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RESUMEN

Se han aislado y estudiado 23 estirpes mutan-
tes de Saccharomyces cerevisiae incapaces de llevar
a cabo la fusidn nuclear durante el ciclo sexual.

Se concluye que 12 de estas estirpes estén
afectadas en un gen denominado KARI cuya existencia
era conocida antes de la realizacidn de este trabajo.
Otras 5 estdn afectadas en otro gen, denominado KARZ,
y una lo estd en un tercer gen denominado XKAR3. La
existencia de los genes KAR2 y KAR3 se describe por
vez primera.

No se ha demostrado cuidl es el gen afectado en
el caso de las restantes 5 éstirpes mutantes, pero’
existen indicios de que dos son kar3 y que otras dos
estdn afectadas en un gen distinto de los anteriores.

Se sospecha que las mutaciones kar afectan a las
placas de huso, que son las estructuras nucleares or-
"ganizadoras de la mitosis y de la meiosis y el sitio
por donde se unen los niicleos que se fusionan durante
la conjugacibén sexual. '
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EL CICLO DE VIDA DE SACCHAROMYCES CEREVISIAE

Saceharomyces cerevisiae es una de las 349 espe-
cies de hongos designadas colectivamente como levadu-
ras, cuya caracteristica principal en comiin es que en
su ciclo de vida el estado unicelular es exclusivo o
al menos predominante (Lodder, 1970). Sus cé&lulas pue-
den reproducirse vegetativamente de forma indefinida,
tanto en estado haploide como diploide; en ambos casos
la multiplicacidn celular tiene lugar por gemacidn. En
la fase haploide existen dos sexos denominados a y a.

Dos cé&lulas haploides de distinto sexo, puestas en con-
tacto, conjugan para dar un cigoto en el cual, normal-
mente, los dos nflicleos haploides se fusionan en uno
diploide. El cigoto produce por gemacidén células diploi-
des, que no manifiestan capacidad sexual y que, en deter-
minadas condicicnes, esporulan dando lugar a una asca que
contiene cuatro esporas haploides resultantes de una di-
visidn meidtica.

Este tipo de ciclo de vida, con una fase haploide
estable, es denominado heterotdlico. Algunas estirpes de
S. cerevisiae son homotdlicas, no presentan fase haploi-
de estable; una vez los productos meidticos han sido 1li-
berados del asca, tras la primera o segunda divisidn mi-
tética, opera un mecanismo de cambio de sexo que provoca
la conjugacidn entre células hermanas para formar un ci-
goto diploide. Puede'decirse que el ciclo de vida de las
estirpes homotdlicas representa un cortocircuito del ci-
clo heterotidlico (Fig. 1).

Un amplio conjunto de caracteristicas de S. cerevi-
siae: ser un eucarionte unicelular con rdpido crecimien-
to vegetativo, la estabilidad de sus fases haploide y
diploide,- 1a facilidad con que pueden llevarse a cabo

_ _ )



Figura 1. Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae.
(a) Ciclo heterotdlico. Se representa la posibilidad
de formacidén de una célula haploide a partir de un ci-
goto, por fallo en la fusidén nuclear (Fincham et al.,
1979).

(b) Ciclos homotdlico y heterotdlico (Mortimer y Haw-
thorne, 1969). ‘

(c) Cigotos y ascas x 3.000.
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los cruzamientos y el andlisis meidtico, etc{, hacen

de &1 uno de los organismos de mayor interés y, por
tanto, de los mejor conocidos, desde el punto de vis-

ta gendtico. Se conocen en la actualidad varios cien-
tos de genes nucleares, distribuidos en 17 cromosomas
que componen un genomio haploide cuyo contenido en ADN
es sblo unas tres veces superior al de Escherichia colt.

Los procesos morfogenéticos integrados en el ci-
clo de vida de S. cerevisiae implican profundas modifi-
caciones estructurales y funcionales reguladas por la
expresién diferencial de genes. Las ventajas genéticas
de este organismb permiten que las investigaciones rea-
.lizadas sobre su morfogénesis estén alcanzando impor-
tantes logros, los cuales probablemente serdn de utili-
dad para abordar programas morfogen&ticos mucho mis
complejos, como los que regulan el desarrollo de orga-
nismos superiores. La presente Tesis, cuyo objetivo es
el estudio genético de la cariogamia, pretende profun-
dizar en un aspecto del andlisis morfogenético de la

levadura.

EL CICLO MITOTICO

Dado que el ciclo mitético es un proceso esencial
para la supervivencia, es de esperar que la mayoria de
las mutaciones que lo afecten sean letales. Por este
motivo Hartwell y colaboradores comenzaron su estudio
aislando una coleccidén de mutantes condicionales, sen-
sibles a 1la temperatura, capaces de reproducirse mis o
menos normalmente a temperatura permisiva (23°C), pero
no a temperatura restrictiva (36°C). '

¥



Los mutantes del ciclo mitético, denominados ge-
néricamente ede, se reconocen porque, incubados en
condiciones restrictivas, no crecen y manifiestan un
""fenotipo terminal' caracteristico, relacionadc con
la etapa del ciclo mitdtico en la que cada mutante ha
quedado bloqueado (Hartwell, 1974).

Un andlisis de complementacidn llevado a cabo con
148 de estos mutantes permitid agruparlos en 3Z grupos
de complementacidén, la mayoria de ellos representados
por mids de un alelo (Hartwell et al., 1973).

Se define el punto de ejecucidn de un mutante cde
como el dltimo punto del ciclo en el que €5 necesaria
la funcidén codificada por el gen correspcndiente (Hart-
well, 1974). En términos experimentales,es el Cltimo
“momento de un ciclo de divisién determinado, en el que
un cambio a condiciones restrictivas implica la Jdeten-
cién del crecimiento en ese mismo ciclo. La determina-
cidén del punto de ejecucidn de los mutantes permit
establecer una ruta funcional, que asigna las difer
tes funciones génicas a las etapas del ciclo en las que

son necesarias.

Se han utilizado varias aproximaciones experimen-
tales para determinar los puntos de ejecucidén de mutan-
tes cde. Por ejemplo, los mutantes de sintesis de ADN,
en condiciones restrictivas, son incapaces de incorpo-
rar precursores radioactivos a su ADN (Hartwell, 1971
y 1973).

Otra técnica se basa en el uso de mutantes dobles.
Si las dos mutaciones utilizadas determinan fenotipos
terminales distintos, el doble mutante presentari el



fenotipo terminal del mutante afectado en el gen mis
temprano (Hartwell, 1971; Hereford y Hartwell, 1974).

Especialmente Gtil ha sido el empleo de sustancias
que interrumpen el ciclo, como la hidroxiurea y el tre-
nimdén, que inhiben la sintesis de ADN y la feromona se-
cretada por las células de sexo o, que inhibe la inicia-
cién de la sintesis de ADN en células de sexo a (Hart-
well et al., 1974). Estos inhibidores se han utilizado
en experimentos en los que los mutantes en estudio se
someten a dos tratamientos paralelos. En uno de ellos las
células se incuban primero a temperatura restrictiva du-
rante unas cuantas horas y luego se transfieren a tempe-
ratura permisiva en presencia del inhibidor. El otro tra-
tamiento es a la inversa. Se observa si las cé&lulas son .
capaces de completar el ciclo en la segunda parte de ca-
da tratamiento. Hay tres resultados posibles. E1l ciclo
puede haberse completado en los dos tratamientos, de
donde se deduce que la funcién bloqueada por el inhibi-
dor exbgeno y la funcibn alterada en el mutante cde son
independientes. Una segunda posibilidad es que el ciclo
no se complete en ninguno de los dos casos, de donde se
deduce que las dos funciones son interdependientes.Final-
mente, puede ocurrir que el ciclo se complete en una
parte del eXperimento pero no en la otra, lo que impli-
ca que una de las dos funciones es necesaria para que
la otra pueda ser llevada a cabo. '

Los resultados a?ortados por las aproximaciones
experimentales descritas han permitido asignar 15 ge-
nes C¢DC a puntos del ciclo celular en los que se re-
quiere especificamente su expresién (Hartwell, 1976).
La figura 2 fepresenta la secuencia funcional de estos

genes. '
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Figura 2. Secuencia funcional de genes CDC.

Los nfineros representan distintos genes; a, factor a;
Hu, hidroxiurea; PD, duplicacidén de placa nuclear; PS,
separacién de las placas nucleares hijas;<DS, inicia-
cidén de la sintesis de ADN; DS, replicacidn del ADN;
ND, divisién del nGcleo; CK, citocinesis; CS, separa—
ci6én de la pared celular de la yema hija; BE, apari-
cién de l1la yema hija (Hartwell, 1976).

CONJUGACION SEXUAL

En Saccharomyces el sexo estd determinado por dos
alelos de un gen denominado MAT, localizado en el bra-
zo derecho del cromosoma III a 20 cM del centrodmero.
Las células haploides manifiestan uno u otro sexo se-
gln el alelo MATa o MATa del que sean portadoras. Los
diploides son, normalmente, heterocigotos MATa/MATa
y no tienen capacidad conjugante. Cualquier célula,'
independientemente de su grado de ploidia (la existen-
cia de estirpes aneuploides y poliploides es relativa-
‘mente frecuente), manifiesta un sexo determinado sélo
si es homocigdtica para el alelo correspondiente (Mor-
timer y Hawthorne, 1969).



~ Para que tenga lugar la conjugacidén sexual es ne-
cesario que las células de ambos sexos alcancen un es-
tado fisioldgico competente que se consigue mediante
una accidén hormonal reciproca. Son dos las feromonas
que intervienen en esta accién, el factor a y el factor
a, secretadas por células o y a, respectivamente. Ambos
act@ian sobre células de sexo contrario, deteniendo su
crecimiento en un punto del ciclo celular inmediata-
mente anterior a la sintesis de ADN e induciendo en
ellas una serie de transformaciones fisioldgicas y mor-
folégicas (Duntze et al., 1970; Thron y Duntze, 1970;
BUcking-Thon et al., 1973; Wilkinson y Pringle, 1974,
Lipke et al., 1976).

El factor o es un péptido de 13 residuos cuya se-
cuencia ha sido determinada (S1iBtzer et al., 1976). No
se conoce con tanto detalle la naturaleza quimica del
factor a; se sabe que su actividad es sensible a pro-
teasas y que estd asociada a un peso molecular superior
a 10% diltones, aunque existen dudas sobre si este peso
molecular corresponde a una proteina o a una asociacidn
de péptidos de menor tamafio (Betz et al., 1977).

Mackay y Manney (1974a) han aislado y caracteriza-
do una serie.de mutantes estériles a partir de estirpes
haploides de ambos sexos. Para obtener los mutantes uti-
lizaron una estirpe que tenia varios requerimientos nutri-
tivos y era resistente al antibidtico canavanina (caric-
ter recesivo). Mezclaron células de esta estirpe, previa-
mente irradiadas con luz uitravioleta, con una cantidad
1000 veces superior de células de otra estirpe que era
de sexo opuesto a la anterior, tenfa auxotrofias comple-
mentarias y era sensible a canavanina. Tras incubar 1a
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mezcla de las dos estirpes en condiciones apropiadas
para la conjugacidn, sembraron las cé&lulas en medio
minimo suplementado con los requerimientos de la pri-
mera estirpe y con canavanina. Un porcentaje relativa-
mente alto (1-20%) de las colonias capaces de crecer
en este medio resultaban ser mutantes estériles.

Una fraccidén de los mutantes obtenidos, por ser
rezumantes o por haber sido seleccionados como condi-
cionales para la temperatura, pudieron ser sometidos a
anilisis meidtico. Los mutantes caracterizados podian
clasificarse en cinco grupos independientes que proba-
blemente corresponden a otros tantos genes. Uno de
ellos, stel, incluye mutaciones ligadas al gen MAT.

Los grupos denominados stel2 y sted incluyen mutantes
cuyo defecto sblo se manifiesta en células a en el pri-
mero y en células a en el segundo. Los otros dos grupos
restantes, ste4 y ste5, incluyen mutantes cuyo defecto
'se manifiesta en cé&lulas de ambos sexos (MacKay y Man--
ney, 1974b). Teniendo en cuenta el nlmero de mutantes
caracterizados por el andlisis meibtico y las limitd-
ciones del protocolo utilizado para su obtencidn, es

de suponer que el nlGmero de genes implicados en la con-
jugacidn sea superior a los cinco descritos.

Las mutaciones ligadas a MAT, denominadas stel,
fueron obtenidas en estirpes que originalmente eran de
' sexo a. Estudios posteriores revelan que estas mutacio-
nes son de dos tipos, ahora denominados matal y mata2.
Ambas mutaciones complementan entre si y se diferencian
porque la funcidén codificada por MATa2 es ademds necesa-
" ria para la esporulacidén. Se han descrito mutaciones 1li-
gadas a MATa,denominadas matal que afectan poco o nada a
la capacidad conjugante y Aue, al igual que mata2, afec-
tan a la esporulacién (Strathern et al., 1979a). Estas
mutaciones indican una alta complejidad funcional del
locus MAT.



La mayoria de las mutaciones obtenidas por MacKay
y Manney probablemente corresponden a genes estructura-
les implicados en la conjugacidén. La mutacidén dmt (Bla-
mire, 1975; Blamire Yy Melnik, 1975), parece correspon-
der a un gen regulador. Esta mutacidn, no ligada al gen
MAT, confiere a células o capacidad de conjugar con cé-
lulas de ambos sexos y no tiene efecto aparente sobre
células de sexo a.

HOMOTALISMO Y HETEROTALISMO

La alta tasa de cambio de sexo, que caracteriza a
las estirpes homotdlicas de Saccharomyces y que es causa
de la inestabilidad de su fase haploide, se hereda comeo
un caridcter mendeliano y monogénico. Eil alelo dominante,
HO, de un gen no ligado al sexo es el determinante de ho-
motalismo, mientras que su alelo recesive, ko, determina
heterotalismo (Hicks et al., 1977a).

Hicks et al. (1977b) han propuesto una hipbtesis
segln la cual el cambio de sexo es el resultado de un
mecanismo tipo transposén, anidlogo a los descritos en
hacterias (Cohen, 1976). Los elementos de esta hipdte-
sis, conocida como el modelo del ''cassette',scn el gen
MAT, determinante del sexo; el gen HO y otros dos genes,
EML y HMR, de los cuales se sabia que en determinadas
combinaciones alélicas impedian el cambio de sexo en
estirpes HO (Naumov y Tolstorukov, 1973; Harashima ct
al., 1974). Al igual que MAT, HML y HMR estadn localiza-
dos en el cromosoma III; el primerc, en el brazo izquier-
do, aproximadamente a 64 cM del centrémero y, el segundo,
"~ en el brazo derecho, aproximadamente a 65 cM del centrd-
mero (Harashima y Oshima, 1976).
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Segln el modelo del "cassette',la informacién re-
sidente en el gen MAT es una secuencia polinucleotidica
de quita y pon (comparable a la cinta grabadora de un
aparato magnetofénico), que puede ser reemplazada por
otra proveniente de HML o de HMR, los cuales contienen
- copias cripticas de MAT. Los tres genes presentan formas
alélicas a y a. Para que el cambio de sexo tenga lugar
es necesario que uno de los dos genes de reserva conten-
ga informacidn distinta a MAT. Es decir, una estirpe cu-
yo genotipo sea HMLa MATa HMRa no puede cambiar de sexo;
es, por tanto, haploide estable aunque tenga el alelo HO
determinante de homotalismo, cuya funcibn es, precisa-
mente, permitir el paso de informacidn desde HML y HMR
a MAT.

El apoyo experimental al modelo del '"cassette', es
muy firme.

Se ha demostrado que estirpes estériles, cuyo de-
fecto estd localizado en el gen MAT, pueden ser curadas.
Por ejemplo, una estirpe estéril, originalmente a, puede
convertirse en a y posteriormente cambiar a o« funcional.
Puesto que el alelo o original era defectuoso, debe de
existir alguna otra fuente de informacidn o silvestre
(Hicks y Herskowitz, 1977; Strathern et al., 1979a).

Mediante determinadas técnicas se han conseguido
estirpes mutantes en los genes HML y HMR. Se ha demostra-
do que estas estirpes reemplazan informacidén funcional en
el gen MAT por informacién mutante (Klar yAFogel, 1979;
Kushner et al., 1979). ‘
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La mutacibn cmt se obtﬁvo en estirpes alteradas
en la esporulacién (Hopper y Hall,'1975b). Resultados
aportados por Haber y George (1979) indican que esta
mutacidén permite la expresién de informacidén sexual con-
tenida en HML y HMR. Otras dos mutaciones, marl y sirl
(Klar et al., 1979; Rine et al., 1979), causan el mismo
efecto que emt. Los genes CMT, MARI y SIRI no estén li-
gados entre si; presumiblemente los tres estdn implica-
dos en un mismo sistema de control negativo cuya fun-

cién es impedir la expresién <n situ de HML y HMR.

Si se cruzan dos estirpes heterotdlicas del mismo
sexo, con auxotrofias complementarias, se pueden selec-
cionar en medio minimo diploides MATa/MATa cuya forma-
cidén se debe a una mutacidén que ha cambiado el sexo de
una de las estirpes parentales. En algunos casos el cam-
bio de sexo resulta inseparable de una delecién en el
cromosoma III., Segiin la hipdtesis del '"cassette''cabe es-
perar recombinacién entre MAT, HML y HMR debido a la ho-
mologia existente entre ellos; por tanto la delecidn y
el cambio de sexo pueden explicarse en base a una recom-
blnac1on entre fragmentos homologos adyacentes a MAT y
a HML o a HMR. En estirpes d1p101des, portadoras de cam-
bio de sexo asociado a delecidn, el tamafio estimado para
el fragmento perdido concuerda con las distancias entre
MAT y HMR en un caso, y entre MAT y HML en otro. En una
de estas estirpes se ha demostrado la existencia de un
cromosoma III circular que era lo que cabia esperar si
el cambio de sexo es consecuencia de una recombinacidn
entre MAT y HML (Fig. 3).

La mutacidn rad52-1 confiere sensibilidad a rayos X
y reduce la capacidad de esporular en los diploides (Ga-
me y Mortimer, 1974). Malone y Esposito (1980) han demos-
trado que esta m?tacién impide el cambio de sexo en es-



14

Figura 3. Recombinacién entre el gen MAT y los genes
portadores de informacidn criptica para el sexo, se-

gin 1la hipétesis del "cassette'"(Strathern et al.,
1979b).

(a) Recombinacidn entre MAT y HMR
(b) Recombinacidén entre MAT y HML
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tirpes homotdlicas; sus resultados sugieren que el
cambio de sexo requiere, al menos, una funcidn gene-
ral de recombinacién.

Se ha conseguido aislar y replicar un fragmento de
ADN de S. cerevisiae que contiene el gen ZML. Mediante
experimentos de hibridacién de dcidos nucleicos se ha
podido demostrar que MAT, HML y HMR contienen secuencias
homdlogas a este fragmento.(Hicks et al., 1979; Strathern
et al., 1980).

Se ha descrito la existencia de mutaciones cis-domi-
nantes, ligadas al gen MAT, que impiden el reemplazamien-
to del ''cassette''en estirpes HO. Algunas de estas muta-
ciones estin localizadas en la propia secuencia que de-
beria ser feemplazada durante el cambio; estas mutaciones
se denominan MATa-inc o MATa-inc, dependiendo de que afec-
ten a uno u otro alelo (Takano et al., 1973; Takano y
Arima, 1979; Strathern et al., 1979a). Otras mutaciones,
stkl y stk2, tienen el mismo efecto que las anteriores,
pero estian localizadas fuera de la secuencia sustituible
(Haber et al., 1980).

Como caracteristicas importantes del sistema de ho-
motalismo hay que sefialar que el paso de informacibn es
unidireccional (se produce de HML y HMR a MAT, pero no
a la inversa) y que la informacidn contenida en los ge-
nes donadores se sigue manteniendo tras el cambio. Se ha
apuntado la equivalencia funcional gque existe entre este

sistema y la conversibn génica.
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ESPORULACION

La capacidad de esporular estd determinada en Sac-
charomyces por la heterocigosis del gen MAT; el proceso
se induce en un medio pobre en nitrbégeno y con acetato
como fuente de carbono (Kassir y Simchem, 1976).

El estudio genético de un proceso que, como la espo-
rulacién, s6lo tiene lugar en células con un grado de
ploidfa igual o mayor que dos, plantea problemas para la
deteccién de mutaciones recesivas. M.S. Esposito y cola-
boradores superaron esta dificultad utilizando una estirpe
homotdlica. El1 método seguido para obtener mutantes afec-
tados en el proceso consistid en irradiar con luz ultra-
violeta una suspensién de ascas, en condiciones tales que
la mayor parte de las colonias supervivientes se hubiesen
producido a partir de una finica espora. Debido al caricter
homotdlico de la estirpe utilizada, cualquier mutacién
inducida se obtendria en estado de homocigosis. Entre
869 colonias supefvivientes se seleccionaron 75 mutantes
cuya tasa de esporulacién, al menos a una temperatura de-
terminada, estaba 3 ¢ pér debajo de los valores medios
determinados para 1la estirpe parental a tres temperaturas
diferentes (20, 30 y 34°C) (Esposito y Esposito, 1969).

Para determinar la dominancia o recesividad de las
mutaciones obtenidas se cruzaron esporas de las estirpes
mutantes con esporas de un diploide silvestre; las estir-
pes utilizadas en estos cruzamientos tenfan auxotrofias
complementarias, de forma que los diploides hibridos po-
dian ser seleccionados como pfotétfofos en medio minimo.
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.

La mayoria de los mutantes caracterizados resultaron
ser recesivos. Se cruzaron entre si esporas de los
diferentes mutantes recesivos, por el mismo procedi-
miento que en el caso anterior, para determinar su
complementacidn. Como resultado se descubrieron 11
genes que se denominaron SPO. A partir de las frecuen-
cias con que los mutantes caracterizados se distribuian
en los 11 loci, se dedujo que debian de existir alre-
dedor de 50 genes cuya mutacidn determinase fenotipo
incapaz de esporular (Esposito et al., 1972).

Se ha demostrado que las mutaciones recesivas
spo7, 8, 9 Yy 11; asi como la dominante SP098, bloquean
la sintesis premeiética de ADN (Esposito y Esposito, 1974a).
Las funciones celulares afectadas en otros mutantes se han
determinado mas o menos precisamente combinando técnicas
~genéticas y citolégicas (Moens et al., 1974; Esposito et
al., 1974; Esposito et al., 1975).

Roth y Fogel han aislado mutantes afectados especi-
ficaménte en etapas tempranas de la esporulacibén. Su
sistema, que también permite el aislamiento de mutacio-
nes recesivas, utiliza un haploide disdmico para el cro-
mosoma III, heterocigdtico para el tipo sexual y auxdtro-
~fo para leucina por tener alelos mutantes distintos en
cada una de las dos copias del gen LEU2, localizado en
el cromosoma III. En esta estirpe la esporulacidn es abor-
tiva, pero puede inducirse recombinacidén meiética si se
transfieren las células a medio de esporulacidn. Los mu-
tantes se seleccionaron como colonias que en estas condi-
ciones ‘daban escasa cantidad de recombinantes protétrofos
para leucina, pero que eran normales en recombinacidn mi-
totica (Roth y Fogel, 1971§ Roth, 1976). Entre los mu-

tantes obtenidos por este procedimiento se ha determinado
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1a_existencia de tres mutaciones recesivas, metl, mei2,

y mei3, no ligadas entre si, cuyo defecto bloquea 1la
sintesis premeidtica de ADN (Roth, 1973). Otras tres mu-
taciones también recesivas e independientes, conl, con?2

y cond, permiten la sintesis premeiética de ADN y, proba-
blemente, afectan al mecanismo de conversidn génica (Fogel
y Roth, 1974).

Simchem y colaboradores han estudiado si las funcio-
nes requeridas en el ciclo mitdético, alteradas en los mu-
tantes ede, son o no necesarias para la meiosis. Sus re-
sultados revelan que la mayor parte de ellas lo son, a ex-
cepcién de las que estidn implicadas en la citocinesis y
alguna relacionada con la gemacidén. Estos resultados sugie-
‘rén que la meiosis ha evolucionado como un ciclo mitéti-
co, un tanto especial, por supérposicién de nuevas funcio-
nes,y que la divergencia entre ambos procesos no alcanza
un grado tal como para que exista una duplicidad de genes
(Simchem, 1974; Hirschberg y Simchem, 1977; Simchem Yy
Hirschberg, 1977; Kasir y Simchem, 1978).

-LA CARIOGAMIA

Durante el ciclo sexual de Saccharomyces cerevisiae,
inmediatamente después de la conjugacidén de dos células
de distinto sexo para formar un cigoto, tiene lugar la
fusidén de los nficleos.

Conde y Fink (1976) aislaron un mutante, karl-1,
que conjuga normalmente pero que es incapaz de llevar
a cabo la fusidn nuclear. Los cigotos formados por el
cruzamiento de este mutante con una estirpe silvestre dan
lugar en su descendencia a células que tienen el nlicleo
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haploide de uno de los dos parentales y citoplasma
hibrido. Estas células se denominan heteroplasmontes.
El mutante karl-I1 se aisld seleccionando descendencia
de estas caracteristicas a partir de un cruzamiento en
el que intervenian dos estirpes con marcadores nuclea-
res y citoplésmicos complementarios. El protocolo para
aislar mutantes alterados en la fusién nuclear se des-
cribe extensamente en la parte experimental de esta Te-
sis.

La mutacidén karI-1 es dominante internuclear y
recesiva intranuclear. Lo primero significa que su pre-
sencia en uno de los dos nficleos de un cigoto recién
formado determina no fusién. La recesividad intranuclear
se deduce del comportamiento de diploides con capacidad
conjugante, heteroéigéticos para la mutacidén; por ejem-
plo, un diploide monosémico para el cromosoma III, de
genotipo o karl-l/KARl*, es normal para fusidn nuclear
cuando se cruza con una estirpe silvestre de sexo opues-
to (Fink y Conde, 1977).

Antes del aislamiento de karI-I era conocido que
en cruzamientos entre estirpes silvestres, con baja fre-
cuencia, se producian fallos en la fusidn nuclear que
daban lugar a heteroplasmontes (Fig. l1a). Fowell (1951)
observdé la aparicién de clones haploides formados a

partir de cigotos aislados por micromanipulacidn.

Wright y Lederberg (1957) confirmaron los resulta-
dos de Fowell. Entre 530 colonias formadas a partir de
cigotos aislados, encontraron 91 que presentaban los
caracteres nucleares de una de las dos estirpes haploi-
des parentales o eran mezcla de ambos. En cruzamientos
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en los que uno de los parentales era 'petite'" cito-
pléasmico (el fenotipo "petite" consiste en una inca-
pacidad respiratoria motivada por la carencia de mi-
tocondrias funcionales, cuyo origen es una mutacidn
nuclear o mitocondrial), encontraron descendencia
heteroplasmonte que presentaba el fenotipo nuclear de
la estirpe "petite" y era normal en cuanto a capacidad

respiratoria.

Resultados similares han sido aportados por
Zahkarov et al. (1969), Vezinhet et al. (1975) y Aigle
y Lacroute (1975).

Las investigaciones cuyos resultados se acaban de
exponer fueron los antecedentes para la obtencidn del
mutante karl-1, en el cual el fallo en la fusién nuclear
se produce no de forma ocasional, como ocurre en cruza-
mientos entre estirpes silvestres (aproximadamente en
5% de los cigotos), sino con alta frecuencia (del orden
de 95%). '

kar1-1 no presenta otras alteraciones en su ciclo
de vida, aparte de 1a descrita. Su existencia indica
que la fusidén nuclear es un proceso morfogenético autd-
nomo, suceptible de ser analizado genéticamente.



MATERIALES Y METODOS



23

ESTIRPES

Las estirpes utilizadas en este estudio se rela-
cionan en la Tabla I. La nomenclatura utilizada para
la designacién de genotipos es la propuesta por el
Committee for Yeast Genetics (Plischke et al., 1976},
a excepcidén del genotipo sexual que se designa median-

te la denominacidn cldsica (a 6 o).

La estirpe JC1 es "'petite" de origen citoplésmico,
lo que se indica mediante la notacidn (rho”). Fue obte-
nida por tratamiento con bromuro de etidio de la estir-
pe 17A-NI/CR4. Ambas tienen el mismo genotipo nuclear.
El bromuro de etidio induce la formacidn.de "petites"
por destruccidén del genomio mitocondrial (Goldring et
al., 1970). '

Los mutantes para fusidén nuclear obtenidos en es-
te estudio se designan por tres letras y un nlimero. Las
dos primeras letras son JP, la tercera hace referencia
al experimento en que fueron obtenidos. Los mutantes
cuya designacién coincide en las tres letras, por ejem-
plo JPB1, JPB2 y JPB3, fueron obtenidos en el mismo ex-
perimento.

XW2-2B, XW2-3B y XW2-20A, se obtuvieron en la des-
cendencia meidtica del cruzamiento XW2; XW5-3B y XW5-3C
en la del cruzamiento XW5 (Tabla II, ver Resultados).

Las notaciones karl, kar2 y kar3 designan mutacio-
nes en tres genes distintos, implicados en el proceso
de fusién nuclear. La mutacidn karl ha sido previamente
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TABLA I. Relacidén de estirpes utilizadas

Estirpe Genotipo Procedencia
17A-NI/CR4 o ade2 hisd canl ny sk LCC
JC1 o adel hisd canl nysE (rho™) LCC
4836-8C a leul thrl LCC
XJ6-6B a hisd thrl nysk LCC
F5 "o adel LCC
F6 a ade? LCC
E7 a trpl LCC
F8 a-trpl LCC
MC40 a/a lysl/lysl LCC
X51-4C a hisd leul karl-1 LCC
K5-4B o ade? leul canl karl-1 LCC
JPA1 « ade? hisd canl nysf kar” Este estudio
JPA2 o ade? hisd canl nys® kar” Este estudio
JPB1 o ade? his¢ canl nysE kari-2  Este estudio
JPB2 o/a ade2/ade2 hisd/hiséd Este estudio
canl/canl nysf/nysk kar”
JPB3 o ade? hisd canl nysf karl Este estudio
JPC1 o ade? hisd canl nysR karl Este estudio
JPC2 o adel his4 canl nys® kari Este estudio
JPD1 o ade? hisd canl nys® kar2-1 Este estudio
JPD2 o ade? hisd canl nysB karl Este estudio
JPE1 o ade?2 hied canl nys® kar2 Este estudio
JPE2 o ade? hisd canl nysf karl Este estudio
JPE3 o ade2 hisd canl nysR kar3-1 Este estudio
JPF1 o ade? hisd canl nys® kar2 Este estudio
JPF2 o adel hisd canl nysR karl Este estudio
JPG1 o ade2 hisd canl nysR kar2 Este estudio
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TABLA I. (Cont.)

Estirpe Genotipo ’ Procedencia
JPH1 o ade2 hisd canl’nysR kar~ Este estudio
JPH2 o ade? hisd canl nysR kar2 Este estudio
JPH3 o ade? his4 canl nysB kar~ Este estudio
JPI1 « ade? hisd canl nysf karl Este estudio
JPJ1 o ade? hisd canl nysf karl Este estudio
JPK1 o ade2 hisd canl nysR karl Este estudio
JPK2 o ade? hisd canl nysR karl Este estudio
JPK3 o ade? hisd canl nysf karl Este estudio
XW2-2B a ade2 leul thrl Rarl-2 Este estudio
XW2-3B a leul thrl karl-2 Este estudio
XW2-20A a hisd leul canl nysR kari-2  Este estudio
XW5-3B a ade? leul nys® kar2g-1 Este estudio
XW5-3C a leul thrl nys® kar2-1 Este estudio

LCC: Coleccidn de estirpes de levadura de La Cruz del Cam-
po, S.A., Sevilla. ' -



descrita (Conde y Fink, 1976); los mutantes kar2 Yy
kar3 se describen por vez primera en este estudio. Las
estirpes designadas kar~ son mutantes alterados en el
proceso de fusidn nuclear, para los que no se ha deter-

minado cudl es el gen afectado.

PRODUCTOS QUIMICOS

Metanosulfohato de etilo, Sigma Chemical Co., St.
Louis, Missouri, U.S.A.

Canavanina, (sulfato de L-canavanina), Sigma Che-

mical Co.
Nistatina, Sigma Chemical Co.

Helicasa, (Suc d'Heliz pomatia), L'Industrie Bio-
logique Frangaise, Clichy, Francia.

Mitramicina, Pfizer, Inc., Groton, Connecticut,
U.S.A.

MEDIOS DE CULTIVO

Medio minimo (SD). Yeast nitrogen base w/o amino-

acids (Difco) 0,67%; glucosa, 2%.

Medio completo (YEPD). Extracto de levadura, 1%;

[

peptona, 2%; glucosa, 2%.



Medio selectivo. "Yeast nitrogen base w/o amino-
acids" (Difco), 0.67%; glicerina, 3%; glucosa, 0.1%;
histidina, 20 mg/l; sulfato de adenina, 20 mg/l. El
medio se tampona con una solucidén 1 M de tampdn citra-
to-fosfato pH 6.5, esterilizada por separado. Se afiade
el volumen necesario de solucidn tampdn, para que su
concentracidén final en el medio sea 0.1 M. Tras la es-
terilizacidén, cuando el medio se ha enfriado hasta 50-
60°C, se afiade sulfato de canavanina y nistatina; la
concentracidén de estos dos antibibdticos en el medio es

60 mg/1 y 2 mg/l, respectivamente.

Medio de preesporulacidén. Extracto de levadura,

0.8%; peptona, 0.3%; glucosa, 10%.

Medio de esporulacidén. Extracto de levadura, 0.1%;

glucosa, 0.05%; acetato potdsico, 1%.

Todos los medios se solidifican con agar a concen-
tracién 2%. En los casos necesarios, el medio minimo se
suplementa con aminoicidos y bases a las concentracio-
nes indicadas por Sherman et al. (1977) y con canavani-
na y nistatina a la misma concentracidn que en el medio

selectivo.

CRECIMIENTO DE CULTIVOS

“Los cultivos en medio liquido se incubaron con
aireacién forzada. La densidad celular se estimd uti-
lizando una camara de Petroff-Hausser. El titulo de
células vivas se determind por dilucién y siembra en

cajas de medio completo.
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Tanto en medio liquido como s6lido 1la temperatura
de incubacidn de los cultivos fue de 30°C.

TRATAMIENTO MUTAGENICO

Se utilizdé metanosulfonato de etilo, segln el pro-
tocolo descrito por Fink (1970). La supervivencia en
diferentes experimentos, oscild entre 40% y 70%.

SELECCION DE MUTANTES

Los mutantes de fusi6n nuclear se obtuvieron a par-
tir de la estirpe JC1. Un cultivo de esta estirpe, pre-
viamente tratado con metanosulfonato de etilo, se dilu-
y6 convenientemente para que tras un recrecimiento de 8-
12 horas, en medio completo, llegara a fase estacionaria
(2-3 x 108 cel/ml). Se mezclaron 2-3 ml de este cultivo
con un volumen apropiado de otro cultivo, crecido para-
lelamente en medio completo hasta fase estacionaria, de
la estirpe 4836-8C. E1 volumen de cultivo de 4836-8C
utilizado fue el necesario para que sus células estuvie-
sen en la mezcla a una concentracidn 5 veces mayor que
las de JC1.

La mezcla de las dos estirpes se concentrd 10 ve-
ces y la espesa suspensidn celular resultante se espar-
cid en cajas de medio completo a razén de 0.2 ml por
caja. Estas cajas se incubaron 18-20 horas para permi-
tir la conjugacidén. La biomasa crecida al cabo de este
tiempo se recogid afiadiendo a cada caja 2 ml de agua
estéril, se diluyd 100 veces y se sembrd en cajas de
‘medio selectivo.
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CRUZAMIENTOS

Para permitir la conjugacidn entre dos estirpes,
se mezclaron pequefias cantidades de biomasa de cada
una de ellas sobre la superficie de una caja de medio
completo. Cuando la finalidad de los cruzamientos era
el aislamiento de cigotos; las mezclas conjugantes se
incubaron 3-5 horas. Cuando lo que se pretendia era la

obtencién de hibridos, se incubaron durante una noche.

Los hibridos resultantes de los diferentes cruza-
mientos realizados se aislaron por la té&cnica de selec-
cién de protétrofos de Pomper y Burkholder (1949). Las
dos estirpes parentales utilizadas en cada cruzamiento
tenian siempre auxotrofias complementarias, tuviesen o
‘no otras en comin; segin el caso, los hibridos se selec-
cionaron en medio minimo o en medio minimo suplementado
con el requerimiento comin.

ESPORULACION

Colonias aisladas de los hibridos que se deseaba
esporular se transfirieron a cajas de medio de prees-
porulacién y se incubaron durante dos dias. La bioma-
sa crecida se transfirié a cajas de esporulacidn que
se incubaron otros dos dias.

ANALISIS MEIOTICO

En los casos en que fue posible, la segregacifn
de los cruzamientos se estpudié por andlisis de tétra-
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das. En aigunos de los casos en que esta aproximacidn
no- fue posible, debido a la baja tasa de germinaciéﬁ

de las esporas, se recurrid al anilisis masal de espo-
ras. Ambos procedimientos han sido descritos por Morti-
mer y Hawthorne (1969) y por Sherman y Lawrence (1974),
entre otros. Para digerir las paredes de las ascas se

empled helicasa comercial, diluida 10 veces.

TINCION DE NUCLEOS

Para la observacidn de nicleos se prepararon mez-
clas conjugantes en cajas de medio completo. Tras 3-5
horas de incubacidén fueron tefiidas con mitramicina se-
gln el protocolo de Slater (1976) y observadas al mi-
croscopio con iluminacidén de fluorescencia.

'OBTENCION DE ESTIRPES DIPLOIDES CON CAPACIDAD CONJUGANTE

Para la construccién de cada uno de los diploides
sexuados utilizados en los estudios de dominancia y com-

plementacidn se siguid el siguiente protocolo.

Se construyd en primer lugar un diploide normal
(heterocigbtico para el sexo : a/a) por cruzamiento de
dos estirpes haploides; una Kart y otra Kar™, o ambas
Kar~; dependiendo de que el objetivo fuese estudiar do-
minancia o recesividad de una mutacidn, o complementa-
cién entre dos mutaciones. Las dos estirpes que inter-
venian en el cruzamiento se eligieron de forma que
tuviesen en comfin una mutacidén determinante de auxotro-

’
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fia, para que el hibrido fuese homocigdtico para ella
y por tanto auxdtrofo. El hibrido diploide obtenido se
incubd en medio completo liquido hasta fase estaciona-
ria y se sembrd en cajas de medio completo, a una den-
sidad de aproximadamente 500 células por caja. Estas
cajas se irradiaron con luz ultravioleta procedente de
una ldmpara germicida G15T8 de 15W, situada a 50 cm de
distaﬁcia, durante 30 segundos. Tras la irradiacidn las
cajas se incubaron 3 dias. La sﬁpervivencia fue en to-

dos los casos prdxima a 100%.

Las colonias crecidas se replicaron en cajas de
medio completo, en las que también se replicd un césped
de una estirpe haploide, auxétrofa para un réquerimien-
‘to distinto al del diploide; como césped se empled la
estirpe F8. Las cajas en las quekse habian replicado
las colonias y el césped se incubaron durante una noche
y, a continuacidn, se replicaron en otras de medio mini-
‘mo donde, al cabo de un dia de incubacién, podia obser-
varse la aparicién de manchas de crecimiento que presun-
tamente correspohdian a triploides protdtrofos, formados
porAconjugaciSn entre un diploide con capacidad conju-
~gante y la estirpe utilizada como césped. '

Comparando las cajas de medio minimo con las que
contenian las colonias diploides se identificaron algu-
nas con capacidad conjugante.



RESULTADOS



MUTANTES AFECTADOS EN LA FUSION NUCLEAR
Seleccidbn de mutantes

El medio empleado para la seleccidén de mutantes Kar~
contiene glicerina como fuente de carbono y estd suple-
mentado con adenina e histidina y con los antibiéticos
‘canavanina y nistatina. Su composicidn estd disefiada pa-
ra impedir el crecimiento de las estirpes utilizadas co-
mo parentales y de los diploides normales formados por
su cruzamiento. La estirpe JC1 no puede crecer a causa
de su caricter 'petite", que le impide utilizar una fuen-
te de carbono no fermentable como la glicerina. La estir-
pe 4836-8C tampoco puede hacerlo porque es auxdtrofa para
leucina y treonina y el medio carece de estos aminodcidos
ademids esta estirpe es sensible a los antibidticos. Los
diploides normales formados por conjugacidén de las dos
estirpes anteriores no pueden crecer, porque tanto el
‘caridcter de resistencia a canavanina como el de resisten-
cia a nistatina son recesivos.

El medio selectivo debe permitir el crecimiento de
heteroplasmontes que tengan el nicleo de JC1 y mitocon-
drias funcionales de 4836-8C. La formacidn de heteroplas-
montes requiere que se haya producido la conjugacidn de
las estirpes parentales y que no se haya producido la fu-
sién nuclear, lo cual se espera que ocurra con células
mutantes afectadas en la fusidn.

Entre las colonias crecidas en medio selectivo se
seleccionaron los heteroplasmontes por el criterio de que
fuesen auxdétrofos para adenina e histidina. El resto de
las colonias (alrededor del 40%) eran casi todas proté-
trofas, probablemente eran diploides capaces de crecer en
medio selectivo por haber adquirido resistencia a los an-



tibi6éticos, como consecuencia de recombinacidén mitdtica

o pérdida de cromosomas.

Identificacibébn de mutantes

Es de esperar que la mayor parte de los heteroplas-
montes obtenidos se hayan generado por un fallo acciden-
tal de la fusién nuclear, no debido a mutacidn, ya que
esto ocurre con una frecuencia préxima a 5% en cruza-
mientos entre estirpes silvestres (Wright y Lederberg,
1957 y esta Tesis).

Los heteroplasmontes mutantes pueden distinguirse
de los "accidentales" en base a su eficacia para formar
diploides en cruzamientos por una estirpe silvestre. Los
mutantes han de dar lugar a una cantidad sensiblemente

menor de diploides.

Para identificar los mutantes Kar~ entre el conjun-
to de heteroplasmontes obtenidos, se dispusieron &stos
en cajas de medio completo, sembrados en forma de tra-
zos de aproximadamente 1 cm de longitud, a razdén de 50
clones por caja. Estas cajas se incubaron hasta que los
trazos crecieron suficientemente y entonces se replicaron
en otras cajas de medio completo, en las que simulténea-
mente se replicd un césped de una estirpe que tenia auxo-
trofias complementarias a las de los heteroplasmontes y
era de sexo opuesto. Estas Gltimas cajas se incubaron
durante 4 horas para permitir la conjugacidén entre los
heteroplasmontes y la estirpe utilizada como césped, y
a continuacidn, se replicaron en otras de medio minimo.
Al cabo de un dia, se aislaron como presuntos mutantes
Kar~ aquellos clones cuya réplica en medio minimo habia



dado lugar a un crecimiento puntiforme, mientras que
las réplicas de la mayor parte de los clones y de es-
tirpes Kar* utilizadas como patrones, crecieron de
forma confluente. '

Comprobacidn genética del fenotipo mutante

Los presuntos mutantes identificados en el experi-
mento descrito, representaron menos del 5% del total de
heteroplasmontes. Para confirmar su caricter mutante,
se aislaron por micromanipulacidén cigotos formados en
sus cruzamientos por una estirpe silvestre. Los mutantes
Kar~ se confirmaron como tales porque las colonias germi-
nadas a partir de los cigotos manifestaron en un alto
porcentaje el fenotipo de una de las dos estirpes paren-
tales, lo que demostraba un fallo no accidental, sino

genético, de la fusidén nuclear.

En definitiva se han aislado 23 mutantes Kar , obte-
nidos en 11 experimentos diferentes, lo que asegura que
al menos una fraccidén importante de ellos es de origen
independiente.

La Figura 4 representa la capacidad de fusidn nu-
clear de la estirpe 17A-NI/CR4, utilizada como patrdn
Kart, y de los distintos mutantes obtenidos. La capaci-
dad de fusién nuclear se determind analizando, en cada
caso, 100 colonias formadas a partir de cigotos, aisla-
dos por m1croman1pu1ac1on, de cruzamlentos entre las es-
tlrpes a caracterizar y la estlrpe Kar™ 4836-8C. Se

considerd que la fusidn nuclear se habia producido en
-los cigotos cuyo crecimiento dié lugar a una colonia
diploide. |
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Figura 4. Determinacién de la frecuencia de fusitn
nuclear (%) para la estirpe Xar® 17A-NI/CR4 y 23
mutantes Kar~. Las barras verticales indican la fre-
cuencia de fusidn nuclear observada para cada estir-
pe. Las zonas rayadas corresponden a los intervalos

de confianza para cada determinacidn.
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El rendimiento final en la obtencidén de mutantes
Kar™, referido al nGmero de colonias crecidas en las
cajas de medio selectivo es del orden de 1%. Debido a
las caracteristicas del protocolo de obtencidén de mu-
tantes, es dificil evaluar -con precisidn la frecuencia
de mutacidén inducida para el fenotipo Kar™, pero puede
estimarse que es del orden de 10°® en las condiciones
experimentales utilizadas.

Comprobacidén citoldgica del fenotipo mutante

Un criterio adicional para la confirmacidn de los
mutantes Kar~ fue la observacién al microscopio de 1los
nlcleos presentes en cigotos formados en sus cruzamien-
tos por estirpes silvestres. Cuando se examinan los ci-
gotos formados por dos estirpes silvestres, s6lo se ob-
serva un niicleo por cigoto, debido a que la fusidén nu-
clear ocurre inmediatamente después de la fusidn celu-
lar. En contraposicidén, los cigotos formados en un cru-
zamiento en que interviene una estirpe Kar~ son hetero-
cariontes. La diferencia entre ambos tipos de cigotos
aparece ilustrada en la Figura 5. Los nficleos de las cé-
lulas de Saccharomyces no son visibles directamente al
microscopio; para su observacidn se tifieron con mitrami-
cina segln se describe en el cépitulo de Materiales y
Métodos. |

Mutantes atipicos
" Algunos de los clones identificados como presuntos

mutantes Kar~ resultaron ser estériles. Cuando se cruza-

ron estos clones por una estirpe silvestre, y se exami-



Figura 5. Observacién de nficleos en cigotos de
S. cerevistae-x 3.000.

. + +
(a) Cigoto formado en un cruzamiento Kar x Kar

: . - +
(b) Cigoto formado en un cruzamiento Kar x Kar .

2
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naron las mezclas conjﬁgantes al microscopio, no se ob-
servaron cigotos. No es fdcil explicar la aparicidn de
este tipo de mutantes en cajas de medio selectivo. Una
posibilidad es que se trate de clones disémicos para el
cromosoma III, que se hayan convertido en His  por re-
combinacién mitética en dicho cromosoma. Para determinar
si este era su origen, se cruzaron algunos de estos mu-
tantes por estirpes de uno u otro sexo que tenian auxo-
trofias complementarias a las de ellos y se determind la
frecuencia de formacidn de complementantes protdtrofos.
Algunos de los mutantes mostraron escasa o nula formacibn
de protétrofos frente a los dos sexos, lo cual apoya la
hip6tesis de que sean disdmicos para el cromosoma III.
Otros mostraron escasa, pero significativa, capacidad de
formar protétrofos frente a una estirpe de sexo a y préac-
ticamente ninguna frente a otra de sexo a, lo cual hace
ﬁensar que no son disémicos y que por alguna otra razdn
tienen disminuida su éapacidad conjugante. Aunque no se
dispone de mids datos sobre estos mutantes, su existencia
sugiere algﬁh tipo de relacidén entre capacidad conjugan-
te vy capacidad de fusibn nuclear.

ANALISIS MEIOTICO

Se ha analizado la segregacidn meibtica de cruza-
mientos de los mutantes obtenidos por estirpes silves-
‘tres y entre si.

La segregacidén para el caricter Kar se determind
por el procedimiento descrito anteriormente, en relacidn
con la distincién entre heteroplasmontes 'accidentales"
y mutantes. Este procedimiento se basa en la diferente



41

Y

respuesta de clones auxdtrofos, Kar~ o Kar®, respecto

a la formacidn de complémentantes protétrofos, cuando
son cruzados por una estirpe de sexo opuesto y auxo-
troffas complementarias. E1 fenotipo Kar se comprobd
por .el procedimiento de micromanipulacidén de cigotos
para el 6% de las esporas analizadas; en la mayor par-
te de los casos 1la comprobac1on se hizo con las cuatro
esporas de una misma tetrada, en otros casos, se hizo
con esporas prototrofas, cuyo fenotipo Kar no puede ser
determinado por el procedimiento general. En ningln ca-
so los resultados obtenidos por micromanipulacidén de ci-
~gotos fueron discordantes con los obtenidos por el otro
método.

Los cruzamientos cuya segregacidn meidtica ha sido
analizada se relacionan en la Tabla 2. Salvo indicacidn
expresa, la segregacidn para los marcadores genéticos,
acompafiantes al caracter Kar, que intervinieron en estos

cruzamientos, fue la esperada.

Segregacidn de cruzamientos Kar % Kar*

La segregacidn meibética de cruzamientos realizados
entre 12 mutantes Kar~ y estirpes silvestres se deter-
miné por andlisis de tétradas. El1 fenotipo Kar~ segregd
en todos estos casos como un caricter mendeliano y mono-

génico (Tabla 3).

En la descendencia de los cruzamientos realizados
para caracterizar el mutante JPE3 (cruzamientos XW8/1 y
XW8/2), la mutacién kar~ cosegregd con un tamafio colonial

ostensiblemente menor del normal.
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TABLA II. Cruzamientos estudiados

Cruzamiento Parental a Parental o
XW1 4836-8C JPA1
- XW2 ' 4836-8C JPB1
XW3/1 4836-8C JPB2
XW3/2 © MCA40 JPB2
XW4 | 4836-8C JPB3
XW5/1 4836-8C JPD1
XW5/2 XJ6-6B JPD1
XW6 o XJ6-6B JPE1
XW7 XJ6-6B JPE2
XW8/1 XJ6-6B "~ JPE3
XW8/2 XW8/1-2D F5
XW9 XJ6-6B - JPF1
XW10 | XJ6-6B JPF2
XW11 XJ6-6B JPH1
XW12/1 4836-8C JPH3
XW12/2 XJ6-6B JPH3
XwWi12/3 F6 XW12/2-3D
XW13 : XJ6-6B JPI1
XW14 XJ6-6B JPJ1
XW15 XJ6-6B JPK1
XW16 XJ6-6B JPK2
XW17 XJ6-6B JPK3
XK1 © X51-4C JPB1
XK2 . X51-4C JPD1
XK3 o X51-4C - JPE1
XK4 X51-4C : JPE2
XK5/1 XW2-2B JPE3:
XK6 | X51-4C JPF1
XK7 X51-4C : | JPF2
XK8 X51-4C - JPIt
XK9 X51-4C © JPJ1

XX10 X51-4C JPK1



TABLA II. (Cont.)

Cruzamiento Parental « Parental o
XK11 X51-4C JPK2
XK12 . X51-4C JPK3
XK13 XW2-3B JPAT
XK14 | . XW2-3B JPB3
XK15/1 XW5-3B JPE1
XK15/2 XW5-3C JPE1
XK16/1 XW5-3B JPE3
XK17 XW5-3B JPF1
XK18 XW5-3C ~ JPAT

XK19 XW5-3C : JPB3
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TABLA III. Segregacidn meidtica del fenotipo Kar en

cruzamientos Kar~ x Kar™

Mutante Tétraaas
por Cruza- anali- Segregacidn para Kar
caracterizar miento zadas 2+:2- 3+:1- 3-:1+
JPB1 XW2 29 28 0 1
JPD1- XWs/1 9 "9 0 0
JPD1 XW5/2 13 13 0 0
JPE1 XW6 23 22 1 0
JPE2 XW7 18 16 2 0
JPE3 XW8/2 18 18 0 0
JPF1 XW9 12 11 1 0
JPF2 XWio 16 15 1 0
JPI1 XW13 17 17 0 0
JPJ1 XW14 14 14 0 0
JPK1 XW15 19 18 1 0
JPK2 XW16 - 24 24 0 0
JPK3 Xw17 15 13 1 1

La caracterizacibén meidtica de los restantes mutan-
tes se vid dificultada, principalmente, por la escasavia-
bilidad de las esporas derivadas de sus cruzamientos. En
la mayor parte de los casos no fue posible, tras haber
micromanipulado varias decenas de tétradas, encontrar si-
quiera una sola en la que hubiesen germinado las cuatro
esporas.



Entre las tétradas micromanipuladas, procedentes
del cruzamiento XW11, en el que intervenia el mutante
JPH1, hubo un caso en el que germinaron las cuatro es-
poras. En esta tétrada el fenotipo Kar~ cosegregd con
un tamafio colonial pequefio, igual que ocurria en los
cruzamientos realizados con el mutante JPE3. En otras
tétradas derivadas de este mismo cruzamiento, en las
que habian germinado tres esporas, también se observd
cosegregacién'de Kar™ y tamafio colonial pequeﬁo.

En algunos de los casos en los que no fue posible
obtener datos a partir de tétradas completas se recu-
rri6 al andlisis masal de esporas. Asi se estudié la
segfegacién de los cruzamientos XW1 y XW4. Los resul-
tados obtenidos para ambos indican segregacidn mendelia-
na y monogénica para el cardcter Kar~ (Tabla IV).

TABLA IV. Andlisis masal de esporas de los cruszamientos
XW1 y XW4

Mutante Esporas g, otipo de la descendencia

por Cruza- anali- "
caracterizar miento zadas a Kar a Kar a Kar* o Kar

JPA1 XW1 194 53 42 56 43
JPB3 Xw4 100 20 37 19 24




En los cruzamientos del mutante JPB2 por estirpes
haploides Kart, la viabilidad de las esporas era parti-
cularmente baja. Se estudié, por andlisis masal de es-
poras, el cruzamiento XW3/1. La segregacidn obtenida pa-
ra el sexo y otros marcadores se ajusta a la que cabria
esperar en el caso de que JPB2 fuese diploide, homocigé-.
tico para todos sus marcadores incluido el sexo (Tabla
V). Conviene recordar que este mutante fue seleccionado
como heteroplasmonte por poseer los mismos marcadores
nucleares queila estirpe JC1. Para confirmar el supues-
to cardcter diploide de JPB2, dicho mutante se cruzd por
la estirpe MC40, diploide y homocigdtica a/d lys2/lys?2
(cruzamiento XW3/2); la germinacidn de las esporas fue
buena en este caso, en contraposicidén a la de los cruza-
mientos por una estirpe haploide. La segregacidn obte- '
nida, determinada por andlisis de tétradas, se ajusta
a la esperada para un tetraploide (Tabla VI).

La causa de la diploidia de JPB2 pudo ser endomi-
tosis o fusién de nGcleos hermanos, habiendo podido te-
ner lugar esta Gltima en el cigoto heterocaridtico del
cual procede este mutante o en una célula formada a par-
tir de dicho cigoto. |

" E1 cardcter diploide de JPB2 justifica la escasa
viabilidad de las esporas procedentes de sus cruzamien-
tos con estirpes haploides. Esta explicacién no sirve
para otros casos como los de los mutantes JPA1 y JPB3,
para los cuales los resultados sugieren una constitucidn
haploide (Tabla IV). En estos casos el problema de baja
viabilidad de esporas puede atribuirse a alguna de las
dos causas siguientes: 1) mutaciones adicionales genera-
das en el tratamiento con metanosulfonato de etilo y 2)
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Marcador ' : Segregacidn

Sexo 14 a: 41 o: 45 no conjugantes
His 59 His* : 41 His~

Leu 88 Leu* : 12 Leu~

Thr 90 Thr* : 10 Thr~

TABLA VI. Segregacidn meidbtica del cruzamiento XWS/Z

Ade- :Ade” N® té- His-:His* N2 té- Lys~:Lys* N2 té- Sexo No té-

tradas tradas tradas tradas
2:2 1 2:2. 1 2:2 0 1
1:3 5 1:3 2 1:3 3 2 3
0:4 0:4 0:4 6

%
La segregacidén expresada indica la relacidn conjugantes: no con-

jugantes. La mayor parte de los clones no conjugantes fueron ca-
paces de esporular.



efecto pleiotrdépico de la propia mutacidén determinante
del fenotipo Kar~. En el caso de que la primera hipdte-
sis fuese la correcta, los dos efectos podrian ser se-
parados en la descendencia, a no ser que se diese la po-
co probable circunstancia de que el defecto en la germi-
nacién de las esporas se deba a mutaciones ligadas al
gen responsable del fenotipo Kar . Si la segunda hip6-
tesis fuese correcta, los dos efectos serian inseparables.
Aunque no se dispone de resultados concluyentes para dis-
cernir entre las dos alternativas, el hecho de que las
esporas derivadas de cruzamientos entre un silvestre y

3 clones Kar~ descendientes de JPA1, germinen mal, mien-
tras que las derivadas de cruzamientos entre silvestre

y otros 5 clones Kar®, también descendientes de JPA1,
germinen bien, parece apoyar la segunda hipltesis.

Con la finalidad de caracterizar la mutacidn res-
ponsable del carédcter Kar~ del mutante JPH3 se estudia-
ron los cruzamientos XW12/1, XW12/2 y XW12/3. Aunque la
viabilidad de las esporas procedentes de estos cruza-
mientos no era buena, aproximadamente en el 10% de los
casos germinaban las cuatro esporas de una misma tétra-
da. Estas tétradas mostraron segregacidn atipica para el
sexo. En 15 casos la segregacidén fue 20:1a:1n (n = no
conjugante); en 3 casos fue 20:2n y en 1 caso 2a:i2a.

La segregacién para los restantes marcadores fue normal.
Estos resultados pueden interpretarse suponiendo la
existencia en la estirpe JPH3 de una mutacidn que causa
la esterilidad de células de sexo a, pero no la de cé-
lulas de sexo d, por lo que no se manifiesta en el aisla-
miento original. Segfin esta hipétesis, los tres tipos de
tétradas citados corresponderian, cuando se considera la
segregacidn de esterilidad frente a sexo, a tetratipos,
ditipos recombinantes y ditipos parentales, respectiva-



mente. En los casos analizados, el cardcter Kar™ se-
gregé independientemente del sexo y de la supuesta mu-
tacién de esterilidad y cosegregd con un tamafio colo-
nial pequefio, exactamente igual que ocurria en cruza-
mientos en los que intervenian los mutantes JPE3 y JPHI
mencionados anteriormente.

Relaciones de ligamiento entre las mutaciones kar
A) Ligamiento a KARI

Se estudié en primer lugar la existencia o no de
ligamiento entre las mutaciones responsables del feno-
tipo Kar~ de los mutantes obtenidos en este trabajo y
el gen KAR1. Para ello se analiz6 la segregacidn de
cruzamientos llevados a cabo entre distintos mutantes
y estirpes karl.

La Tabla VII muestra los resultados de los cruza-
mientos cuya segregacidén pudo ser determinada por ané-
lisis de tétradas. De estos resultados se deduce que las
mutaciones kar de 8 estirpes estan ligadas a KAR1, por
lo que, probablemente, afectan a dicho gen. En el caso
de otros .4 mutantes no existe ligamiento, de donde se
deduce que el gen mutado no es KARI. Se designd como
KAR2 al gen cuya mutacibn es responsable del fénotipo
Kar- de la estirpe JPDI;

El cruzamiento del mutante JPE3 por una estirpe
karl, al igual que los realizados éntre dicho mutante
y\estirpes silvestres, mostrd una segregacidn 2:2 para
el tamafio colonial, si bien,-como era de esperar en es-
te caso, el tamafio colonial pequeﬁo no cosegregaba con



todas 1las esporas Kar™, sino sélo con dos de cada té-
trada. Los resultados de la Tabla VII demuestran que

este mutante no es karl.

TABLA VII. Segregacién meidtica del fenotipo Kar en cru-

gamientos Kar™ x karl

Mutante
por Cruza- Tétradas Segregacibn para Kar
caracterizar miento analizadas 0+:4- 1+:3- 2+:2-~
JPB1 XK1 13 13 0 0
JPD1 XK2 31 5 20 6
JPE1 XK3 17 3 13 1
JPE2 XK4 15 15 0 0
JPE3 XK5/1 4 1 2 1
JPF1 XK6 12 3 7 2
JPF2 XK7 13 13 -0 0
JPI1 XK8 13 13 0 0
JPJ1 XK9 15 15 0 0
JPK1 XK10 10 10 0 0
JPK2 XK11 13 13 0 0
JPK3 XK12 9 9 0 0

Para caracterizar alguno de los mutantes cuyos cru?
zamientos daban lugar a esporas poco viables, se recu-
rridé de nuevo al andlisis masal de esporas. Asi se es-
tudié la segregacidén de los cruzamientos XK13 y XK14. Los
resultados obtenidos indican que el mutante JPA1 no estd
afectado en el gen KARI y que el mutante JPB3 si lo estd
(Tabla VIII).
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TABLA VIII. Andlisis masal de esporas de los cruzamientos
XK13 y XK14

Mutante Esporas Fenotipo de la descendencia
por Cruza- anali- " -
caracterizar miento zadas a Kart a Kar™ o Kar® o Kar

JPA1 XK13 173 27 65 26 55
JPB3 XK14 100 0 44 0 56

Al igual que ocurrié en los cruzamientos del mutante

JPH3 por estirpes silvestres, en la descendencia de un
cruzamiento realizado entre este mutante y una estirpe
karl, aparecieron clones no conjugantes a los que hubiese
correspondido ser de sexo o en una segregacidn normal pa-
ra el sexo. Se analizaron las esporas conjugantes de § té-
tradas. Seis de estas esporas, cada una de ellas pertene-
ciente a una tétrada distinta, eran Kart, lo que demuestra
que JPH3 no estd afectado en el gen KARI.

B) Ligamiento a KAR2

Los mutantes que a la vista de los resultados ex-
puestos en la Tabla VII demostraron no ser karl, fueron
cruzados con estirpes kar2-1 derivadas de JPD1. La Ta-
bla IX muestra los resultados del andlisis de tétradas:
de dichos cruzamientos. Se deduce que las mutaciones
kqr de las estirpes JPE1 y JPF1 estdn ligadas a KARZ,
por. lo que, prbbablemente, se trata de mutantes en dicho



52

gen. JPE3 no es kar2; al igual que ocurria en otros
cruzamientos en los que intervino esta estirpe, en
la descendencia del cruzamiento XK16/1 se observé
segregacidn 2:2 para el tamafio colonial. El gen cuya
mutacidn es responsable del fenotipo Kar™ del mutan-
te JPE3 se designd KARS3.

TABLA IX. Segregacidén meibtica del fenotipo Kar en cruza-

mientos Kar™ x kar?2

Mutante
por Cruza- Tétradas Segregacidon para Kar
‘caracterizar miento analizadas O+:4- T+:3- 2+:2-
" JPE1 XK15/2 10 10 0 0
JPE3 XK16/1 4 0 4 0

JPF1 XK17 8 8 0 0

Los resultados del andlisis masal de esporas de
cruzamientos de los mutantes JPA1 y JPB3 por una estirpe
kar2 se muestran en la Tabla X. Se deduce que ninguno
de estos mutantes estd afectado en el gen KARZ, lo cual
era de suponer para el caso de JPB3, segln los datos de
la Tabla VIII.

Autodiploidizacidn en mutantes Kar~

En el apartado dedicado a la segregacidn de cruza-
mientos Kar~ x Kar® se expuso el caso del mutante JPB2,
que resultd ser diploide homocigdtico para todos sus
marcadores. No es el finico caso de este tipo que se ha
observado.
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TABLA X. Andlisis masal de esporas de los cruzamientos XK18

y XK19
Mutante Esporés o .
por Cruza-  anali- Femotipo de la descinden01?
caracterizar miento zadas a Kar* a Kar™ o Kar o Kar
JPAT1 XK18 168 35 53 21 59
~ JPB3 XK19 48 8 11 8 21

El cruzamiento XK15/1 se llevd a cabo para estudiar
si existia ligamiento entre la mutacidén responsable del
fenotipo Kar~ del mutante JPE1 y el gen kKAR2 (resultados
adicionales demostraron que JPE1 es kar2). Cuando se mi-
cromanipularon tétradas procedentes de la esporulacidn
de un clon hibrido, seleccionado como complementante a
partir de este cruzamiento y supuestamente diploide, se
obtuvieron resultados que se ajustan a la segregacidn
esperada para un tetraploide (Tabla XI). Hay que hacer
notar que las dos estirpes que intervinieron en el cruza-
miento XK15/1 son haploides. |

Un caso andlogo ocurrid con el cruzamiento XK2
(karl x kaqr2). Un hibrido seleccionado a partir de este
cruzamiento también mostrd segregacidn atipica, si bien
en este caso la gérminacién de las esporas no fue buena,
por lo que no fue posible determinar si la segregacidn
correspondia a la meiosis de un tetraploide, pero en
cualquier caso, puede afirmarse que correspondia a un clon
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His- :His* N¢ té- Leu :Leu* N2 té- CanR:CanS N° té- Sexo* N2 té-

tradas : tradas tradas tradas
2:2 1 2:2 5 2:2 3
1:3 3 1:3 1 1:3
0:4 0:4 4 0:4

* : .
La segregacidn expresada indica la relacibén conjugantes: no con-

_ jugantes. La mayor parte de los clones no conjugantes fueron ca-
paces de esporular. |
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de ploidfia mayor que dos. Otro clon hibrido, obtenido
de este mismo cruzamiento, mostré la segregacidn espe-
rada para la meiosis de un diploide; los resultados
obtenidos para este Gltimo figuran en la Tabla VII.

Observaciones adicionales indican que la autodi-
ploidizacién debe ser frecuente en cruzamientos en los
que intervienen mutantes kar?2 .

El caso de JPB2 parece ser independiente. El ani-
lisis de esporas procedentes de cruzamientos de este
mutante por estirpes haploides karl y kar2 mostrd la
existencia de recombinantes Kar® en ambos casos, lo que
indica que JPB2 no es karl ni kar?2.

ESTUDIOS DE DOMINANCIA

Las pruebas para determinar si una mutacidn es do-
minante o recesiva son habitualmente sencillas en S. ce-
revisiae. Basta cruzar la estirpe haploide portadora de
la mutacidén con una estirpe silvestre de sexo opuesto y
comprobar si el hibrido diploide manifiesta o no el fe-
notipo mutante. La situacién se complica cuando se trata
de estudiar mutantes Kar’,>ya que los diploides que se
construyan con este fin seridn no conjugantes y, por tan-
to, no se podrid determinar si son fenotipicamente Kar*

o Kar~. Para salvar esta dificultad se construyeron di-
ploides sexuados, derivados de diploides normales, a su
vez obtenidos en cruzamientos de los distintos mutantes
y una estirpe Kar® (seglin el procedimiento descrito en

el capitulo de Materiales y Métodos). La Tabla XII pre-
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TABLA XII. Estudios de dominancia. Relacidn de diploides

sexuados, heterocigdticos kar/KAR*

Diploide
sexuado¥® Parental «a Parental «o
DD1 XJ6-6B JPA1
DD2 : XJ6-6B JPA2
DD3 XJ6-6B JPB1
DD4 XJ6-6B JPB3
DD5 XJ6-6B JPC1
DD6  XJ6-6B JPC2
DD7 XJ6-6B JPD1
DD8 XJ6-6B - JPD2
DDY XJ6-6B JPE1
DD10 XJ6-6B JPE2
DD11 XJ6-6B JPE3
DD12  XJ6-6B JPF1
DD13 XJ6-6B JPF2
DD14 XJ6-6B JPG1
DD15 XJ6-6B | JPH1
DD16 | XJ6-6B JPH2
DD17 XJ6-6B JPH3
DD18 XJ6-6B JPI1
DD19 ~ XJ6-6B JPJ1
DD20 XJ6-6B JPK1
DD21 XJ6-6B JDPK2

DD22 'XJ6-6B - JPK3

#
Todos son de sexo a.
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senta la relacibn de los diploides sexuados que fueron
construidos y posteriormente analizados. El fenotipo Kar
de cada uno de estos diploides sexuados se determind por
micromanipulacidén de los cigotos formados en sus cruza-

mientos por la estirpe Kar+, Fg.

La Figura 6 muestra los resultados de 1los estudios
de dominancia. Puede observarse que la mayoria de los
diploides sexuados son capaces de fundir nGcleos con fre-
cuencias préximas a las de estirpes silvestres; en estos
casos se deduce que las mutaciones correspondientes son
recesivas. Son casos aparte los diploides DD11, DD15 y
DD17, que funden nidcleos con frecuencia sensiblemente
inferior; en estos casos puede decirse que las mutacio-
nes son dominantes, o més propiamente, semidominantes,
ya que el fallo en la fusidén no se produce con frecuen-
cia tan alta como en los casos de sus parentales mutan-
tes. Precisamente, DD11, DD15 y DD17 proceden, respecti-
‘vamente, de las estirpes JPE3, JPH1 y JPH3. Estas tres
estirpés son las que mostraron segregacidn 2:2 para ta-
mafio colonial, en el andlisis meiético de sus cruzamien-
tos. La mutacidén responsable del fenotipo Kar™ de la es-
tirpe JPE3 fue designada kar3-1, a la vista de los re-
sultados del andlisis meiético; de momento no se ha de-
mostrado que JPH1 y JPH3 también sean kar3 pero el pare-
cido fenotipico de estos tres mutantes deja lugar a po-
cas dudas.

ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION

Al igual que se hizo para los estudios de dominan-
cia, se construyeron y analizaron diploides sexuados, en
taiy .
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Figura 6. Estudios de dominancia. Determinacidn de
la frecuencia de fusibén nuclear (%) para diploides
sexuados, heterocigdticos kar~/KAR*. Las barras ver-
ticales indican la frecuencia de fusidn nuclear ob-
servada para cada diploide sexuado. Las zonas raya-
das corresponden a los intervalos de confianza para
cada determinacién.
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este caso formados a partir de cruzamientos entre estir-
pes Kar~. La Tabla XIII presenta la relacién de estos
~diploides. Se excluyeron de los estudios de complementa-
cién las estirpes cuyas mutaciones resultaron semidomi-

nantes.

La Figura 7 presenta los resultados de la Complemen-
tacién de distintos mutantes con karl. La primera prueba
se hizo con el diploide sexuado DC1, formado entre un de-
rivado meiético de la estirpe JPB1 (concretamente XW2-20A)
y una estirpe kari-1. El resultado fue de no complementa-
cién, por lo que se puede asegurar que la mutacidn respon-
‘'sable del fenotipo Kar~ del mutante JPB1 es alélica a
karl~1. En las restantes pruebas de complementacidn se
utilizd como patron karl la estlrpe XW2-2B, derivado
meiético de JPB1.

A partir del fenotipo Kar de los correspondientes
‘diploides sexuados puede deducirse que 11 mutantes no
compiementan con karl y, por tanto, sus mutaciones son
alélicas a &sta. Otros 7 mutantes complementan con kari,
de donde se deduce que estos mutantes no estidn afectados
en ese gen. Un caso dudoso es el del diploide sexuado
DC4, cuya frecuencia de fusién nuclear es prdxima a los
Valores para los que la complementac1on se considera
p051t1va, si bien, los resultados del andlisis meibtico
indican que JPB3 (mutante a partir del cual se constru-
y6 la estirpe DC4), es karl.

La Figura 8 presenta los resultados de las pruebas
de complementacién con kar2. La estirpe utilizada como
patrén kar2 fue XW5-3B, derivado meidético de JPD1. Esta
figufa demuestra la existepcia de 5 mutantes kar2, para
los cuales la complementacién resultd negativa. Comple-
mentaron con kar2 todas las'estirpes karl y otras dos
estirpeé que no lo son, se trata de JPA1 y JPAZ, |
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TABLA XIII. Estudios de complementacidn. Relacidn de
diploides sexuados, formados a partir de

cruzamientos entre estirpes Kar

Diploide :
sexuado® Parental a Parental o
DC1 XW2-20A ~ K5-4B
DC2 XW2-2B JPA1
DC3 , XW2-2B JPAZ
DC4 XW2-2B . JPB3
DC5 XW2-2B JPC1
DC6 " XW2-2B JPC2
DC7 XW2-2B JPD1
DC8 XW2-2B JPD2
DCY XW2-2B JPE1
DC10 XW2-2B JPE2
DC11 XW2-2B JPF1
DC12 _ XW2-2B’ JPF2
DC13 XW2-2B JPG1
DC14 XW2-2B JPH2
DC15 XW2-2B ; JPI1
DC16 XW2-2B JPJ1
DC17 XW2-2B JPK1
DC18 XW2-2B JPK2
DC19 XW2-2B JPK3
DC20 , XW5-3B JPA1
DC21 XW5-3B JPA2
DC22 XW5-3B JPC1
DC23 XW5-3B JPC2
DC24 XW5-3B JPD1
DC25 - XW5-3B JPD2
DC26 XW5-3B JPE1
DC27 Xw5-38 JPE2

DC28 XW5-3B . JPF1.
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TABLA XIII.'(Cont.)

Diploide : :

sexuado* Parental a Parental o
DC29 XW5-3B JPF2
DC30 XW5-3B JPG1
DC31 XW5-3B JPH2
DC32 XW5-3B JPI1
DC33 ' XW5-3B JPJ1
DC34 XW5-3B JPK1
DC35 XW5-3B ‘ JPK2
DC36 XW5-3B JPK3

%
Todos son de sexo a.
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Figura 7. Estudios de complementacidn con karl. Deter-
minacidén de la frecuencia de fusidn nuclear (%) para
diploides sexuados kar /karl. Las barras verticales in-
dican la frecuencia de fusidn nuclear observada para
cada diploide sexuado. Las zonas rayadas corresponden

a los intervalos de confianza para cada determinacidn.
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Figura 8. Estudios de complementacidn con kar2. Deter-
minacidén de la frecuencia de fusidén nuclear (%) para
diploides sexuados kar /kar2. Las barras verticales in-
dican la frecuencia de fusién nuclear observada para
cada diploide sexuado. Las zonas rayadas corresponden

a los intervalos de confianza para cada determinacidn.
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Los resultados de los estudios de complementa-
cibén concuerdan con los obtenidos a partir del ani-

lisis meidtico.



DISCUSION
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CARACTERIZACION GENETICA DE LOS MUTANTES

La caracterizacidn genética de los mutantes
comprendid el andlisis meidtico de sus cruzamientos

y los estudios de dominancia y complementacidn.

En estudios como el que se expone en esta Tesis,
mixime si el nGmero de mutantes con que se trabaja es
alto, o relativamente alto, las pruebas de dominancia
y complementaéién suelen ser el primer criterio que
se aplica para la clasificacidén de los mutantes, lo
cual ahorra trabajo, pues los estudios subsiguientes
pueden limitarse a un caso representativo de cada uno
de los grupos obtenidos en la clasificacibn previa.
Esta es, por ejemplo, la estrategia seguida por Hart-
well y colaboradores para el estudio de los mutantes
ede, que se describe en la Introduccidén de esta Tesis.

En este trabajo se ha realizado primero el and-
lisis meidtico, principalmente por dos razones. En
primer lugar, las pruebas de dominancia y complemen-
tacién para este estudio resultan mis complicadas de
lo que lo son habitualmente, por las causas expuestas
en el capitulo de Resultados al tratar sobre este te-
ma. En segundo lugar, el origen heteroplasmonte de los
mutantes puede alterar su grado de ploidia, lo cual
podrfa dar lugar a interpretaciones errbneas de los
resultados obtenidos.

Los resultados de los andlisis meidticos son po-
co ambiguos. De ellos los mids consistentes son 1los
obtenidos por el andlisis de tétradas. Cuando se es-
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tudid por este mé&todo la segregacidn de cruzamientos
Kar™ x Kar*, el fenotipo mutante mostrd segregacidn

2:2 en todos los casos; esporddicamente se obtuvieron
tétradas en las que la segregécién fue 3:1 6 1:3, con
una frecuencia del orden de la esperada para la conver-
sién génica (alrededor del 5%). La existencia o no de
ligamiento entre mutaciones kar quedd demostrada, sin
aparentes problemas de interpretacibén, por la segrega-

cién .de cruzamientos realizados entre mutantes Kar .

Los estudios de dominancia y complementacidn re-
quieren un tratamiento mis detallado, que ha de empe-
zar por la clarificacidn del significado de los té&rmi-
nos dominancia y complementacidén, en el caso concreto
de este trabajo.

En el apartado dedicado a la cariogamia, en la
Introduccién de esta Tesis, se dice que la mutacidn
‘karl-1 es dominante internuclear y recesiva intranu-
clear. La dominancia internuclear se refiere al hecho
de qué un nficleo karli-1, presente en un cigoto recién
formado, no se funde con el otro nficleo, aunque é&ste
sea KAR1Y. Esta circunstancia no es contradictoria con
que la misma mutacidn kari-1 sea recesiva intranuclear,
lo que significa que un nfcleo heterocaridtico, karl-1/
kAR1% es fenotipicamente Kar*. Este doble comportamien-
to de karl-1, que se manifiesta también en los mutantes
- obtenidos en este trabajo (incluso, en cierta medida
en los semidominantes), sugiere que las mutaciones Kar~
causan un defecto en la estructura nuclear.
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.,

Respecto a la complementacién, la situacidn es
andloga. Puede considerarse que las mutaciones que
afectan a genes distintos no complementan internu-

clearmente y si lo hacen intranuclearmente.

Anteriormente hemos empleado, y en lo sucesivo
continuaremos empleando, los términos dominancia, re-
recesividad y complementacidn, sin mas calificativos,

para referirnos a la situacibén intranuclear.

Los estudios de dominancia y complementacidn se
basan en la obtencidn y posterior andlisis de diploi-
des sexuados, derivados de diploides normales, a su
vez obtenidos en cruzamientos Kar~ x Kar® o Kar~ x Kar~.
Probablemente estas estirpes se han generado por uno
de los dos mecanismos siguientes: 1) Recombinacién mi-
tética entre el centrémero del cromosoma III y el gen
MAT. 2) Pérdida de una de 1las copia5~de1 cromosoma III,
Debido al alto nfimero de diploides sexuados que ha si-
do necesario estudiar, hubiese resultado improbo dis-
tinguir entre ambas posibilidades para cada caso. Cual-
quiera de los dos mecanismos anteriores podria afectar
al genotipo Kar de estas estirpes, si alguno de los
genes en cuestidn estuviese localizado en el cromosoma
I1I. La coherencia interna de los resultados obtenidos
en los estudios de dominancia y complementacidn y la
concordancia de estos resultados con los del andlisis
méiético, hacen pensar que los diploides sexuados no
han sufrido ninguna alteracidén de su genotipo Kar,
motivada por ésta ni por otra causa,
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Se han obtenido y estudiado 23 estirpes mutantes,
incapaCes de 1llevar a cabo normalmente la fusibén nu-
clear. De ellas, 12 son portadoras de mutaciones alé-
licas a la mutacidn kari-1, descrita por Conde y Fink
(1976). Otras 5 lo son para otro gen, denominado KAR2
y 1 mutante lo es para un tercer gen, KAR3. La exis-
tencia de los genes KAR2 y KAR3 se ha descubierto en
este estudio. |

No se ha demostrado cudl es el gen afectado en
el caso de 1a$ restantes 5 estirpes mutantes. Dos de
estas estirpes, JPH1 y JPH3, probablemente son kar3
porque manifiestan un notable parecido fenotipico con
la eétirpe JPE3 (kar3-1). Tanto en los cruzamientos
de JPE3 como en los de JPH1 y JPH3, por estirpes sil-
vestres, la mutacidén kar cosegrega con un tamafio colo-
nial pequefio. Por otra parte, las mutaciones de estas
tres estirpes son semidominantes, mientras que las

de todos los demids mutantes son recesivas. JPH3, ade-
mis de la mutacidén responsable de su fenotipo Kar-,
tiene una mutacidén adicional que provoca la esterili-
dad en esporas de sexo a descendientes de sus cruza-

mientos.

Otros dos de los mutantes no caracterizados,
JPA1 y JPA2, que fueron obtenidos en el mismo experi-
mento y tienen caracteristicas fenotipicas similares,
probablemente estdn afectados en un gen distinto a
los anteriores, lo cual de ser cierto, significaria
la existencia de K4AR4. Estas dos estirpes no son karl
ni kar2, puesto que sus mutaciones complementan con
“las de estirpes afectadas en estos genes. Es poco pro-
bable que sean kar3, porque sus mutaciones ni son semi-
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dominantes, ni cosegregan con un tamafio colonial pe-
quefio, circunstancias ambas que parecen ser caracte-
risticas de mutantes kqr3. Probablemente no resulta-
ria dificil demostrar 1la existencia del gen KAR4.

El mutante JPB2 resultd ser autodiploide; se des-
conoce cuil es el gen afectado en este mutante, aunque
se sabe que no es XK4ARI ni KAR2. La obtencidn de JPBZ y
otros resultados descritos en el apartado dedicado a
andlisis meidtico, indican que la autodiploidizacidn
es relativamente frecuente en mutantes Kar~ y particu-
larmente frecuente en el caso de mutantes kar2. Se ha
observado que este fendémeno ocurre durante la conjuga-
cién, no se sabe si también durante el crecimiento ve-

- getativo.

Las causas de la autodiploidizacién pueden ser
endomitosis o fusién de ndcleos hermanos, posibilida-
des que no son excluyentes entre si. Concretamente
para explicar el origen de JPB2, la endomitosis pare-
ce mds probable que la fusién de dos niicleos hermanos,
ambos mutantes para la fusidén nuclear.

La endomitosis puede ocurrir por inhibicidén de
la divisidén nuclear en un punto intermedio entre la
duplicacién del material cromosbdmico y su reparto.
Esta situacién es facilmente concebible en un cigoto
heterocaribético, generado por un fallo en la fusidn
nuclear, en el cudl la asincronia en la divisidn de
los nficleos puede originar sefiales regulatorias con-

tradictorias.
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CONTROL GENETICO DE LA CARIOGAMIA

Considerando el nGmero de mutantes caracteriza-
dos y su distribucidn en genes, parece poco probable
que existan muchos més genes cuya mutacidén afecte a
la fusidén nuclear y cuyo fenotipo sea seleccionable
por el método utilizado en este trabajo.

Las limitaciones del método de seleccidén no per-
mitirian la obtencidn de mutaciones, que de existir
afectarian a la cariogamia, si sus caracteristicas fue-
sen 1as'siguientes:

1) Mutaciones en genes implicados en la fusidn
nuclear y en procesos esenciales para }a superviven-
cia de la c&lula. Estas mutaciones podrian obtenerse
como condicionales, modificando adecuadamente el pro-
tocolo de seleccidén. Es interesante apuntar que una
mutacién de ciclo mitético, obtenida como sensible a
la temperatura, confiere fenotipo Kar™ a temperatura
permisiva (Hartwell, resultados no publicados).

2) Mutaciones recesivas internucleares. Suponien-
do que la fusidn nuclear estuviese regulada por algu-
na sefial -difusible, podrian existir mutantes incépaces
de emitir dicha sefial. Estos mutantes serian Kar , pe-
TO no podrian obtenerse como heteroplasmontes a partir
de cigotos formados en sus cruzamientos con una estir-
pe Kar', si el ndcleo de esta segunda estirpe fuese
capaz de suplir el defecto de la primera, por ejemplo.
emitiendo la misma sefial. . |



75

3) Mutaciones que afecten el ensamblaje del nf-
cleo diploide. Es de suponer que un ntcleo diploide
sea algo mids que la unién de los materiales existen-
tes en 1los nficleos haploides que se fusionan para
construirlo. De alguna manera, la fusidén debe impli-
car la organizacidn del nlGcleo resultante. Las muta-
ciones que afecten a esta organizacidn, posiblemente

no den lugar a heteroplasmontes.

POSIBLES FUNCIONES AFECTADAS EN LOS MUTANTES Kar~

La doble caracteristica de dominancia internu-
clear y recisividad intranuclear de las mutaciones
kar hace sospechar que estas mutaciones afectan a es-

tructuras nucleares.

Las placas nucleares, también denominadas placas
de huso y cuerpos polares de huso, son en los hongos
las estructuras equivalentes a los centriolos de las
células animales y a los casquetes polares de células
vegetales. La ultraestructura de las placas nucleares
y su comportamiento durante diversas etapas del ciclo
de vida de S. cerevisiae han sido estudiados por Byers
y Goetsch (1973 y 1975). Los resultados de estos auto-
res demuestran que las placas nucleares, ademds de
ser los organizadores de la mitosis, son los puntos
por donde se unen los nficleos que van a fusionarse du-
rante la conjugacidn sexual. Sus resultados también
revelan que la morfologia de las placas nucleares du-
rante la conjugacidén es algo distinta a la que presen-
tan durante el ciclo mitdético y que algunos mutantes
ede presentan un fenotipo terminal en el cual el as-
pecto de estas estructuras se parece al propio de la
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conjugacidén. Cuando dos ndcleos se funden, también lo
hacen sus placas nucleareé. Como es de suponer, estas
estructuras también son organizadores de la meiosis
. (Moens y Raport, 1971; Esposito y Esposito, 19745).

Se sospecha, en concreto, que las mutaciones kar
afectan a las placas nucleares.

Aproximadamente la mitad de los mutantes Kar dan
lugar en sus cruzamientos a diploides cuya meiosis es
anormal. Entre los mutantes que manifiestan este tipo
de anormalidad los hay karl, kar2, supuestos kar3 y
supuestos kar4. La otra mitad de los mutantes es mis o
menos normal en este aspecto. Si los productos de les
genes KAR son elementos constituyentes de las placas
nucleares y su misién es llevar a cabo la fusidén nuclear,
seria 16gico que algunas de sus mutaciones sb6lo afecta-
sen a su funcién en la cariogamia, mientras que otras
afectarian simultineamente a esta funcién y a su aco-
plamienfo en la piaca nuclear, lo que podria resultar
deletéreo para esta estructura y manifestarse en la
meiosis.

La asociacidén de la mutacibn kar3 con un tamafio
colonial pequefio hace pensar que en este caso el de-
fecto en la cariogamia también afecta a la mitosis,

Una caracteristica interesante de las mutaciones
kar es su rezumancia. Ninguna de las mutaciones obte-
nidas hace que la frecuencia de fusidén nuclear sea
inferior al 1%. Resultados no expuéstos en esta Tesis
demuestran que esta frecuencia es considerablemente
mis baja en el caso de dobles mutantes karl kar?.
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UTILIDAD GENETICA DE LOS MUTANTES Kar~

' La produccién de clones heteroplasmontes y even-
tualmente de clones heterocariontes, por parte de es-
tirpes Kar~, amplia el ciclo de vida de Saccharomyces
y proporciona una nueva herramienta para su andlisis

genético.

Las caracteristicas de los mutantes Kar sugie-
ren de inmediato su utilidad para estudios de heren-
cia citoplésmica. Fink y Conde C1979) utilizaron una
estirpe karl-1 como un nuevo sistema para mostrar la
transmisidén citoplasmica de los caracteres "killer"
y (PSI*). Las estirpes karl-1 también han sido utili-
zadas para estudiar la herencia de un plédsmido cono-
cido como circulo de 2 p, frecuente en células de
Saccharomyces (Livingston, 1977) y la transmisidn de

marcadores mitocondriales (Lancashire y Mattoon, 1979).

Klar y Fogel (1979) han utilizado la mutacidn
karl-1 en un sistema mediante el cual consiguen la
esporuiacién de diploides homocigb6ticos para el tipo
sexual. Este sistema consiste en transferir a condi-
ciones de esporulacidn, cigotos formados por el di-
ploide sexuado y una estirpe karl-1. La meiosis del
nlicleo diploide se induce porque en el cigoto hetero-
carionte se expresan funciones MATa y MATa, aportadas
por uno y otro niicleo.
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