a los distintos pH. No asi su
estado de ionizacibn, que depende del pH. Por tanto,
el que la nitrosoguanidina mate m&s o menos a un pH
determinado podria achacarse bien directamente a la
concentracién de H' o bien a la fuerza ibnica del tam-

pbn a ese pH.

Las diferencias observadas entre los tampones a
un mismo pH podrian ser debidas a diferencias en la
fuerza ibnica o a la naturaleza de las sustancias tam-

ponantes.

1.2.2. Letalidad y mutagenicidad en funcién del pH

Se realizaron experimentos més detallados en
tampbn tris-maleato a pH 5.5, 6.5, 7.8 y 8.5, estudian-
do simult8neamente letalidad y mutagenicidad (Fig. 7).
A los pH intermedios, 6 y 7.8, se vuelven a encontrar
tipos de curvas diferentes para la aparicidn de mutan-

tes Can® y blancos, como en el apartado 1.1.3. La fre-
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cuencia mixima de mutantes CanR aparece a los 10 &
15 minutos de tratamiento. Sin embargo, la induccibn
de blancos aumenta monStonamente durante los prime-
ros 20 6 30 minutos de tratamiento y parece estacio-

narse cuando la frecuencia es cercana al 100%.

Aparentemente no se encuentra el mismo resultado
a los pH extremos 5 y 8.5, pero la diferencia desapa-
rece si se representa la frecuencia de mutantes en fun-
cibn de la supervivencia (Fig. 8). Para ambos tipos
de mutantes se cumple que su aparicibén en menor o ma-
yor cantidad depende exclusivamente de la superviven-

cia.

Aunque serd mis ampliamente comentado en la Dis-
cusibén, se puede adelantar que la forma de campana de
la curva de frecuencia de mutantes CanR se achaca a
la existencia en el cultivo expuesto a la nitrosogua-
nidina de subpoblaciones celulares de distinta suscep-
tibilidad a ser mutagenizadas y muertas por nitroso-
~guanidina. A dosis bajas observamos la respuesta de
las poblaciones mé&s sensibles, en las que la nitroso-
~guanidina induce muchos mutantes. A dosis mayores se
va exterminando a estas poblaciones ms sensibles y,

consecuentemente, la frecuencia de mutantes disminuye.

1.3. Efecto de la incubacidén tras el tratamiento con
nitrosoguanidina en la expresidén de las mutacio-

nes

Kaudewitz (1955) encontrd que la frecuencia de

revertientes inducidos por luz ultravioleta en una
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estirpe aux6trofa para la lisina de S. typhimurium

era mayor si se les permitia crecer varias genera-

ciones antes de sembrar en medio selectivo. El mis-
mo efecto se ha encontrado en otros organismos.

Se prepararon cultivos en medio nutritivo y
medio minimo, se trataron con nitrosoguanidina, se
resuspendieron en el mismo medio del que procedian
y se incubaron durante unas 24 horas con aireacibn.
A los tiempos que se sefialan en la Figura 9 se to-
maron muestras para estimar el nfimero de cé&lulas
viables y la frecuencia de mutantes. Ademis se hi-
cieron diluciones a medio fresco en los momentos

que indican las flechas.

Como cabria esperar, el crecimiento tras la ex-
posicifén a nitrosoguanidina es mis lento en medio mi-
nimo que en medio nutritivo, y es particularmente
lento tras el tratamiento més severo.

La frecuencia de mutantes CanR aumenta a medida
que transcurre el tiempo de recrecimiento y alcanza
un mé&ximo, que se mantiene durante el resto del ex-
perimento, incluso tras dilucién en medio fresco,

donde el crecimiento es mé&s activo.

El recrecimiento tiene un inconveniente: nunca
se puede estar seguro de que dos mutantes se han ori-
~ginado independientemente. Para evitar este efecto,
en general no se han recrecido las células antes de
sembrarlas en medio selectivo, salvo en algunas oca-
siones, convenientemente indicadas en el texto.



Figura 9. Efecto de la incubacibn tras el tratamiento
con nitrosoguanidina en la expresibn de las mutacio-
nes. En los casos a y b la dosis del mut&geno fue de
20 pg/ml durante 15 minutos que di6 lugar a una su-
pervivencia de 89 y 87% respectivamente; en el caso c
fue de 100 pg/ml durante 30 minutos y did una supervi-
vencia de un 2.5%. A los distintos fiempos se estima-
ron las células viables/ml (®,0), la frecuencia de
mutantes CanR (®@ ,0) vy la de mutantes blancos (A ,4).
Los signos llenos indican que el recrecimiento se rea-
1iz6 en medio nutritivo; los vacios, que se hizo en
medio minimo. Las flechas indican los momentos en los
que se diluyé a medio fresco; (---) indica la evolu-
cién del n® de células viables y de las frecuencias

de mutantes en estas diluciones.



100

3
blancos/102 viables

recrecimiento (h)

@ (bl )
n (m}
‘QO 8 \. \\. ﬂ\\
. / -
. /7 o m
L el :
\l 17100 r":oo
€ 1078 ! ‘ ' 0 0
” m \\ m L4 \\
3 ooz ! P (h—0-0.n—0
+ \\ m\\ - .“ \b
106} F \ /
1420 Y
s/
Y
10°
1000 I..I|u|.u|Hh.H|N|I|Hn @AOIO —====8
® i\
3 TTv-a
>
2
c
o
w
®
\ )
dO* L 1 A A A i I A A A 4 i 4 4 i
8 20 24 4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 pIA



-33-

La frecuencia de mutantes blancos se mantiene
aproximadamente igual durante el recrecimiento. Tén-
~gase en cuenta que el medio donde se detecta este

tipo de mutantes no es selectivo.

1.4. Influencia del estado fistolbgico del cultivo

Actualmente se acepta que la nitrosoguanidina
ejerce su accibn preferentemente en las regiones cro-
mosfémicas que se encuentran en replicacibén. Es, por
tanto, 1l6gico pensar que las mis altas frecuencias
de mutantes deben obtenerse tratando cultivos en fa-
se exponencial de crecimiento y de hecho asf ocurre
en E. colit (Adelberg et al., 1965).

1.4.1. Letalidad y mutagenicidad en cé&lulas hambrien-

tas

Con estos experimentos se tratd de investigar
la capacidad de la nitrosoguanidina de matar y mutar
células de 5. cerevisiae que han estado suspendidas
durante un cierto tiempo en un medio carente de nu-

trientes.

Como experiencia previa se recogieron por centri-
fugacidn las células de un cultivo. La mitad de ellas
se resuspendieron en medio minimo sin fuente de nitré-
‘geno (¥CB) y la otra mitad en tampbn tris-maleato. Se
incubaron a 30°C con aireacib6n. A distintos tiempos
se tomaron alicuotas de ambos y se sembraron en medio

nutritivo para contar wviables. Los resultados se pre-
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sentan en la Figura 10. Tanto en YCB como en tampén
se aprecia un cese del crecimiento y al final, in-
cluso un descenso en el nfmero de células viables.
Para los experimentos posteriores se decidib incu-

bar las cé&lulas durante 2 horas y en tampén.

Se tomd un culfivo y se dividid en dos partes
que se centrifugaron. Las células de cada uno se re-
suspendierdn en medio nutritivo y en tampbdn respec-
tivamente y se incubaron durante 2 horas con airea-
cién a 30°C. Transcurrido este tiempo se recogieron
las células por centrifugacibén y se resuspendieron
en tampén tris-maleato de pH 7.8 al que se anadib
nitrosoguanidina. Se tomaron alicuotas a distintos
tiempos y se sembraron en los medios correspondien-
tes para estimar la frecuencia de viables y la de mu-

tantes.

Se realizaron dos experimentos de este tipo cuyos
datos damos por separado ya que los titulos de células
durante la mutagénesis fueron diferentes: 5 x 107 en
el experimento 1, y 2 x 108 en el experimento 2. Los
resultados aparecen en la Tabla IV y la Figura 11l.

El crecimiento en medio nutritivo durante el pretrata-
miento fue mayor que en tampbdn, como era de esperar.
Aunque la letalidad no fue la misma en ambos experi-
mentos, las frecuencias de mutantes se solapan cuando
se representan frente a la supervivencia, dando lugar
a las curvas ya comentadas en apartados anteriores.

Se concluye que la carencia de nutrientes no afecta

a las frecuencias de mutantes.
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Figura 10. Crecimiento de cé&lulas suspendidas en tam-
pén (®) y en YCB, medio minimo sin fuente de nitré6-

'geno (®). La flecha indica el momento de la transfe-

rencia de células que crecifian en medio nutritivo (%) .



100

supervivencia (%)

-t
o

80
s 60
! > -
a) ™ _2’_,
a ! \ 0
/ \ [}
/m \ >
o / a\ 440 ‘DQ
exp.2 \ >~
® g xp / [ ] o \ Q:C
- .\\ o g
‘®
HII \\\ .
i S 100
®
°
exp.! /g u
o ’ 475 @
’ o
p o
/ >
/ (o]
4 450 2
/ -
()
™ o g
;s " c
/’ 425 3
;.
é (&)
n
4 1 1 ] A
15 30 LS 60 100 10 1

t de tratamiento (min)

Figura 11. Letalidad y mutagenicidad producida por

supervivencia(%)

nitrosoguanidina en células que han sido preincuba-
das en medio nutritivo (@ ,A) o en tampén (O ,A).



-37-

TABLA IV. Evolucidn del nidmero de células viables du-

rante la incubacidén previa al tratamiento con nitro-

soguanidina.
N2de células/ml
Experimento Medio t=0 t=2h
1 tampén 5.2x107 7.5x107
medio nutritivo 2.3x107 4.5x107
2 tampén 1.53x108 2.2x108
medio nutritivo 8.9 x107 2.2x108

1.4.2. Letalidad y mutagenicidad en cé&lulas proceden-
tes de distintas fases del crecimiento de un

cultivo

Un cultivo que habifa estado creciendo durante una
noche en medio nutritivo, y que tenfa 3 x 108 células/
ml, se dividib en tres partes: A, By C. A se tratd
inmediatamente con nitrosoguanidina; se consider6 que
sus células estaban en estado estacionario temprano.

B se diluy® con medio nutritivo hasta una concentracibn
de 4 x 106 cé&lulas/ml, se incubd a 30°C con aireacidn
durante el tiempo preciso para observar un aumento de
ocho veces en el nfimero de cé&lulas medido por conteo

en cimara Petroff-Hausser, y se tratd con nitrosogua-
nidina. Se consider® que las células de B estaban,en

el momento del tratamiento, en plenafase exponencial.
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C se siguib incubando durante 24 horas m&s para que
alcanzara la fase estacionaria tardia antes de tra-

tar con nitrosoguanidina.

Los resultados (Fig. 12) indican que no hay
diferencias apreciables en la letalidad
producida por nitrosoguanidina entre los tres tipos
de células. Tampoco la hay en la aparicién de mutan-
tes blancos. Sin embargo, y al contrario de lo que
se esperaba, se obtuvieron muchos menos mutantes
CanR en el cultivo exponencial que en los cultivos
estacionarios. Como explicacifén de este sorprendente
resultado se pens6 que la diferencia entre los tres
cultivos podria no estar en la induccibdn de mutacio-
nes, sino en su expresibn, y se realiz6 el siguiente
experimento para comprobarlo.

Un cultivo en medio nutritivo se diluy6 en me-
dio fresco hasta una concentracién aproximada de 107
células/ml. El crecimiento del cultivo est& represen-
tado en la Figura 13. En los momentos sefialados se
tomaron alicuotas que se trataron con nitrosoguanidi-
na. Se determinaron las frecuencias de mutantes des-
pués de los tratamientos y tras 24 horas de incubacibn

en medio nutritivo a 30°C con aireacibn.

Los resultados (Fig. 14) muestran que, efectiva-
mente, hay diferencias en la expresibén de las mutacio-
nes entre las células en fase exponencial y las que

estin en fase estacionaria.
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2. COMUTACION

Con esta serie de experimentos se trat6 de com-
probar si en S. cerevisiae se da, como en otros or-
~ganismos, el fenbmeno de la comutacibn. Para ello se

hicieron dos tipos de estudios:

1. Induccibn simult&nea de mutaciones en genes
que esté&n muy prdximos.

De entre los grupos de genes pr6ximos que se Co-
nocen elegimos dos, el grupo khisd (3 genes) y el par
adel - edel5, porque sus mutantes son flcilmente se-
leccionables y las cepas adecuadas para estos experi-

mentos eran bastante accesibles.

2. Localizacibén en el genomio de mutaciones ter-
mosensibles inducidas al mismo tiempo que otra cuyo
fenotipo sea seleccionable. Para este apartado se eli-
'gibé la resistencia a canavanina, porque este fenotipo

se asocia univocamente a mutaciones en el gen canl.

2.1. Sistema his4

Los mutantes Zts4(C son aux6trofos para la histi-
dina por ser incapaces de realizar la conversibn de
histidinol en histidina; son por tanto His"Hol-. Si
se diera comutacibn, se esperaria que entre los rever-
tientes His4Ct se encontraran mutaciones en hisd4d o .
hisdB, contiguos a his4C. Los revertientes His4C' se-
rian prot6trofos. Los dobles mutantes His4Ct His4A~
o His4c' His4B~ serfan auxbtrofos para histidina o
histidinol (His~ Hol').
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2.1.1. Comprobacibén del genotipo de las cepas

Ademis de la comprobacibén rutinaria de fenotipo
que se realizd a todas las cepas, en este caso se es-
timdé conveniente asegurarse de la presencia del alelo
BOLI-1,indispensable para la utilizacidén de histidinol.
Para ello realizamos los cruzamientos descritos en la
Tabla V siguiendo el protocolo 5.1. de Materiales y
Métodos. Los diploides se seleccionaron en medio mi-
nimo, en el que no crecen los parentales y, a conti-
nuacibn, se esporularon. En la Tabla V se muestran
los resultados de los correspondientes anflisis de
tétradas.

La presencia del alelo HOLI-1 en las cepas His4C~™
estudiadas queda demostrada por la aparicidn de re-
combinantes His™ holt, por su frecuencia y por las
frecuencias relativas de los tres tipos de segrega-
ciones (Tabla VI).

" 2.1.2. Reversibn de la mutacibn his4(C y blsqueda de

comutantes

Nos interesaba trabajar con un mutante his4(C
que revirtiera bien con nitrosoguanidina. Para reco-
nocerlo, se extendieron unas 107 células de cada una
de las cepas portadoras de mutaciones his4C en cajas
de medio minimo, se colocaron unos cristales de nitro-
soguanidina en el centro de las cajas y se incubaron
durante 4 dias a 30°C. Se seleccionb la cepa 4828~2B
por presentar el mejor halo de colonias protbtrofas.
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TABLA V. Comprobacién de la presencia del alelo HOLI-1

en varias cepas Hisd(C™.

N2 de tétradas

Total Segregacidn Ascosporas
Cruzamiento* estudiadas Hol~-:Hol?t recombinagtes
1:1 3:1 4:0 His"Hol
2/28
0 5/36
11 5 6 0 1/44
x - 4828-8C D286-2A
Cruzamiento 1: X
o hisdC-290 (HOL1-1? = a adel hisl
4829-2B ' D286-2A
Cruzamiento 2: X
| « #is4C-280 (HOL1-1? a adel hisl
4832-5D D273-11A
Cruzamiento 3: | X
| a hisd(C-564 (HOL1-17? o adel hisl
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TABLA VI. Segregaciones esperadas en los cruzamientos
de la Tabla V.

Proporcibn relativa Proporcidn de recom-

de segregaciones binantes His™ Hol't
Hol~ : Holt
1:1 3:1 4:0
En presen-
cia de ' :
HOL1-1 16 12 1 1/8

En ausencia
de HOL1-1 1 4 1 0

Se tratd con nitrosoguanidina durante 45 minutos
un cultivo de la cepa 4829-2B que contenfa 108 célu-
las/ml, segflin se describe en Materiales y Métodos,
apartado 4.2. Después del tratamiento y los lavados
correspondientes, la suspensibn de cé&lulas se concen-
tr6 diez veces. Se sembraron cajas que contenian his-
tidinol y cajas de medio nutritivo para estimar la
frecuencia de revertientes Holt y de viables, respec-

tivamente.

La frecuencia de revertientes espont&neos Hol%t
resultd ser 2 x 1078; la inducida por nitrosoguanidi-
na en este experimento fue 135 x 10=8, a una supervi-
vencia del 32.5%.

Se probb6 el crecimiento de 2200 colonias rever-

tientes Hol+, aparecidas tras el tratamiento mutagé-
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nico, en cajas de medio minimo y medio minimo con
histidina, que se incubaron durante 4 dias a 30°C;
224 colonias crecieron cualitativamente peor en me-
dio minimo. No se encontrd ninguné que no creciera
en absoluto en este medio. La inmensa mayoria de
estas 224 colonias crecieron, al ser probadas de
nuevo, igual de mal en medio minimo que en medio
minimo con histidinol por lo que dedujimos que

eran simplemente revertientes imperfectos. S6lo que-
daron 5 colonias como posibles comutantes His™ Hol*t.
Entre ellas se seleccionaron dos que llamaremos en
adelante mutante 1 y mutante 2 y se estudid cuanti-
tativamente su crecimiento como se describe a conti-

nuacién.

Se prepararon cultivos en medio minimo liquido
con histidina de las cepas 4829-2B, S288C, mutante 1
y mutante 2. Se incubaron con aireacién durante toda
la noche a 30°C. A la mafiana siguiente cada cultivo
se dividi6 en tres partes, que se centrifugaron y
resuspendieron, una en medio minimo, otra en medio
minimo con histidinol y otra en medio minimo con his-
tidina. Cada cierto tiempo se estimd el nGmero de cé-
lulas de los cultivos con ayuda de la c&mara Petroff-
Hausser (Fig. 15). Los mutantes 1 y 2 crecen igual en
medio minimo con y sin histidinol por lo que se les
puede clasificar como revertientes imperfectos pero

no como comutantes His~ Holt.

Ademds de los 2200 revertientes Holl menciona-
dos, se analizaron otros 15000 provenientes de m&s
de 10 tratamientos mutagénicos similares al descrito.

En ningfin caso se obtuvieron comutantes His™ Holt.
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2.1.3. Naturaleza de la reversib6n

Se quiso comprobar si los revertientes Holt aqui
estudiados lo eran por reversibn verdadera de la mu-
tacién o por supresibén. lLa prueba consistid en anali-
zar las ascosporas del cruzamiento de revertientes
Holt por una cepa prot6trofa para la histidina. Si
los revertientes llevan una mutacibn supresora no li-
~gada a his4, el 25% de las esporas serian de fenotipo

His—.

Se cruzaron 5 revertientes Hol' por la cepa
XJ6/4B, de genotipo a leul canl. De cada cruzamiento
se seleccionaron por micromanipulacién 5 cigotos a
los que seguidamente se hizo esporular. Tras la rotu-
ra de ascas, las esporas se seleccionaron en medio
minimo que contenia canavanina e histidina. Se probd
la capacidad de crecer en medio minimo de 100 espo-
ras por cada cruzamiento. Todas ellas resultaron ser
Hist. Por tanto, la reversibn Hol* a Holt se ha produ-
cido en el mismo gen his4(C o en un lugar muy proéximo

a 8l.

2.2. Sistema cedelb—adel

Este estudio se inicia con el tratamiento con ni-
trosoguanidina de una cepa portadora de una mutacién
edel5 de fenotipo termosensible. Como cdels y adel
estén muy préximos en el mapa genético, si se diera
comutaciébn, la frecuencia de colonias de color rosa
(adel principalmente) entre los revertientes seleccio-

nados a 37°C serfa mayor que la esperada por azar.
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2.2.1. Seleccién de una cepa con el genotipo adecuado

Se disponfa de la cepa 17-17, gque lleva una muta-
cién edels5, pero también mutaciones en adel y ade2,
no deseables para estos experimentos. Se procedib, pues,
a la obtencibén de una cepa de genotipo adecuado. Para
ello se cruz6 17-17 por S288C canR. Se seleccionaron
por micromanipulacidén 5 cigotos que, a continuacibn,
se esporularon. Tras la rotura de ascas, las esporas
se sembraron en cajas de medio minimo con canavanina
y se incubaron durante 5 dfas a 22°C. Se determind el
~genotipo de 50 colonias aparecidas en este medio y se
selecciond para los experimentos posteriores una CO-
lonia de genotipo o edels-1 canl, a la que se denomi-
né LC103.

2.2.2. Distancia entre edel5 y adel

Mortimer y Hawthorne (1973) encontraron que la
distancia entre edel5 y adel debia ser muy pequeiia,
pues al analizar 30 tétradas procedentes de un cru-
zamiento de una cepa adel cedel5 con un silvestre

encontraron que todas eran ditipos parentales.

Con los experimentos que se describen a conti-
nuacibén se pretendibé establecer la frecuencia de re-
combinacifén entre estos dos genes. Para ello se siguie-

ron dos métodos:

2.2.2.1. An8lisis de tétradas

Se cruzaron las cepas D286-2A (a adel hisl) ¥y
1LC103 (a edel15-1 canl). Los diploides se selecciona-
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ron sembrando la mezcla conjugante en cajas con me-
dio minimo e incub&dndolas a 37°C. Se indujo la espo-
rulacién de tres de las colonias diploides y se mi-

cromanipularon y analizaron 38 tétradas (Tabla VII).

Como se esperaba, todos los genes, excepto edels
y adel, son independientes. Al no haber encontrado
ninguna tétrada que contenga esporas recombinantes
edel5 adel no se puede determinar la frecuencia de
recombinacién. Sin embargo, se puede estimar que la
frecuencia R de tétradas con esporas recombinantes
(tetratipos y ditipos recombinantes) es menor de
ﬁ_%;§%§z con una probabilidad del 95% (Spiegel,1969)
siendoN eltamafio de la muestra (68, acumulando los da-
tos de Mortimer y Hawthorne y los obtenidos en esta
Tesis). Como ademis, R debe ser mayor que la frecuen-
cia de recombinacidn, se puede estimar que la. fre-
cuencia de recombinacidn tiene una probabilidad de mis
del 95% de ser menor de 5,5%.

TABLA VII. Andlisis de tétradas del cruzamiento D286-2A
x LC103. '

Tipo de asca
Ditipo Ditipo

Par de genes Parental Recombinante Tetratipo
adel ecdel$ 38 0 : 0
adel hisl 7 28
adel canl 5 25
edelb canl 5 10 23
hisl canl 7 3 28
hisl edels 8 3 27
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2.2.2.2, Anédlisis de esporas en masa

Del mismo diploide D286-2A/1.C103 se analizaron
esporas en masa. Una vez rotas las ascas, se sembra-
ron en cajas con medio minimo con histidina, adenina
y canavanina y se incubaron a 22°C. El 57.4% de las
colonias aparecidas eran de colbr rosa siguiendo la
segregacibn esperada de adel. De 196 colonias de co-
lor rosa, 6 resultaron ser termosensibles. Podemos,
pues, estimar la frecuencia de recombinacidén en un
3.2% y acotarla entre un 1.11% y un 6.42% con un in-
tervalo de confianza del 95% (Rohlf y Sokal, 1969).

2.2.3. Capacidad de deteccién de colonias rosas entre

colonias blancas

Con este experimento se pretendid estudiar 1la
capacidad de detectar colonias blancas. Para ello se
sembré un nfmero fijo de mutantes rosas (20 aproxima-
damente) y distintos nfimeros (102 a 10%) de células
blancas.

Como cepa de color blanco se utilizb S$288C canR;
como cepa rosa, X30/3C. Se inocularon sendos medios
nutritivos liquidos con cada una de las cepas y se in-
cubaron durante la noche a 30°C con aireacibn. Se hi-
cieron las diluciones apropiadas de cada uno de 1los
cultivos. El Gltimo tubo de dilucibén fue comfin para
los dos. Con &1 se sembraron cajas de medio nutritivo
y de medio minimo con histidina y adenina, que se in-
cubaron durante 6 dias. En las placas en la que la
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densidad de siembra era muy alta, las colonias se
contaron con la ayuda de una lupa binocular NIKON
SMZ-6.

La Figura 16 muestra la detectabilidad de las
colonias rosas en medio nutritivo; los resultados

en medio minimo fueron similares.

2.2.4. Induccibn por nitrosoguanidina de mutantes

rosas en la cepa LC1l03

Se centrifugaron células LC103 que habfan esta-
do creciendo en medio nutritivo liquido, se resuspen-
dieron en tampdn tris-maleato de pH 7.8 y se trataron
con 20 pg/ml de nitrosoguanidina durante 30 minutos.
Después de lavar las cé&lulas por dos veces con agua
estéril, se sembraron en cajas de medio nutritivo
para estimar la letalidad. Para estimar las frecuen-
cias de reversibn a Cdcl5% y de aparicibén de colonias
rosas, se sembraron, ademis, 40 cajas de medio minimo
con adenina, la mitad‘de las cuales se incubaron a
37°C y el resto a 22°C. Dada la alta densidad de siem-
bra, las colonias rosas se contaron con la ayuda de
una lupa binocular NIKON SMZ-6. La Tabla VIII presen-
ta los resultados de tres experimentos de este tipo.

Entre 771 revertientes Cdcl5t aparecidos espont§-

neamente no se encontrd ninguno rosa.
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Para determinar si las frecuencias de mutantes
rosas entre los supervivientes y entre los revertien-
tes Cdct son distintas se realizé un test de diferen-
cia de proporciones aplicando la transformaci6n arco-
seno (Sokal y Rohlf, 1969) mediante la f6rmula:

arcsen \/51 - arcsen \ p2

1 1
\/820.8 (i'lT + rﬁ)

donde pl es la proporéién muestral de rosas entre su-

ts=

pervivientes, p2 es la proporcibén muestral de rosas
entre revertientes, nl es el tamano muestral de los
supervivientes y n2 es el tamafio muestral de los re-
vertientes.

Haciendo los cdlculos, tg resulta ser 0.82 que
es muy inferior al valor critico del 95%. Esto quie-
re decir que no hay diferencia significativa entre
ambas muestras. Por tanto, no se observa comutacidn

entre cdelb y adel.

2.2.5. Iﬁduccién por nitrosoguanidina de mutantes ro-

sas en la cepa S288C canR

Los genes que, al ser mutados, dan lugar a fe-
notipo rosa son s6lo dos: adel y ade2. Podria pare-
cer sorprendente la alta frecuencia (1/575, aproxima-
damente) de colonias rosas que aéarecen después de
tratar con nitrosoguanidina la cepa LC103. En conse-
cuencia, se investigd la aparicién de este tipo de
mutantes en la cepa protdtrofa S288C canR, siguiendo
el mismo protocolo que con la cepa LC103, excepto
que todas las cajas se incubaron a 30°C. La supervi-
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vencia fue del 15.8% y se obtuvo una frecuencia co-
rregida de colonias rosas de 1/645. La frecuencia
de induccibn y deteccibn de mutantes rosas no es
afectada, por tanto, por la presencia de la muta-
cibn edels.

2.3. Localizacidn en el genomio de mutaciones indu-

ectdas simultdneamente

Se cree que en casi todos los genes pueden
ocurrir mutaciones que produzcan un fenotipo termo-
sensible, es decir, mutaciones que hagan que las
cepas que las lleven crezcan a temperatura baja
(22°C) pero no a temperatura alta (37°C) (Edgar y
Lielausis, 1964). ‘

En los experimentos que se van a comentar a
continuacibn se trataron células de S. cerevisiae
con nitrosoguanidina, se aislaron dobles mutantes
resistentes a la canavanina y termosensibles (CanR
Ts) y se localizaron por recombinacibn mitbtica y
meibética las mutaciones tss, responsables del feno-
tipo Ts. Si las mutaciones inducidas por nitroso-
~guanidina afectan a genes en replicacibén, se espe-
ra descubrir cufntos puntos de replicacibén simul-
tdneos al que replica al gen canl existen en el ge-

nomio de S. cerevisiae y dbnde se localizan.

2.3.1. Aislamiento de mutantes CanRTs

Se trataron con nitrosoguanidina células de la
cepa X30/3C, cultivadas en medio nutritivo, e inme-
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diatamente se sembraron en cajas de medio minimo que
contenian canavanina que se incubaron a 22°C. Las co-
lonias que aparecieron en estas cajas se trasplanta-
ron a dos cajas de medio minimo que se incubaron a
37°C y 22°C, respectivamente. De este modo, entre
unas 1000 colonias probadas, se encontraron 91 mutan-
tes %ermosensibles que se denominaron LC1 a LC9l.
Llamamos provisionalmente tsslI a tss91 a las muta-

ciones correspondientes.

Para asegurarse de que las mutaciones que confie-
ren resistencia a la canavanina a las cepas LCl a
LC91 estén en el gen canl, se cruzaron 20 de estas
cepas por F1ll1l, portadora de la mutacibén canl-1. Los
diploides se seleccionaron sembrando la mezcla conju-
~gante en medio minimo. Todos los diploides crecieron
en medio con canavanina, por lo que se concluy6 que

las mutaciones Can® obtenidas est4n en el gen canl.

2.3.2, Localizacibén en el genomio de las mutaciones

tss

Se cruzaron las cepas LC1l a LC91 por F4. Los di-
ploides LC1/F4 a LC91/F4 se seleccionaron sembrando
la mezcla conjugante en medio minimo. Todos los diploi-
des crecieron a 37°C en cajas de medio minimo, por lo
que se concluyd que todas las mutaciones tss son rece-

sivas.

Entre estos diploides se seleccionaron recombi-
nantes mit6ticos canl/canl sembréndolos en cajas de
medio minimo con 180 ug canavanina/ml. La frecuencia

espontinea de aparicibén de colonias CanR fue de 5 x 107",
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R
Puesto que la frecuencia esponténea de mutantes Can
es de 1 x 1076, se presume que s6lo una de cada qui-
nientas colonias CanR asi obtenidas es el resultado

de homogigotizacibén por mutacibén esponténea.

Algunas colonias canl/canl se trasplantaron a
cajas de medio minimo que se incubaron a 37°C para
averiguar si también eran homocigbticas para tss. Si
la mutacibdn tss estuviera en el mismo brazo cromos6-
mico que canl, la recombinacibén mitética podria ori-
~ginar células homocigbticas para ambos genes a la

vez.

De los 91 diploides LC1/F4 a LC91/F4, s6lo 23
dieron lugar a colonias de fenotipo CanRTs, con las
frecuencias presentadas en la Tabla IX y en la Figu-
ra 17, Los datos indican que las mutaciones tss se
agrupan en dos bloques: las muy ligadas a canl, con
més del 90% de Ts entre los CanR, y otras més leja-
nas, con porcentajes de Ts entre los canR no signi-

ficativamente distintos de 12%.

Con el fin de comprobar estos resultados, se hi-
z0 esporular a los 23 diploides cuyas mutaciones canl
y tss pueden aparecer simultineamente. Se selecciona-
ron las esporas en medio minimo con canavanina, ade-
nina, histidina y treonina y se estudiaron s&lo colo-
nias de color rosa (Ade2”), para estar seguros de que
eran haploides. La Tabla IX muestra la frecuencia de
recombinacidn meibtica entre las mutaciones tss y canl.
Aqui tambi&én se obtienen dos grupos de mutantes tss:

los ligados y los independientes de canl.



-59-~

TABLA IX. Ligamiento mitético y recombinacidn meidtica
entre las mutaciones tss y canl de las cepas LC1 a LCI1.
El ligamiento mitdtico es la proporcidén de colontas di-

R que son también Ts; sblo se indican las

ploides Can

cepas en que el resultado fue distinto de cero. La recom-
. . . . . 2 kR

binacidén meidtica es la proporcidn de ascosporas Can  que

no son Ts.

Ligamiento mit6tico ' Recombinacibn

Cepa % Limites confianza % Lfmites confianza
LC1 13.5 8.7 - 18.4 58 47.7 - 67.8
LC2 13.6 8.7 - 18.4 40 30.3 - 50.3
LC3 7 3.8 - 11.5 36 26.6 — 46.2
LC4 100 96.4 - 100 16 9.4 - 24.7
LCé6 99 96.4 - 99.8 13 5.6 - 34.7
LC8 7 2.9 - 13.9 50 39.8 - 60.2
LC9 7.1 2.9 - 13.9 19 7.7 - 38.6
LC17 1.5 0.02- 8.9 48.5 37.9 - 58.2
LC19 13.0 2.5 - 31.3 42 28.2 - 56.8
LC20 18.5 6.8 — 40.7 41 31.5 - 76.9
LC25 8.6 2.8 - 20.5 44, 30.0 - 58.7
LC27 8.3 2.1 - 26.5 51 ° 43.9 - 58.1
LC33 12.5 6.4 - 20.0 51 40.8 - 61.1
LC40 1 0.02- 5.5 38.5 22.7 - 59.4
LC48 94 83.4 - 98.7 10 3.3 - 21.8
LC56 6.4 2.3 - 12.6 46 31.8 - 60.7
LC59 12 4.5 - 24.3 -

LC69 6 1.3 - 16.6 48 37.9 - 58.2
LC70 4 0.5 - 13.7 48 33.7 - 62.8
LC71 10 3.3 - 21.9 42 32.2 - 52.3
LC80 22 11.5 - 35.9 30 6.7 - 65.2
LC90 100 92.9 - 100 19 11.9 - 28.1

LCI1 100 92.9 - 100 14 0.3 - 44.5
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Figura 17. Distribucién de los mutantes Zss segln
la frecuencia de cohomocigotizacidén de la mutacidn

tss respectiva con canl.(Z)representa a tssl,(:>
a tss2, etc. No aparecen aquellos cuya frecuencia

de cohomocigotizacién fué cero.
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2.3.3. Complementacidén entre mutantes tss

Entre las esporas provenientes de los 23 diploi-
des IL/F4 estudiados en el apartado anterior, se selec-
cionaron dos por cepa que tuvieran los fenotipos
a Ade” Thr~ y a Ade™ His™ Ts, respectivamente. La con-
jugacibn entre todos ellos se llevd a cabo como se des-

cribe en Materiales y Mé&todos, apartado 6.2.

3. ESTIMACION DEL NUMERO DE GENES DE S. CEREVISIAE

En S. cerevisiae se conocen bastante bien las ru-
tas biosintéticas de amino&cidos y bases, las enzimas
que intervienen y los genes que las determinan. Sin
embargo se conocen muy pocos genes de los muchos que
debe haber para determinar las proteinas indispensa-

bles de la cé&lula.

Llamamos termosensibles auxdtrofos a aquellos mu-
tantes termosensibles en medio minimo pero capaces de
crecer a temperatura restrictiva en medio nutritivo.
Termosensibles generales son, por el contrario, los
que no crecen a temperatura restrictiva, sea cual sea

el medio.

Esta parte del trabajo se propone estimar el nfi-
mero de genes de S. cerevisiae a partir de la propor-
ci6én de mutantes termosensibles obtenidos tras trata-
miento con nitrosoguanidina que son termosensibles

auxdbtrofos.

Se aplicd también el mismo método a Escherichia

coli, cuyo genomio es mucho mi&s y mejor conocido.
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3.1. AZislamiento de termosensibles en S. cerevisiae Yy

earacterizacidébn de los termosensibles auxdtrofos

Se cultivbd la cepa S288C en medio nutritivo 1i-
quido a 37°C para evitar la aparicién de termosensi-
bles esponténeos; se lavaron y resuspendieron sus cé-
lulas en tampb6n tris-maleato (pH 7.5) y se afiadid ni-
trosoguanidina a una concentracibén final de 100 ug/ml.
Después de 30 minutos de tratamiento, las células se
lavaron dos veces y se resuspendieron en medio nﬁtri-
tivo liquido. Se cultivaron a 22°C con aireacidén du-~
rante 4 horas, que corresponden a dos generaciones,

Yy se sembraron en cajas de medio minimo que se mantu-
vieron a 22°C durante tres dias. Las colonias obteni-
das fueron trasplantadas con palillos de dientes esté-
riles a 2 cajas de medio minimo que se incubaron a 37°C
Yy a 22°C, respectivamente. Las colonias que no crecie-
ron a 37°C se clasificaron como termosensibles. Para
detectar los termosensibles auxdtrofos, se trasplan-
taron los termosensibles a dos cajas de medio nutri-
tivo, que se incubaron a 37 y a 22°C, respectivamente.

Este experimento se realizé tres veces en la for-
ma descrita y dos veces sustituyendo el medio nutriti-
vo liquido por medio minimo liquido. En la primera
versibn sobrevivieron el 13.6% de las cé&lulas trata-
das y resultaron termosensibles el 1% de los sobre-
vivientes; en la segunda el 29% y el 0.5%, respecti-
vamente. Los resultados globales de bfisqueda de termo-
sensibles y termosensibles auxbtrofos aparecen en la
Tabla X.
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TABLA X. Resultados de la bisqueda y caracterizacidn

de mutantes termosensibles y termosensibles auxdtro-

fos.

S. cerevisiae E. colz
Supervivientes
ensayados . 13470 13500
Termosensibles 146 52
Termosensibles
auxdtrofos 17 14
Termosensibles auxétro-
fos caracterizados 3 8

Los termosensibles aux6trofos se caracterizan co-
mo se indica en el apartado 5.1. de Métodos, incubando
las cajas a 37°C. De esta forma se identific6 uno que
requeria aspartato, otro lisina y otro metionina. Los
dem&s crecieron dudosamente o nada en las cajas con

los suplementos.

3.2. Aislamiento de termosensibles en E. coli y carac-—

terizacidbn de los termosensibles auxdtrofos

La estirpe bacteriana usada fue E. colz B/5, pro-
t6trofa, derivada de E. coli B de L. Gorini.

Se inocul6 medio minimo 1iquido (tampbn tris-
sales y 2% de glucosa) con una colonia bacteriana
y se incubb a 42°C con aireacibén hasta fase estacio-
naria. A continuacién se diluyd 1:50 en medio nuevo

y se dejd crecer hasta una concentracibn aproximada
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de 108 bacterias/ml, tomando medidas de la densidad
6ptica a 450 nm con un espectrofotémetro Bausch &
Lomb "Spectronic 20". Tras centrifugacién, las cé-
lulas se resuspendieron en tampdén tris-maleato,

pH 7.5, al que anadi6 nitrosoguanidina a una concen-
tracién final de 100 ug/ml. Se incub6 durante 30 mi-
nutos a 37°C. Después de lavar un par de veces con
tampbén tris-sales, se resuspendieron en medio mini-
mo donde recrecieron durante 3 horas a 30°C. Trans-
currido este tiempo, las células se sembraron en ca-
jas de medio minimo que se incubaron a 30°C durante
2 dias. '

E]l aislamiento de termosensibles y termosensi-
bles aux6trofos es en todo similar a los realizados
en S. cerevisiae excepto que se considerd 30°C como
temperatura permisiva y 42°C como restrictiva y se
utilizé caldo de Luria (1% triptona (Difco), 0.5%
extracto de levadura (Difco) y 1% cloruro sddico,
ajustado todo a pH 7.2) como medio nutritivo.

El experimento se repiti6 2 veces en las mismas
condiciones, siendo la supervivencia media del 35%.
Los resultados aparecen en la Tabla X.

Los termosensibles auxbtrofos se caracterizaron
como se indica en el apartado 5.2. de Mé&todos incu-
ba&ndolos a 42°C. Asi se identificaron 3 Met~, 4 Arg~
y 1 Ile” Val~. El resto no pudo ser identificado in-
equivocamente por dar crecimiento dudoso o nulo en
las cajas con suplementos.
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DISCUSION

La nitrosoguanidina ha sido utilizada como gene-
rador de mutantes en una gran variedad de organismos.
Sin embargo, la gran mayoria de los estudios realiza-
dos para encontrar las condiciones Optimas de mutagé-
nesis o para dilucidar su mecanismo de accidén se han
llevado a cabo en bacterias y, concretamente, en E.
coli. Estos estudios se han tomado como términos de
comparacidn para interpretar los resultados de esta
Tesis, sobre todo cuando no habia trabajos semejantes

en eucariontes.

1. LETALIDAD Y MUTAGENICIDAD PRODUCIDAS POR NITROSO-
GUANIDINA EN DISTINTAS CONDICIONES

De entre los resultados obtenidos en este apar-
tado, sobresale por su interés la marcada diferencia
entre las curvas de aparicibdn de mutantes CanR y mu-
tantes blancos (o sea, petites, como se indic6 en el

apartado 1.0. de Resultados).

La naturaleza de los mutantes CanR es, sin duda
alguna, nuclear puesto gue, como se ha dicho anterior-
mente, se localizan en el gen canl. Los mutantes pe-
tites, sin embargo, pueden ser de dos tipos: nucleares
o citopldsmicos. Mayer y Legator (1970) encontraron
que, a bajas dosis de nitrosoguanidina, que producian
un 13% de petites como maximo, casi el 50% de ellos

eran nucleares. Esto no es de extranar teniendo en
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cuenta que se han descrito mds de 45 genes nucleares
que dan lugar a fenotipo petite por mutacibén. Sin em-
bargo, las altas frecuencias de petites observadas en
priacticamente todos nuestros experimentos, inducen a

pensar que la mayor parte son citopl&smicos.

A la vista de lo expuesto podria deducirse que
la diferencia existente entre las curvas de aparicidn
de mutantes CanR y petites estd en la distinta natura-
leza de ambas. En contra de esta hip6tesis estarian
los resultados de Dawes y Carter (1974). Estos autores
encontraron que la induccidn por nitrosoguanidina de
resistencias a eritromicina y oligomicina determinadas
citopl4dsmicamente tiene un mi&ximo en un cierto momento
del ciclo celular, por lo que supusieron que el ADN
mitocondrial se replica en un periodo discreto del ci-
clo. Posteriormente, Sena et al. (1975) demostraron
que la sfntesis de ADN mitocondrial se realiza conti-
nuamente durante el ciclo. Esta aparente contradic-
cibén puede resolverse suponiendo gque la mutagénesis
por nitrosoguanidina no coincide con la replicacibn
~general del ADN mitocondrial, sino con una sintesis

de ADN asociada a replicacidén (Oliver, 1977).

Dawes y Carter (1974) encontraron tambié&n que la
induccibén de petites es constante en todos los esta-
dfos del ciclo y unas diez mil veces més frecuente
que la de las resistencias mencionadas. Esto debe in-
dicar que existe una diferencia fundamental entre la
induccibén de petites y el mecanismo de mutagénesis

por nitrosoguanidina.
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Se sabe que la nitrosoguanidina inhibe la sinte-
sis de proteinas, al parecer por destruccibén de los
ribosomas y que provoca errores de lectura del ARN
mensajero por los ribosomas aun activos (Cerd& Olmedo
y Hanawalt, 1967b; Sllssmuth et al., 1969) . En_EugZena
gracilis, la nitrosoguanidina provoca la pérdida de
cloroplastos (McCalla, 1965). La estreptomicina, inhi-
bidor de la sintesis de proteinas en procariontes y
en las mitocondrias y cloroplastos de eucariontes, y
causante de errores de lectura (Davies et al., 1964),
también provoca la pérdida de cloroplastos en Euglena
(Scher y Collinge, 1964). Se sabe que otros inhibido-
res de la sintesis de proteinas en procariontes, como
la eritromicina, inducenla formacibn de petites en S.
cerevisiae (Clark-Walker y Linnane, 1966). De la mis-
ma manera podrfian inducirse petites en S. cerevisiae
mediante nitrosoguanidina. Por otro lado, la ni-
trosoguanidina inactiva proteinas ya formadas (Cerdd
Olmedo y Hanawalt, 1967b; Sugimura et al., 1968); si co-
mo sugirib Williamson (1970), la integridad de las mi-
tocondrias esti regulada por represibn, la induccibn
de petites por nitrosoguanidina podria deberse a des-

truccién de las proteinas represoras.

Asf pues, la diferencia encontrada en esta Tesis
entre la induccibn de mutantes CanR y la de petites
es consecuente con la hipbtesis que supone distintos
modos de accibn de la nitrosoguanidina en uno y

otro caso.

Cifiéndose ya a la induccién de mutantes nuclea-
res (CanR) se puede constatar una diferencia notable

entre los resultados encontrados en S. cerevisiae Y
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los descritos para E. coli. En este (Gltimo la propor-
cidén de mutantes entre supervivientes alcanza un m&-
ximo a los pocos minutos de tratamiento y se satura,
aun cuando la letalidad siga aumentando (Cerd& Olmedo
y Hanawalt, 1968; Kondo et al., 1970; Jiménez S&nchez
y Cerd& Olmedo, 1975). En S. cerevisiae, y como ya fue
descrito por Schwaier (1965) para la induccibn de re-~
vertientes Ade6+, la curva de frecuencia de mutantes
alcanza un mé&ximo hacia el 30% de supervivencia y dis-
minuye si continfia el tratamiento. Para explicar este
hecho se propone la existencia, en el cultivo expues-
to, de subpoblaciones celulares de distinta suscepti-
bilidad a los efectos letales y mutagénicos de la ni-
trosoguanidina. Como ya se comentd en el apartado
1.2.2. de Resultados, a dosis bajas estariamos obser-
vando la respuesta de las poblaciones mis sensibles,
en las que la nitrosoguanidina induce muchos mutantes.
A dosis mayores se va exterminando a estas poblaciones
més sensibles y, en consecuencia, la frecuencia de mu-
tantes disminuye. Esta hip6tesis no parece ser vélida
para los cultivos exponenciales puesto que, segfn
muestra la Figura 12, la frecuencia de mutantes apa-

recidos es pré&cticamente la misma a todas las dosis.

La teoria de las subpoblaciones celulares se ve
apoyada por el hecho de que la frecuencia de termosen-
sibles entre mutantes CanR seleccionados tras trata-
miento con nitrosoguanidina de cultivos estacionarios
(Resultados, apartado 2.3.1.), es diez veces mayor
que la encontrada entre supervivientes generales al
tratamiento (Figura X). Los can® representan la sub-
poblacién sensible a la nitrosoguanidina; los super-

vivientes generales, a la poblacidén total.
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Otra peculiaridad de los cultivos exponenciales
es que las frecuencias de mutantes obtenidos sembran-
do inmediatamente después del tratamiento mutagénico
son muy inferiores a las obtenidas con cultivos esta-
cionarios. Esta observacién es totalmente opuesta a
lo conocido hasta ahora sobre mutagenicidad de la ni-
trosoguanidina para cultivos en distintas fases del
crecimiento (Adelberg et al., 1965; Cerdd Olmedo et
al., 1968; Hince y Neale, 1975; Munz y Leupold, 1970).
La contradiccifn no existiria si la diferencia estu-
viera, no en la induccibén de mutaciones, sino en su

expresibn, ya que la mutacién canl es recesiva.

Como se ha visto en el apartado 1.3. de Resul-
tados, la incubacibén en medio liquido posteriof al
tratamiento mutagénico y anterior a la seleccién de
mutantes, conduce a una mayor frecuencia de éstos,
al facilitar la expresién de la mutacibén. Este efec-
to de expresibn retardada es mucho mis acusado en cul-
tivos exponenciales que en estacionarios, segln se de-
duce de la Figura 14. Asi pues parece ser que la induc-
cién de mutaciones es mayor en los cultivos exponencia-
les, pero la expresibn inmediata de estas mutaciones

esti favorecida en los estacionarios.

El envenenamiento de las cé&lulas por canavanina
debe ser tanto mis r&pido cuanto mayor sea la activi-
dad permeasa de la arginina, cuanto menos arginina
haya en la cé&lula y cuanto mis activa sea la sinte-
sis de proteinas. Los cultivos estacionarios presen-
tan deceleracibén de la sintesis de proteinas y, como
consecuencia, acumulaciones internas de amino&cidos
e inhibicibn de las permeasas de &stos (Grenson et al.,
1968) . Todos estos factores contribuir&n a hacer més

lento el envenenamiento por canavanina y, por tanto,
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facilitaré la expresibén de las mutaciones canl que

se hayan inducido.

Por el contrario, las células exponenciales
permear&n y metabolizar&n de forma muy activa la
canavanina y, por tanto, se envenenarén ripidamente;
los mutantes que hayan adquirido una mutacidn canl
no dejardn de envenenarse hasta que las permeasas

activas sean sustituidas por las nuevas, inactivas.

La expresibn fenotipica de la resistencia a ca-
navanina, y por tanto, presumiblemente la adquisicibn
de nuevas permeasas, requiere s6lo el transcurso de
una o dos generaciones (Gocke y Manney, 1979 ; Figura

9 de esta Tesis ).

También merece comentario aparte el efecto del
pH en la letalidad y la mutagenicidad producidas por
nitrosoguanidina. Ya los primeros estudios revelaron
que la nitrosoguanidina es muy inestable en solucibn
(McKay, 1948) y que esta inestabilidad depende, entre
otras cosas, del pH, siendo minima a pH alrededor‘de
5 y mdxima a pH extremos (Mandell y Greenberg, 1960).
La descomposicibén depende no sb6lo del pH, sino tam-
bién de la composicibén quimica del tampén y de la concen-
tracidén gel mismo (McCalla et al., 1968; La Polla et
al., 1972). '

Se piensa que los productos de descomposicibn de
la nitrosoguanidina son los principales responsables
de la letalidad y la mutagenicidad debido, precisa-
mente, a que en algunos organismos las condiciones
de descomposicibn correlacionan con las frecuencias
de mutantes (McCalla et al., 1968; Cerdd Olmedo y
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Hanawalt, 1968; Kimball et al., 1971; Neale, 1972).
Sin embargo, en algunos casos no existe esta corre-
laci6én (Kasahara, 1971; Hince y Neale, 1974) e in-

cluso puede darse un proceso contrario como el des-
crito por Hyams y Davis (1971) en Chlamydomonas

reinhardii y el encontrado en esta Tesis.

Los resultados presentados en esta Tesis no pre-
tenden descubrir los motivos de la relacibén entre pH
y mutagenicidad, sino optimizar las condiciones de
mutagénesis en S. cerevisiae. Sin embargo, deberén
tenerse en cuenta en la elaboracibén de teorias futu-
ras sobre los mecanismos de letalidad y mutagénesis.

Los dem&s resultados obtenidos en el apartado 1
pueden resumirse en una serie de recomendaciones de-
dicadas a quellos que deseen obtener un gran nfimero
de mutantes utilizando nitrosoguanidina; Estas reco-

mendaciones serian:

Tratar suspensiones que contengan 108 cé&lulas/ml
en tampbn tris-maleato, 50 mM, pH 7.8, con 20 ug de
nitrosoguanidina/ml durante 15 minutos a 37°C y con
agitacién esporédica. Se espera obtener frecuencias
de mutacibn mayores si se tratan cé&lulas en fase ex-

ponencial.
2. COMUTACION
La nitrosoguanidina, como se ha comentado con

anterioridad, ejerce su accibn mutagénica preferen-

temente en las zonas en replicacifn. Esto no quiere
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decir que la replicacién del ADN sea indispensable
para la mutagénesis, ya que se obtienen mutantes
tratando células en estado estacionario (Brusick,
1972; Resultados, apartado 1.4.2.), c&lulas hambrien-
tas (Schwaier et al., 1966; Resultados, apartado
1.4.1.) e incluso cé&lulas gonadales (Browning, 1968).
No obstante, tanto en S. cerevisiae como en otros
organismos eucarifticos, la mayoria de los mutantes
se inducen en el perfodo S del ciclo mitético (Lee

y Jones, 1973; Dawes y Carter, 1974; Kee y Haber,
1975; Burke y Fangman, 1975), lo que indica una cla-
ra relacibn entre la sintesis de ADN y la mutagéne-

Sl1l8.

El paso siguiente serifa investigar si se da co-
mutacidén en este tipo de organismos. En esta Tesis se
ha abordado el estudio de la comutacidn en S. cere-
visiae desde dos puntos distintos: comutacién entre
~genes ligados y comutacibn entre genes que correpli-
can. Resumiendo los resultados, no se ha encontrado
comutacibn entre genes préximos en ninguno de los

casos explorados (his4ABC y edeclb adel).

Al mismo tiempo que se realizaba esta tesis,
Dawes et al., abordaron el estudio de la comutacidn
en his4, publicando sus resultados en 1977. Estos
autores tampoco encontraron comutacidn, pero sus re-
sultados son inconcluyentes,porque la cepa utilizada
no llevaba la mutacidn koll-1, que permite la utili-
zacibébn del histidinol. Asi, alGn sembrando en medios
con histidinol, s6lo seleccionaban los revertientes

His4C' que ademis fueran protétrofos.
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Como hemos dicho anteriormente his4A, his4B e
his4(C son transcritos a una misma molécula de ARN.
Incluso parece ser (Keesey et al., 1979) que este
ARN es traducido a una sola cadena polipeptidica
que tiene las tres actividades enzim&ticas. Esto
explicaria que una sola mutacibn de cambio de senti-
do pueda afectar simultineamente a las tres activida-
des (Fink y Styles, 1974). Por otro lado, el no en-
contrar comutantes podria deberse a que las mutacio-
nes en his44 o en his4dB coinducidas con la reversibn
de Ais4C, impidan el buen funcionamiento de la des-
hidrogenasa del histidinol de modo que los comutantes
serian incapaces de crecer en medio con histidinol.
De hecho se han encontrado cepas mutantes #4<sd4 y/o
his4B que contienen muy poca actividad deshidrogenasa
del histidinol (Shaffer et al., 1969). Como conclu-
si6bn de esta experiencia se saca que para este tipo
de estudios no es conveniente elegir genes policis-

trénico.

En el caso del sistema edelb y adel obviamente
no existe el mismo problema que en his4ABC. Se ha es-
timado una frecuencia de recombinacién entre ambos
de 1.1% a 6.4%. Bas&ndose en que el mapa completo de
S. cerevisiae tiene unos 3000 centiMorgan (Hawthorne
y Mortimer, 1976) y que el genomio haploide contiene
1.9 x 107 pares de nuclebtidos, puede estimarse que
la distancia entre cdel5 y adel es de 7000 a 40000
pares de nuclebtidos. En E. coli se da comutacibn en-
tre genes separados un miximo de 1.5% del mapa, que
equivalen a unos 60000 pares de nucleb6tidos (Bachman
et al., 1976).
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La distancia de comutacibén no tiene por qué ser
la misma para todos los organismos. De hecho es mayor
en Streptomyces coelicolor (Randazzo et al., 1976) y
parece ser menor en S. cerevisiae, sedln se ha visto
en esta Tesis. Es muy posible que la mayor compleji-
dad de la cromatina eucaribética y la menor velocidad
de replicacibn propia de los eucariontes (Hand, 1978)
sean las responsables de esta diferencia entre S. ce-

revisiae y E. coli.

La distancia genética, en general, es proporcio-
nal a la fisica, pero no siempre es asi. De este modo,
podrfa ocurrir que la distancia de comutacién en S.
cerevisiae sea la misma que en E. coli pero que cdels
y adel estén fisicamente demasiado alejados para que

se dé este fenbBmeno.

Mas esperanzadores son los resultados de la loca-
lizacidn de mutaciones termosensibles coinducidas con
mutaciones canl. La discusibn de estos resultados me-

rece unas consideraciones previas:

Teniendo en cuenta la longitud total del ADN de
S. cerevisiae y el tiempo que tarda en replicarse, se
deduce que en su genomio deben haber muchos puntos de
iniciacién de la replicacibén. Esto ha sido confirmado
por estudios genéticos (Kee y Haber, 1975) y de mi-
croscopia electrbénica (Newlon et al., 1974). Se calcu-
la que debe haber unos 8 replicones por cromosoma
(Carter, 1975) pero no todos se replican a la vez
puesto que al microscopio electrbnico se ha visto un
méximo de 3 burbujas por cromosoma (Newlon et al.,
1974). La iniciacibn y terminacibn de la replicacibn

no se realiza al azar, sino en un momento determinado
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del perfodo S que es el mismo para todas las células
(Kee y Haber, 1975). Como consecuencia, cada gen se
replica en un intervalo discreto del perfiodo S, como
se ha comprobado experimentalmente mediante mutagéne-
sis con nitrosoguanidina. Efectivamente, para cada
~gen existe un momento del periodo S en el cual la fre-
cuencia de‘mutantes es maxima (Dawes y Carter, 1974;
Burke y Fangman, 1975; Kee y Haber, 1975). Este miximo
de mutantes desaparece si se inhibe la sintesis de ADN
(Carter y Dawes, 1978). Como consecuencia de todo lo
expuesto se esperaria que los genes gue se repligquen

simulténeamente, comuten.

En esta Tesis se ha abordado la comutacidén de ge-
nes que correplican estudiando dobles mutantes CanRTs,
seglin se describe en el apartado 2.3. de Resultados.
Este tipo de abordaje se ha aplicado ya y con éxito
a Bacillus subtilis (Siccardi et al., 1976).

Mediante recombinacibén mitdética y meibtica se es-
tablecid que de las 91 mutaciones estudiadas, 23 estén
en el mismo brazo cromosbmico (VL) que canl. Esta pro-
porcibn tan alta podria .explicarse si, al igual que
ocurre en las células de los mamiferos (Hand, 1975),
en S. cerevisiae los puntos de iniciacibn de la repli-
cacibén adyacentes se activan simult&neamente con una
frecuencia mayor que la esperada por azar, permanecien-
do activos durante el mismo tiempo. Ademés, ya que canl
se replica muy al principio del periodo. S (Burke y Fang-
man, 1975) es de esperar que en ese momento muchos de

los puntos de replicacién permanezcan aun inactivos.

Cuatro de las mutaciones estudiadas estén muy

cerca de canl o entre canl y el telbmero del cromoso-
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ma y diecinueve estén aparéntemente en el mismo brazo
cromosfémico, pero cerca del centrbmero, seglin los re-
sultados de recombinacién mitética. Cabria pensar que
algunos de estos diecinueve podrian estar en el otro
brazo (VR) del mismo cromosoma y haber cohomocigoti-
zado con canl, no por recombinacibébn mitética, sino
por no disyuncibn. Sin embargo, ia no disyuncibn es
muy poco frecuente, en comparacién con la recombinacidn
mitbética, unas 300 veces menos, en el caso de cyc2
(Parry y Zimmermann, 1976). Si la situacién de canl’
fuera semejante a la de cyc2, s6lo el 0.3% de los ho-
mocigotos canl se habrian originado por no disyuncidn,

lo que no afectaria notablemente a los resultados.

La complementacién entre los mutantes Ts revela
que todos, o al menos la inmensa mayoria, han afecta-
do a genes distintos. Esto sugiere que la sincronia
entre los puntos de replicacibén no es perfecta y que
cuando un complejo replicador pasa por canl, los de-
mis complejos replicadores no estén exactamente siem-
pre en el mismo gen, aunque si dentro de una zona de-

terminada.

Los resultados expuestos no contradicen los obte-
nidos por Dawes et al. en un trabajo realizado simul-
tineamente y publicado en 1977, en el que estudiaron
la coinduccibén de mutaciones tss con reversiones de
Leul~ a Leult y de His4~ a His4t. No encontraron nin-
~guna mutacién tss ligada ni a leul ni a his4, pero
debe tenerse en cuenta el bajo nfimero de termosensi-
bles estudiados (38 y 16 respectivamente).
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3. NUMERO DE GENES DE S. CEREVISIAE

El nficleo haploide de S. cerevisiae contiene
1.9 x 107 pares de nuclebtidos. Si se considera que
cada gen tenga, como promedio, 1500 pares de nucleb-
tidos (Lewin, 1975) y que todo el genomio esté bien
aprovechado, S. cerevisiae tiene ADN suficiente pa-
ra unos 13000 genes. Por este mismo razonamiento, el
'genbmio de E. coli podria tener cerca de cinco mil
~genes, es decir, unas tres Vveces menos que S. cere-
vistae. Sin embargo hasta ahora sblo se han localiza-
do unos 600 genes en cada uno de los mapas de estos
dos organismos, y la mayoria de ellos relacionados
con rutas metabblicas.

Watson (1975) estimaba que para el metabolismo
basico-de E. coli serian suficientes entre 600 y 800
proteinas. No hay motivos para pensar que estos niime-
ros deban ser muy diferentes en S. cerevisiae. A esta
cifra se deben sumar unos 200 genes implicados en fun-
ciones propias de la célula eucaribética, estudiados
ya en S, cerevisiae, como los que dirigen los ciclos
mitético y meibtico. Asi pues, las funciones conoci-
das justifican menos del 10% del ADN nuclear de S. ce-

revisiae.

Como aplicacidn préctica de 1a'mutagénesis con
nitrosoguanidina se pretendié estimar el nfimero de
~genes de S, cerevisiae a partir de la proporcidn de
termosensibles auxbtrofos existente entre los termo-
sensibles obtenidos tras tratamiento mutagénico. Es-
te método se aplic6 tambi&n a E. coli para comprobar

su vélidez. Se supone que todos los genes pueden su-



frir mutaciones que den lugar a fenotipo termosensi-
ble y que la probabilidad de que esto ocurra es la
misma para los genes implicados en las rutas metab6-
licas que para los demés.

Para la estimacibén s6lo tendremos en cuenta los
termosensibles aux6trofos que han podido ser carac-
terizados (3 en S. cerevisiae y 8 en E. coli), pues-
to que los demis s6lo se sabe que no son termosensi-
bles en medio nutritivo, lo que puede deberse, entre
otras muchas causas, a que, sea cual sea su defecto,

el medio nutritivo les ayuda a crecer mejor.

El nimero de genes se deduce de la siguiente
relacién: N/n = A/a, donde ¥ es el nfimero total de
~genes, A es el nimero de genes cuyas mutaciones dan
lugar a auxotrofia para los requerimientos estudiados
(ver listas en Métodos, Apartados 4.1 y 4.2), n es el
nlimero de termosensibles encontrados y a es el nGmero
de termosensibles auxbdtrofos caracterizados. Para S.
cerevisiagey A = 102 (Hawthorne y Mortimer, 1976), a =
3, n = 146 (Resultados, apartado 3.1.) por lo que ¥
puede estimarse en 4964. Para E. coli; A = 70 (Bach-
man et al., 1976), a = 8, n = 52 (Resultados, aparta-

do 3.2.) y N puede estimarse en 455.

El cédlculo subestima sin duda el nGmero de genes
de E. coli, lo que hace suponer que el nfimero de genes
de S. cerevisiae debe ser mayor de cinco mil. A pesar
de que la muestra de termosensibles estudiada no es
todo lo grande que seria deseable, la estimacibn estd
dentro de lo eSperado.'Es adem&s congruente con la
realizada por Hereford y Rosbash (1977). Estos auto-
res encontraron que durante la vida vegetativa de
S. cerevisiae se sintetizan unos 3000 6 4000 ARN men-
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sajeros distintos que hibridan con el 20% del ADN nu-
clear, lo que supone que s6lo el 40% del‘genomib da
lugar a proteinas. A este nfimero deben sumarse los
~genes que no se expresan en las condiciones estudia-
das como son los que dirigen la conjugacidn y el
ciclo meibtico, los que permiten la utilizacibn de
azficares distintos de la glucosa y que normalmente

estén reprimidos, etc.

En todo caso, la proporcidn de termosensibles
auxbtrofos entre los termosensibles es mayor en E. co-
17 que en S. cerevisiae (Tabla X). Esto es congruente
con la idea de que la cé&lula eucaridtica, por tener un
funcionamiento m&s complejo, precisa de muchos més ge-
nes que E. coli para llevar a cabo sus funciones vita-

les.
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APENDICE I. MATERIALES

1. CEPAS DE S. CEREVISIAE
1.1. Nomenclatura genética

Se siguieron las recomendaciones elaboradas en
la "IV International Conference on Yeast Genetics"
y recogidas en el Yeast Genetics Supplement, del n#
31 (1969) de Microbial Genetics Bulletin.

Los genes se designan mediante tres letras (que
hacen referencia a la actividad fisiolb6gica que deter-
minan) y un nmero. Las mutaciones y los alelos se in-
dican mediante el simbolo del gen afectado y otro nfi-
mero separado del primero por un guibn. Los alelos cu-
yo fenotipo sea dominante se escriben con mayfisculas;
los recesivos, con minfisculas. En este trabajo se uti-

lizan las designaciones génicas siguientes:

his, ade, thr, ura, tyr, lys y trp designan genes
de las rutas biosintéticas de los amino&cidos y bases
a los que corresponde cada abreviatura. Las mutaciones
en estos genes producen auxotrofia para ese amino&cido

0 base.

aro son genes comunes a las rutas biosintéticas
de varios amino&cidos aromdticos. Una cepa portadora
de una mutacibn en aro2 requiere simult&neamente fenil-

alanina, triptbfano, tirosina y p-aminobenzoato.
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holl es un gen asociado a la correcta comparti-
mentacién del histidinol. Las cepas que poseen el
alelo HOLI-1 son capaces de utilizar el histidinol
ex6geno para fabricar histidina; la cepa silvestre,

no.

mal, gal y suc son genes implicados en la fer-
mentacibén de maltosa, galactosa y sacarosa, respec-
tivamente. Los alelos silvestres respectivos no permi-

ten la fermentacién del azficar correspondiente.

edc son genes relacionados con el ciclo celular.
Los mutantes en estos genes son termosensibles por ser

incapaces de proseguir su ciclo a 37°C.

canl determina la estructura de la permeasa de
la arginina. Los mutantes en canl son resistentes a

canavanina, un anflogo tdxico de la arginina.

cyh se caracteriza por mutaciones que producen

resistencia a cicloheximida.

tss y tsm son genes cuyo producto no ha sido
identificado; las mutaciones respectivas impiden a
las cepas que las poseen crecer a 37°C, es decir,

las hacen termosensibles.

l1ts son genes cuyo producto se desconoce y cuyas
mutaciones hacen a la cepa criosensible, es decir, in-

capaz de crecer a 4°C.

cycl es el gen estructural del iso-l-citocromo c.
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sup son denes implicados en la sintesis de protei-
nas en los que se producen mutaciones supresoras de

terminaciones o de desfases.
a Yy a son alelos del gen mat que determina el sexo.

En esta tesis los fenotipos se designan con las mis~- °
mas o parecidas letras que los genes responsables pero
en caracteres redondos y con mayfiscula inicial; se usan
algunos signos adicionales: + para el alelo silvestre;

- para los mutantes; los superindices R y S indican re-
sistencia y sensibilidad a un inhibidor, respectivamente.

1.2. Cepas haploides no originales

En la Tabla XI se relacionan las cepas utilizadas
en esta Tesis provenientes de las colecciones de:

- La Cruz del Campo, S.A., Sevilla (LCC).

- Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
New York (CSH).

~ Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, California
(YGSC) .

1.3. Cepas haploides originales

En la misma Tabla XI se indican las cepas obtenidas
durante la realizacién de esta Tesis. El origen de cada
una se especifica dando la cepa de la que procede, el
mutdgeno utilizado (NG = tras mutagénesis con nitroso-
'guanidina) o el cruzamiento del que deriva. En este Gl-
timo caso constan las cepas parentales separadas por el
signo x para indicar cruzamiento, y si la seleccibn de
los haploides se hizo por micrbmanipulacién de aécas

("microm.") o anflisis de esporas en masa ("masa").
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TABLA XI

Relacibén de estirpes utilizadas en esta Tesis

Nombre Genotipo Origen
4828-8C o higd(C-290 HOL1-1 LCC
4829-2B o his84C-280 HOLI1-1 "
4832-5D a hisdC-564 HOL1-1 "
$288C o mal gal?2 "
S288C canR o mal gal2 canl "
Fl6 o hisd4-A15 ade2-1 canl "
Fl1 a hisl adel canl-1 "
F4 a thr4 CAN1 "
D286-2A a adel hisl "
D273-11A o adel hisl "
17 - 17 a adel ural gall tyrl his7 YGSC
lys2 ade2 cdelb-1
XJ6/4B a thrl canl J. Polaina
X30/3C o hisd-A15 ade2~-1 F6xF16, microm.
1C103 o edel5-1 canl 17-17x5288Ccan, masa
ICl a IC91 o hisd-Al5 ade2-1 canl de X30/3C, NG

tssl a tgs9l
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2. PRODUCTOS QUIMICOS

Nitrosoguanidina (N-metil-N'-nitro-N-nitrosogua-
nidina) ,Sigma Chemical Company, St. Louis, Missouri,
U.S.A.

Canavanina (sulfato de L-canavanina)  Sigma Chemi-

cal Company, St. Louis, Missouri, U.S.A.

Helicasa ("Suc d'Helix pomatia"), L'Industrie

Biologique Frangaise, Clichy, Francia.

3. TAMPONES
3.1. Tampdén tris-maleato

Preparado segfin Gomori (1955). Una solucidn 0.2 M
de tris-maleato (solucibén A) se diluyd hasta 0.05 M,
mediante adicifn de una solucién de OHNa 0.02 M y de
agua destiladaben las proporcidnes adecuadas para cada
pH. De esta forma se prepararon tampones a pH entre
5.5 y 8.5.

Soluctdn A: Tris(hidroximetil)aminometano, 24.2 g;

&cido maleiéo, 23.2 g; agua destilada, 1000 ml.

Se esterilizd por filtracibén a través de un fil-
tro Millipore HA de 0.47 ym de di&metro de poro, suc-
cionando con una bomba de vacio Millipore.
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3.2. Tampdbn acetato

Preparado segfin Gomori (1955), mezclando en las
proporciones adecuadas soluciones 0.1 M de &cido acé-
tico (solucibn A) y acetato sbédico (solucibén B). De

esta forma se prepararon tampones a pH entre 4 y 5.5.

Solucidén A: Acido acético, 11.55 ml; agua desti-
lada, 1000 ml.

Solueidn B: acetato sb6dico, 16.4 g; agua desti-
lada, 1000 ml.

Se esteriliz6 por filtracidn como anteriormente.

3.3. Tampén citrato-tris-maleato

Se prepar6 una solucibn que contenfa &cido citrico,
2.65 g; citrato sédico, 3.67 g; tris(hidroximetil)amino-

metano, 1.512 g; Scido maleico, 1.45 g, en 200 ml de

agua destilada. Los distintos pHs se obtuvieron diluyen-
do 20 ml de esta solucibén hasta 0.005 M mediante adicibn

de agua destilada y una solucién 1 M de OHNa 6 de HC1 en

las proporciones adecuadas. De esta forma se prepararon

tampones a pH entre 4 y 8.5.

Se esterilizd por filtracibén como en los casos an-

teriores.

3.4. Tampdn tris-sales

Formado por un 9% de solucién A, 90% de agua des-
tilada y 1% solucién B, mezcladas en este orden, ajus-

tado a pH 7.4 y esterilizado en autoclave.
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Solueidn A: Tris(hidroximetil)aminometano, 120 g;
agua destilada, 500 ml; disolver; ClH 37%, 75 ml; CIK,
20 g; PO4HNa 6.6 g; SO4Na
400 ml; CINH,, 20 g.

3.5 g; agua destilada,

2' 2'

4!
O, 5 g; agua destilada, 100

Solueidn B: Cl,Mg-6H

2 2

ml.

4., MEDIOS LIQUIDOS
4.1, Medio mitnimo usual (SD)

Se utiliz6 un medio sinté&tico formulado por

- Wickerham (1946) que contiene vitaminas, microelemen-
tos, sales y una fuente de nitrégeno y comercializado
con el nombre de "Yeast Nitrogen Base sin amino&cidos”
(Difco).

El medio mfinimo lo constituye una solucién 0.67%
de Yeast Nitrogen Base sin aminodcidos y 2% de gluco-
sa en agua destilada. En cada caso se le anadieron los
suplementos requeridos por cada estirpe a las concen-
traciones indicadas en Sherman y Lawrence (1974). El
histidinol se utilizé a una concentracibfn 2 mM.

El medio se esterilizé en autoclave; los suple-
mentos, por filtracién.
4.2. Medio minimo sin fuente de nitrdgeno

Constituido por una solucién 1.2% en agua desti-
lada de un medio sintético comercializado como "Yeast
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Carbon Base" (Difco) que contiene vitaminas, micro-
elementos, sales y una fuente de carbono. Se suple-
mentd y esterilizé como en el apartado anterior.

4.3. Medio nutritivo (YPD)

Constituido por extracto de levadura (Difco),
1%; peptona (Difco), 2% Yy glucosa, 2%. La glucosa se

esterilizd por separado.

5. MEDIOS SOLIDOS

Preparados afadiendo 2% de agar a los medios 1li-
quidos. Después de esterilizar en autoclave, cuando la
temperatura era de 45°C, se anadian los requerimientos
necesarios y se vertian aproximadamente 25 ml en cada

caja de Petri.

5.1. Medios con carnavanina

R . .

Los mutantes can se seleccionaron en medio mi-
nimo con canavanina (60 pg/ml) y los requerimientos
de la estirpe de que se tratara. Los recombinantes

. . R . . .
mitéticos can se seleccionaron en medio minimo con

180 ﬁg de canavanina por ml.
5.2. Medio de preesporulacidn
Se trata de un medio muy rico que contiene 0.8%

de extracto de levadura, 0.3% de peptona y 10% de glu-
cosa. La glucosa se esteriliza por separado.
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5.3. Medio de esporulacidn

Se trata de un medio muy pobre gue contiene 0.1%
de extracto de levadura, 0.05% de glucosa y 1% de ace-

tato potésico (McClary et al., 1959).

5.4. Medio para fermentacidén (YPG)

Contiene glicerol como fuente de carbono no fer-
mentable a una concentracién de 3% v/v. Lleva ademés
1% de extracto de levadura y 2% de peptona. En este
medio crecen las células capaces de respirar ("gran-
des"), pero no las "petites", exclusivamente fermen-

tadoras.
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APENDICE II. METODOS

1. CRECIMIENTO

Los medios liquidos se inocularon con una colonia
de la cepa que se deseaba cultivar y se incubaron con
aireacién forzada. El titulo de células se estimd al
microscopio con ayuda de una c&mara de Petroff-Hausser
(C.A. Hausser & Son, Philadelphia, U.S.A).

La temperatura normal de incubacibn para cultivos
s6lidos y liquidos fue de 30°C. Para las cepas termo-
sensibles se tomd como temperatura permisiva 22°C y co-

mo temperatura restrictiva 37°C.

2. ENUMERACION DE CELULAS VIVAS

Después de efectuar las diluciones adecuadas en
agua estéril, se tomaron muestras que se esperaba con-
tuvieran 100-200 células vivas, se extendieron en ca-
jas de medio nutritivo, y se incubaron durante 1-4 dias.
Para cada determinacién se sembraron dos cajas y se hizo
el promedio de ambas. Se definen como c&lulas vivas las

qgque dan lugar a colonias en medio sb6lido.

3. TRATAMIENTO CON NITROSOGUANIDINA

La nitrosoguanidina se disolvid en agua destilada

(1.0 mg/ml) y se prepararon tubitos con alicuotas de
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1 ml. Se guardaron congelados en la oscuridad hasta
el momento de ser usados y en ningln caso se volvie-

ron a congelar,

Se emplearon dos métodos distintos de mutagéne-

sis.

3.1. En medio sélido

Se prepard un cultivo en medio liquido y se incu-
b6 hasta alcanzar unas 3 x 107 células/ml. Entonces
se centrifugd y se resuspendid en agua estéril. Se hi-
cieron las diluciones oportunas y el contenido del Gl-
timo tubo de dilucibn se dividid en cuatro partes igua-
les a las que se anadid nitrosoguanidina hasta una con-
centracién final de 1000, 100, 10 y 0 yg/ml respecti-
vamente. Alfcuotas de 0.1 ml de estas soluciones se

sembraron en cajas con distintos medios.

3.2. En tampdn

Células que habian estado creciendo en medio nu~-
tritivo liquido se centrifugaron y se resuspendieron
en tampén tris-maleato de pH 7.8. Se ahadid nitroso-
~guanidina a una concentracibén final de 20 ﬁg/ml y se
incubd a 37°C con agitacibn esporidica pero sin airea-
cibén. En algunos experimentos se utilizaron tampones
y concentraciones de nitrosoguanidina distintos de los
aqui especificados, lo que se indicari oportunamente.
Al final del tratamiento deseado se tomaron alicuotas
de la suspensién de cé&lulas, se diluyeron en 10 ml
de agua estéril, se centrifugaron y se lavaron dos ve-

ces con agua estéril.
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4. CARACTERIZACION DE AUXOTROFOS
Se utilizaron cajas de medio minimo suplementadas

con distintas mezclas de amino&cidos y bases. Estas

mezclas fueron:

4.1. Para mutantes auxdétrofos de S. cerevisiae

Cajas
n2 1 n® 2 n2 3 ne 4 ne 5
ne 6 A G cys met U
2 -
Cajas ne 7 his leu ile val lys
n® 8 phe tyr trp thr pro
n® 9 | glu ser ala asp arg

4.2. Para mutantes auxdtrofos de E. coli

Cajas
ne 1 n® 2 n® 3 n® 4
n2 5 tyr trp phe
cajas n? 6 his ile val leu
ne 7 asp glu arg
ne 8 1lys met cys thr

Cada caja lleva los aminodcidos y bases que estén
en su fila o columna a la concentracibn especificada
en Sherman y Lawrence (1974) para S. cerevistae; para
E. coli se anadieron 20 ug/ml de cada amino&cido y 10

prg/ml de cada base.

Una cepa que requiera un solo suplemento crece

en una de las cajas numeradas de 1 a 5 y en otra de



-92-

las numeradas del 6 al 9. Si s6lo crece en una caja
es porque requiere una combinacibén de nutrientes pa-

ra vivir.

5. CONJUGACION

Se utilizaron tres métodos diferentes. La elec~
cién de uno u otro dependié del nfimero de cepas a con-

jugar.

5.1. Conjugacidn de pocas (una a tres) cepas de un

sexo por pocas (una a tres) cepas del otro sexo

Se tomaron con sendos palillos de dientes canti-
dades equivalentes de biomasa de colonias de cada
sexo cultivadas en medio s6lido y se mezclaron sobre
una caja de medio nutritivo extendiéndolas sobre una
superficie de un cm? aproximadamente. Se incubaron
durante 5-8 horas (termosensibles). Se comprobd que
el proceso habia tenido lugar normalmente observando

los cigotos al microscopio.

5.2. Conjugacidn de muchas (mds de tres) cepas de un

sexo por muchas (mds de tres) cepas del otro sexo

Sobre agar nutritivo se sembraron las cepas a con-
jugar en trazos paralelos espaciados un cm. Cada caja
contenia cepas del mismo sexo. Se incubaron durante un
dia. Transcurrido este tiempo se presion6 la caja que
contenia las estirpes de sexo a sobre un terciopelo.
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La caja que contenia las de sexo a se presiond sobre
el mismo terciopelo, con los trazos girados 90° res-
pecto de los primeros. Se obtiene asi una red en cu-
yos nudos tienen lugar los cruzamientos. Seguidamen-
te se presiond sobre el terciopelo una caja de agar

nutritivo que se incubd durante un dia.

5.3. Conjugacidn de muchas cepas de un sexo por una

del otro sexo

Se trasplantaron con palillos de dientes una co-
lonia de cada cepa de uno de los sexos a una caja de
agar nutritivo. En otra caja de agar nutritivo se sem-
braron unas 10 células de la finica estirpe del otro
sexo. Ambas cajas se incubaron durante 24 horas, se
transfirieron al mismo terciopelo y de éste a una caja
de agar nutritivo que se incubd durante un dia.

6. SELECCION DE DIPLOIDES

Se utilizaron dos métodos distintos. E1l uso de

uno u otro dependid del genotipo de los conjugantes.

6.1. Por siembra de la mezcla conjugante en medio se-

lectivo para el diploide

Utilizado cuando las estirpes conjugantes poseian
auxotrofias complementarias. Con un asa se tomd parte
de la mezcla conjugante y se sembrd en una caja caren-
te de los suplementos exclusivos de cada estirpe con-
jugante, de modo que sb6lo podian crecer los diploides.
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6.2. Por micromanipulacién de eigotos

Utilizado cuando los diploides no eran seleccio-
nables por el método anterior. Mediante un micromani-
pulador (Lawrence Precision Machine, California) fi-
jado a un microscopio invertido Nikon (modelo MS) y
dotado de una microaguja de cristal, se separaron al-
~gunos cigotos de la mezcla conjugante cuando estaban
emitiendo su primera yema. Estos cigotos tienen una

morfologia inconfundible (llamada en "flor de lis").

7. ESPORULACION

Una colonia del diploide que se deseaba que espo-
rulara, se transfirié con un palillo de dientes esté-
ril a una caja de medio de preesporulacibn extendién-
dola sobre una superficie de aproximadamente un cm? y
se incubd durante dos dias. La biomasa obtenida se
transfirié a una caja de medio de esporulacidn que se
incubd durante 2-3 dias. El proceso se consideraba sa-
tisfactoriamente conclufdo cuando al menos el 50% de
las células se habian transformado en ascas visibles

al microscopio.

8. SELECCION DE LAS ASCOSPORAS

Se utilizaron dos métodos distintos. La utiliza-

cién de uno u otro se justifica en cada caso.
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8.1. Andlisis de esporas en masa

Las ascas se rompieron por tratamiento con heli-
casa (Johnston y Mortimer, 1959). Para ello se tomd
biomasa satisfactoriamente esporulada y se suspendid
en 0.2 ml de una solucién 1:4 de helicasa en agua es-
téril. Se incubd a 30°C durante 1 h 30 min agit&ndo-
la espor&dicamente. La suspensibén se diluyd entonces
afiadiéndole 3 ml de agua estéril y se sometid a ultra-
sonidos mediante un sonicada Sonifier B-12 (Branson
Sonic Power, C.0.) durante 1 minuto a una intensidad
de 50-60W. La rotura de las ascas y la separacién de

las ascosporas se comprobaron al microscopio.

La seleccibn de las ascosporas que interesaban
se hizo sembrando diluciones apropiadas en medio mini-
mo suplementado con los requerimientos que se especi-

fican en cada caso.

8.2. Andlisis de tétradas por micromanipulacidn

Se_suspéndié una pequena cantidad de biomasa es-
porulada en 0.2 ml de una solucidn 1:4 de helicasa en
agua estéril y se incubdé a temperatura ambiente duran-
te 15 minutos. Esta suspensibén debe ser tratada con
cuidado para que las ascosporas provenientes de una
misma asca no se separen. Las cuatro esporas de cada
asca se separaron mediante el micromanipulador descri-
to en el apartado 6.2.y se sembraron en agar nutritivo.
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