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Mutantes "' petites " de levadura

Varios tipos de levaduras, especialmente es-
pecies de Saccharomyces, poseen la capacidad de captar
la energla necesaria para suvida mediante la oxidacién de
los substratos adecuados tanto por vlia aerobia como por
procesos fermentativos anaerobios, de manera que cuanch
por cualquier circunstancia no les es posible utilizar la
srimera de las vlias citadas, son capaces adn de vivir a
espensas de la segunda.

Con relativa frecuencia aparecen en ios cul-
tives de las levaduras citadas células que han perdico de
manera permenente la capacidadde utilizar substratos por
vla respiratoria. Se ha demostradc que esta pérdica se
transmite por herencia, tanto & través del proceso c2 re-
pr‘oduccién vegetativa como sexual, por lo cue se trata de
verdaderos mutantes que a mas de por su deficicncia res—
piratoria difieren de las levaduras normales cn diverscs
capracteres morfolégicos, fisiolégicos y bicgulmicos. Ce
estos caracteres, el tamafic de las colenias de lcvaduras -
con deficiencias respiratorias fué el primero que 1ltamé la
atencidon. Efectivamente, 1os mutantes de que hablamos son
menos eficientes que las levaduras normales a la hora de
utilizar los azlcares preszntes en el medio por lo que su
crecimiento es mds lente; como consecuencia de ellc las
colenias de estos mutantes son mucho menores que las co-
lonias de levaduras normales en igualdad de condicicnes
de cultivo. En razdn de sste caracter, los investigadores
franceses designaron ccmo levaduras ' petite ' 2 los citados
mutentes ( Ephrusi et al, 1949a; Ephrusi et al, 1943; Sio
nimski, 1946; Slonimski y Ephrussi 1949; Tavlitzki, 1242)
denominacién ques se ha ccocneervado ‘hasta nuestros dfas y
predominando sobre las propuestas por otros autores, ta-
les como mutacionas " aepr " ( Lindegren, 1835; Ocur y-
St. John, 1956), "' secondary colony variant ( wild and



Hinshelwood, 1956 ), mutantes R~ ( Wright and Lederberg
1957), mutantes M. ( Schwartz, 1959 ), variantes W (Yana
gishima, 1956 ) e mcluso sobre la denominacién mucko mas
adecuada y genérica, propuesta por Moat et al, (1592 ) de
mutantes RD ( respiration-deficient).

Como queda diche, la mutacibén pctite es viable
en aquellas levaduras capaces deobtener la energfa nece-
saria para su vida por via fermentativa, por lo que de a-
cuerdo con Bulder ( 1964 a,b.) las levaduras pueden divi
dirse en dos grandes grupos: las llamadas ''petites negati
vas!" en las que no es posiblc demestrar la presencia dc
estos mutantes y las ”petlt s positivas! que sl las presen-
tan, y entre las que a més del S. cerevisiece se inciuyen :
S. pastorianus; S. exiouus; S. lcgos; S. bayanus; S. wi
lianus; S. uvarum; S. carlsbergensis; S. chevalieri; S .
heterogenicus; S. ovifermis; S. it HCUS' S. sieineri; S .
fructuuin; Torulopsis holw' T. giabrata; Candida robusta
Kloeckera africana;. Dr*e'ctcznornycec claussenii; B. fructuuim
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Schizosaccharomyces pombe; Saccharomyces flerentinus;—
Brettanomyces lambicus; Saccharomyces fragilis .

A parte de las caracteristicas morfo--

gicas de sus colonias, que como cueda dicho fué 1o que pri_

ero llamé la atencién, los mutantes ! petites !, cualquiera
que sea su naturaleza genética, presentaban una serie de
caracterfsticas bioquimicasy fisiclégicas comunes. La prin
cipal de ellas como se dijo al principio es su deficiencia
respirateria o diche deotrafermalaincapacidad, practica-
mente absolutz, para utilizar el oxfgeno como aceptnr de
eletrcnes. Estc deficiencia respiratoriaes consecuencia de
alteraciones, mas o mencs profundas, en la cadena trans-—
portadora de eletrones que sc traducen en la ausencia de
varios citocromos presentes en células normales. Nermal -
mente todas las mutacicnes ! petites Y carecen de citocro -
mos by atag, a2unqGue en ocasicnes la deficiencia respirato
ria puede venir' condicicnadz per la ausencia solamente en
citccromos cjt+by ( Shermen y Slonimski, 1964, Sherman,-
1963 ). Paralelamente con esta alteracidn en su contenido
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de citocrocmos existen otras alteraciones enziiaiticas, entre
las que destacanel bajo contenido cn catalasa ( Calleo y Men
toya, 1950 )y cl aumentc o dizcminucijn cnlosniveles en varizs

deshidrogenasas(Nufez de Castre, 1972; Arias deZ1avedra, -

1974). Como caracteristica fisiolégicamsnotaktle,des~

taca la incapacidad para esporular cue muestran las rczas
diploides " petite " ( Ephursi y Hottinguer, 1351 ).

La deficiencia respiratoria, consecuenciadelas
alteraciones de los citocromos y enzimas respiratorias antes
expuestas, ccnfiere a los mutantes !! petites " una scrie de
caracterflsticas que les hacen facilmente diferenciables y-
permiten, por tante,su répida seleccién:

- Capacidad nula de consumo de oxigeno ( COo=0)

- Incapacidad para crecer en medios de cultivo cuya Gnica
fuente de carbonono puede ser dedradada por via fermentativa,
tales como acetato (Qgur:-et al, 1954; Yaneguishima, 13956 ),
lactato ( Ogur y St. John, 1955; Yanaguishima, 1€56); -
glicerol y succinato ( Yanaguishima, 19586), etc

- Incapacidad para utilizar ccmo aceptor de electrones de-
terminados compuestos quimicostales como ¢l cloruro de 2-
3-5 trifenil tetrazolio, que las levaduras normales reducen
hasta el términc de formazzno de color rojo e inscluble \
que se acumula en suinterior (Nagai, 1955;Ogur et al, 1957,
Yanagishima, 1956 ). '

Estos caracteres permiten, como ya se ha dicho,
la fécil identificacién y seleccién de los mutantes " petites !t
por una variedad de procedimientoss

- Diseminacidn de lcs cultivos a ensayar en medios, con lac-
tato y una pequefia cantidad de glucosa como fuentes de car
bono, en los que las levaduras suficientes respiratorias dan
lugar a colonias de tamafio normal, en tanto que los mutantes
" petites " originan colonias muy pequefias debido a la escasa
disponibilidad de glucosa (Ephrussiy Grandchamp, 19€5; Slo
nimski et al, 1963 ).

10



- Diseminacién en medios con glucosa y acetato sédico afia-
didos de un indicador adecuado enlos que las colonias proce
dentes de mutantes " petites ", al no utilizar el acetato des-
pués de agotada la glucosa, no alcalinizan el medioy por tanto,
a diferencia de las levaduras normales, no hacen virar el
indicador ( Ogur et al, 1954).

- DlseminaC|6n en medios con glucosa y tratamiento de las-
colonias crecidas con cloruro de trifenil tetr*azoho en condiciones
adecuadas; tratamiento que trae como consecuencia latincidén
en rojo de las colonias de levadura normal, mientras que no
afecta al color de las colonias producidas por mutantes 'pe
tites". (Ogur et al, 1957) A

- Finalmente, y aunque menos empleados, también ha sido
utilizado. para la diferenciacién de colonias normales y pe
tites" la incapacidadde estas(ltimas para tefiirse de azul en
presencia de la leucobase de azul de metileno ( Gause et al
1957 )o, por el contrario, su capacidad para tefiirse fuer‘te-
mente de color rojo.en medios con rojo de Magdala ( Nagai,
1963a)

Tipos de mutantes ! petites !

A pesar de la variedad de levaduras " petites
positivas " citadas anteriormente, la casi totalidad de las
investigaciones bioquimicasy genéticas se han llevado a cabo
casi exclusivamente sobre razas haploides 6 diploides de S.
cerevisiae.

L.a produccién de mutantes espontineos en cul-
tivos estacionarios de la mayoria de las razas diploides de
S. cerevisiae es 1%, loque corresponde a una frecuencia de
mutacién del orden de 2x10-3 por célula y por generacién
( Ephursi et al, 1949c). L.as razas haploides presentan nopr
malmente proporciones de mutantes mayores ( 1-5%) y co-
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correspohdientes frecuencias de mutacién también mayores;
finalmente existen casos extremos de razas haploides, las
Ilamadas " razas inestables "{Nagaijetal, 1961), quellegan
a presentar, en poblaciones en equilibrio en medios azuca-
rados, hasta un 50% de mutantes ! petites .

Esta frecuencia de mutacién sorprendentemente
alta si se compara con la frecuencia con que tienen lugar
otros tipos de mutaciones, junto con el hecho de la ausencia
total de reversién en periodos de experimenacién que han abar
cado varios afios (Ephrussi y Hottinguer;1951) hizo sospechar -
que la aparicién de los mutantes ! petites " era el resultade
de la pérdida o alteracidén deun elemento genético extracro-
mosémico citoplasmético, hipbtesis que fué confirmada plena
mente porEphrussiet al, (1949 a y b)al comprobar que la se-
gregacién de ascosporas procedentes deun cigoto normal ob
tenido en un cruce de una levaduranormal conotra deficiente
eradel tipo 430 y no de 2:2 como hubiese ocurrido caso de
que la mutacién " petite " dependlese de mutaciones ocurridas
en genes nucleares.

L_a existencia de un factor cntoplasmétlco que
condiciona la herencia de la capacidad respiratoria’ha’ SIdO
plenamente demostrada con posteridad en diversas investi-
gaciones, entre las que cabe destacar los trabajos de Ephrus
si ( 1953 ) y Wright y Lederberg ( 1957 ).

No obstante, en 1950, Chen et al. demostraron
que ciertos mutantes, fenotipocamente idénticos a los ante_
riores, estaban condicionados por la mutacién de un gen nu
clear, como se deducla del hecho de que cuando se cruzaban
con una raza normal daban lugar a cigotos, normales desde
el punto de vista respiratorio, que al esporular segregaban
un 50% de ascosporas normales y un 50% de ascosporas de
tipo " petite '". A este Gltimotipo de mutantes se les denomind
" segregacionales " para distinguirlos de los. del tipo <=+ - °
anterior que recibieron el nombre de " vegetativos ",
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Sherman y Ephrussi ( 1962 ) utilizaron los sfm-
bolos P y p para designar, respectivamente, los alelos nu-
cleares de tipo silvestre y mutado que condicionan la normali
dad o deficiencia respiratoria. Del mismo modo utilizaron -
los simbolos Q y 0—- para designar, respcctlvamente, la pre
sencia o ausencia del factor atoplasmatlco requerido para -
la sintesis de las enzimas respiratorias.

vL.as combinaciones de estos sfmbolos.identifican
los tres tipos de mutantes"petltes” encontrados (Chen et al,
1950);mutante vegetativo, P Q7; mutante segr*egacmnal, P Q"'
doble mutante, p 0—-.Siendo el tipo silvestre PQ

En este trabajo se han utilizado exclusivamente
mutantes vegetativos, P Q~, por lo que no se describiran los
tipos ni caracteristicas de los restantes mutantes " petites !
( Sherman, 1963; Sherman y Slominski, 1964 ).

Induccién de mutantes ! petites vegetativos !

Como ya ha sido citado, la frecuencia de apari-
cién de estos tipos de mutantes en cultivos de razas ot es -
bastante alto, por lo que es posible seleccionar con facilidad
mutantes esponténeos a partir de los cultivos antes citados.
L.a frecuencia de aparicién de mutantes " petites vegetativos!"
puede ser incrementada, no obstante, hasta un 100% por tra
tamientos adecuados con agentes fisicos y qufmicos que actlan
selectivamente sobre el factor Q sin afectar grandemente los
genes hucleares.

- Entre los agentes fisicos mas eficaces se encuen
tran las temperaturas altas y la irradiacién con luz ultravio-
leta. Asf mismo existen razas sensibles al frio que dan lugar
a alta proporcin de mutantes " petites " cuando se cultivan a
182C, que puede liegar a ser hasta de un 100% en el caso de
razas inestables ( Weislogel y Butow, 1970; Butow et al, 1971).
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i
La produccién de mutentes Y petites " a partir de

razas ot cultivadas a temperaturas cuperiores a la nornizl fue

cescrita primeramente poir Ycas ( 1926 ) vy comprobads mds de
talladamente con posterioridad por Sherman ( 1037 s E3 y 5% )
Themes y Williamson ( 1971 ) [le an a la cenclucién de guc les
mutaciones producidas son conzecuencias de transiciones y -
transveprsiones provocadas por el calor en ¢l ADN n.itoccadrisl
( ADN=M ).

La utilizacibén, no obsténte, de terperaturas altcs
o bajas pera la induccién de mutaciones ! patit sc vegsetativas !
ha sido muy limitada ya que, como se veré sc¢ didumente, exis—
ten ctros metdédos de mayor eficacia y mas fécil utilizacién pa_
ra cdicho objeto.

La radiacidn ultravioleta es un medio muy eficaz-
para aumentar la frecuencia de produccién de mutantes " peti-
tes 1 ( Raut, 1953, 1954 ). Aungue en estos tratailientos se
originan mutantes P Q~, p Q+ y p Q= ( Saracheck, 1358; Nagai
et al, 1961), Lachowicz et al, (1969 ), encuentran que la ma-
yoria de los mutantes producidos socn de tipo vegetativo . Es -
interesante citar, en relacién con los efectos de la luz U. V.
la existencia de un proceso de foto-reactivacién que recuce la
proporcién de mutantes " pctites " inducides ( Saracheck, 1938).

En cuentc a los agentes quimicos, son multitud do
éllos y de la m3s variada naturaleza los deccritos como induc-
tores de mutaciones " petites vegetativas ": derivados de la -
acridina ( Slominski, 1953; Marcovich, 1953, Nagai, 1959; -
Schwartz, 1959; Nagai et al, 1961 ); bromuro de etidio ( bro-
muro de 2:7- dnammo—lO-etnI-Q fenilfenantridina ) ( Radlcff et
al, 1967; Slomincki et al, .1963 ); pinacianol ( Sugimura, et al
1969 ); 4-mtr~oqumolmu—l—oxw"o ( Nagai, 1989); auxina ( Yang
‘gishima, 15€4 ); dodecil sulfato sbdico ( Pinto da Costa y Ba-
. cila, 1973 ); flucrouracile ( Arca et al, 1971 ), a mas de una
larga serie de diversos colorantes,sales de metales pesados
y compuestos varios ( Nagai ct al, 1961).
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De todos ellos, los derivados de acridina ( acrifla
vina, euflavina, rojo de acridina, naranja de acridina etc )y el
bromuro de etidio, son los agentes mas eficaces a la hora de in
ducir la mutacién " petite vegetativa .

L.os derivados de acridina ejercen su accién merced
a su bien conocida propiedad de intercalarse entre las bases del
ADN constitutivo del factor @, identificado hoy dia con el ADN-M;
intercalacibén que da lugar a la produccién de defecciones, cam-
bios en el cociente GC:AT e incluso inhibicidn de [a sintesis de
dicho ADN ( Lerman, 1961 ; Nagai, 1963b; Avers et al, 1965; Ar
ca et al, 1971; Arakatsu, 1972, etc).

A-concentraciones adecuadas los derivados de acri-
dina no afectan a los genes nucleares por lo que se producen ex
clusivamente mutantes de tipo P Q~, carentes de citccromos b y
ataz (Ephrussi, 1953; Slominski, 1953; Siominski et al, 1968).

Una particularidad de estos agentes quimicos es que
no afectan el ADN-M de las células madre, lo que significa que -
solamente dan lugar a mutantes Q™ en cultivos en crecimiento {E-
phrussi et al, 1949a). En cuento al bromuro de etidic, también -
actda intercaldndose entre las bases del ADN=M, mcdificando no
solamente la estruciura superenroilada del mismo sino, como en
el caso anterior, produciendo delecciones mas o menos grancues
e incluso la destruccidén total de dicho ADN-M. El bromuro de -
etidio, a diferencia de los derivados de acridina, es capaz de al
terar el ADN aln cuando no esté en fase de repiicacién ( Slomins
Ki et al, 1968 ). Debido a su accién preferencial sobre el ADN-su
perenrollado cuando se empiea a baja concentracidn es zln mas -
selectivo que los derivados de acridina sobre ei factor g 6 ADN-~
M, siendo por tanto, mas acusada la diferencia entre las concen-
traciones & las que actla como mutédgenico y como agente lotaj (W_a_
ring, 1968 ).

Finalmente, merece especial atencidn el efecto subre
las razas gt da levadura de los entibiéticos que ' :
: ¢ . fes o ot
de proteinas en pibosomas 7Us. Estos antibist

ia siiiesis
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cloranfenicol y las tetraciclinas ( Clark =Walker y L innane,
1966; Wilkie et al, 1967 ) o la eritromicina ( Thomas y Wilkie
1968), al inhibir la sihtesis de parte de las enzimas respira-
tohias, dan iugar a copias fenotipicas " petites ! inc:paces de
crecer en medios con fuentes de carbono no fermentanles y en
general con las mismas caracter{sticas que los mutantes peti
tes . Estos caracteres, sin embargo, solamente se conservan
en tanto estdn los antibidticos presentes. En el momento en que
estas copias fenot{picas se trasladan a medios exentos de los -
.mismos, la levadura, pasadas unas cuentas genepraciones nece_
sarias para la sihtesis de las enzimas hasta entcnces reprimi-
das, vuelven a adquirir los caracteres propios de fas razasg*.

No obstante lo dicho, algunos autores han precorni _
zado que la sihtesis de protefnas mitocondriales es necesaria
para mantener la estabilidad del genoma mitocondrial (Weislo-
gel y Butow, 1970 ), o bién para mentener una concentracién ~
adecuada de una protefna que, ejerciendo un papel andlogo ai-

W iniciador " que ! dispara " la replicacién del crecmosoma bac
teriano,serfa necesaria para la replicacién del ADN-M { Wilkie
1970 ). De acuerdo con los citados autores por tanto y en contpa
de lo antes expuesto, propugnado por Clark —-Walker y Linnane,
concentraciones adecuadas de los antibidticos citados inducir{an
la produccién de mutantes !' petites vegetativos ! ca‘r‘e.ntes, en -
este caso, de ADN-M.

Factor ¢ vy ADN mitocondrial

En los pérrafos anteriores se ha hecho aiusidn va-
rias veces a que la mutacién " petite vegetativa "' o 0~ se debe
a altepaciones mas o menos profundas o a la desapapbi cién del -
ADN-~-M. Esto supone, como es l|8gico,identificar el citado fac
tor Q con el ADN-M. ' o

% e . 4
Esta identificacién esta hoy, al parecer, fuera de
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dudas. Es enorme el nimero de trabajos y revisiones apare-
cidos en los Gltimos afios sobre distintos aspectos de la bio-
génesis de mitocondrias, la estructura y funcién del ADN-M
y las consecuencias que trae consigo la alteracién del mismo.

Citaremos, por tanto, sélo algunos de los estu-
dios principales que han llevado a la identificacién del ADN-
M con el factor Q:

- Estudiando la localizacién de la resistencia a antibidtices
tales como la eritromicina,se encontrd que &sta residfa en el
ADN-M. Por otra parte, tratamientos con acriflavina sobre
razas resistentes a la eritromicina ( ER) llevaron consico, -
juntamente con la conversién de las razas tratadas en Q—, la
pérdida de la resistencia al citado antibibtico ( Thomas y Wil
kie, 1968; Linnane et al, 1968; Wilkie, 1970 ).

- Numerosos autores ( Mounolou et al, 1966; Mehrotta y Mah-
ler, 1968; Bernardi et al, 1968; Carnevali et al, 196€; Carne
vali et al, 1969; Nagley y Linnane, 1970; Hollemberg, 1971;-
Hollemberg et al, 1972; Bernardi et al, 1972; Clark -Walker
1972; Clark -Walker, 1973; etc ) estudiando el ADN-M de ce
pas normales y 09—, encontrarcn que en estas Gltimas el ADN-
M esta alterado, produciéndcse variaciones en la densidad en
comparacidn con el de la raza @t de partida, y siendo tembién
distinta la densidad entre los ADN-M de distintas razas Q= -
supresoras.

AsT mismo, encuentran variaciones en el cociente
GC:AT, apreciandose un aumento en favor del par AT.

- De otra parte Nagley y Linnane ( 1972 ) han encontrado una
considerable variacién en el nlmero y la estructura de las -
unidades de ADN-M en razas gt y o™.

- Por Gltimo, citaremos el hecho de razas neutras que han mos
trado ausencia total de ADN-M ( Yotsuyanagi, 1662). En apcyo

de esta afirmacién estan los trabajos de Goldring et al ( 1970b),
Michaelis et al ( 1971) y Nagley y Linnene , (1972) que hablan de
obtencién de razas neutras por tratamientos prolongados con -
bromuro de etidio, que destruyen totalmente el ADN-M.
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Todos estos trabajos indican, sin lugar a duca
que la mutacién Q= va siempre acompafiada de una alteracién
del citadec ADN. '

Supresividad de los mutantes "' petites "

Una de las caracteristicas de los mutantes "pe-
tites ' y que probaron su naturaleza citOpla'smatica fué el he
chc, ya descrito ( Ephrussi et al, 1849c), de que los cigotos
normales cbtenidos a partir de estas razas segregaban asces
poras oF y @~ en proporcién de 4:0.

Ephrussi et al (1554, 1955 ) encontrarcn, sin em
barge, que el caracter Q™ no siempre es recesivo sino que €n
ocasicnes excluye o suprime el factor gt, tanto de los cigo-
tos como de la progenie heploide. Ephrussi y colaboraderes -
designaron esta propiedad, que presentan algunos mutantes -
I petites ", con el nombre de supresividad y clasificaren los -
mutantes ! petites vegetativos "' en dos categorias :M'supresc-
res v Y neutros !, segln presentaran é no la propiedad citada.

El grado de supresividad de una determinada ra-
za ¢- puede calcularse mediante la determinacién de la propor
cién de cigotos ¢~ preducidos en un cruce con una raza Qt y-
es muy variable de unas razas & otras, ya que oscila desde 0%
( neutras ) hasta porcentajes muy préximos al 100% en las ai-
tamente supresoras ( Sherman y Ephrussi, 1962 ).

De acuerdo con los trabajos de Ephrussi y Grand
champ ( 1965 ) y Ephrussi et al ( 1966 ) esta variabilidad en el
valor de la supresividad nc se debe a que las razas Q— ensaya
das sean mezclas de células neutras y supresoras, sino que -
dicho valor es una caracter{stica celular de las razas Q—, cue
presentan una notakle estabilidad en relacién con esta propie-
dad durante la reproduccién vegetativa, o sea, que existe una
gran correlacién madre-hija en la transmisién de este capic -
ter.
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Asi mismo, los autores citados llegan c la con
clusién de que el grado de supresividad depende de la pre_
sencia de un factor en el citoplasma de las razas Q- y del-
grado de interacidén del mismo con el factor Q" de les razas
normales. La interaccidn del factor supresor, aportado alos
cigctos por la raza Q~,con el factor ot normal no lleva can-
sigo la destruccién de las enzimas respiratorias apcrtadas
por la raza @t, ni la detencidn inmediata de su sintecis, si
no que méas bién parece interferir en la multinlicacién cel -
factor normal que serfa eliminado peor simple dilucién. Zsta
interferencia, en ocasiones, serfa sblo parcial, origindids
se entonces una raza " inestable " caracterizada ncrque a -
partir de células con los caracteres normales se producir‘fan
con una alta frecuencia células Q~.

Supuesta la identidad del facter @ con el ADN-
M, de acuerdo con lo expuesto en el apartado enterior, hcy
dfa se puede decir que la supresividad de una ceterminzda-
raza ¢— es el resultado de la interferencia del ADN-M alte
rado de las mismas con el ADN-=M de tipo silvestre.

Es sabido que existen mutantes Q- carentes to-
talmente de ACN-M( Corneo et al, 1569; Mcustachi y William
son, 18G5 ), hubiendo encontrado Yotsuyanagi ( 1922 ) que -
muches rezas ¢~ neutras no lo contienen. Esto ha llevido a-
formutcr la hipltesis de que las rczas supr2r-aras SN alue—-
llas que prcescntan un ADN-M alterado, mientras que 12s ra-
zas necutras serfan aquellas carentes de ALN=M. En ey -
de esta hipbtesis estén los resultades obtznidoas por &oldring
et al (1272 ) v los chichaclisgﬁﬂ( 1971 ), cue mucctran
que tratamientos prolocngacos con bromuro de ztidic incucen-~
siempre la procduccidén ce mutantes " petites " capentes de ——
ADN-=M y neutros en tocdos ectos casos. Noglay y Linncne -

( 1272 ) han propuesto el simbclo QS papra desitnaAp estlus ra-
zas que seg'fm dllos pueden sepr icualmente obtenidas a pertir
de Q- supresoras con tratamiznto cen bromure de etidio. Esta
hipétesis sin embarge, no pucde ser aceptada en tertiinos ab
solutcs. Evidentemente,|as llamalis razos Q2 s2n siempre neu-
trzs, pero tam=-ién es igudalmeaente cierto Gue razas g7, CON —-—
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ADN-M en ocasiones poco alterado, son también icualmente
neutras ( Mounolou et al, 1966; Bernardi et cl, 1558; Meh -
rotta y Mahler, 1568; Carnevali et al, 1969; Ncgley y Linna
‘ne, 1970).

Lo anteriormente dicho es ecpeciclmnente inters
sante a la hora de interpretar el mecanismo c. la suprzsivi
dadya que, de acuerdo con lo dicho, nc tcdos lcs ALi{-M cl-
terados poseen esta propiedad.

Ya ha sido expuesta la interpretacién dada por
Ephrussi y Grandchamp ( 1965)y Ephrussi et al ( 1975) so-
bre el mecanismo de la supresividad, interprctacién que —-
hoy por hoy sigue siendo admitida: la supresividad de un mu
tante Q- dependerd de la mayor o menor capacidad de su —-
ADN-M alterado para eliminar el ADN-M normal presentcen
el cigote, mediante una interferencia en su replicacidn.

¢Cbémo se lleva a cabo esta interferencia ?.Rank
y Person{ 1689 ) en un estudio sobre la supresividad de mu_
tantes espohténeos obtenidos a partir de razas Q+ {legan a-
la conclusién,al igual que Ephrussi y colaboradores, de que
el ADN-M de los mutantes supresores se replica mas depri-
sa que el de las células de tipo silvestre, lo que trae como-
consecuencia la eliminacién por dilucién del ADN-M normal.

En el mismc sentido apuntan los resultados cb-
tenidos por Slonimski ( 1963 ), Borst y Kroon (195638), Car-
nevali et al ( 1968 ), Mounolou ( 1967 ),Saunders €t al (1970)
y Rank ( 1970 ).

Coenetal ( 1970 ) han surgerido,sin embargo, -
una hipbtesis totaimente distinta socbre el mecanismo de la-
supresividad basada no ya tantc en la velocidad de replica-
cién de los ADN-M, sino en la posibilidad de que exista re_
combinacién cocn una gran frecuencia entre los ADN-M su ~
presores y los silvestres, lo que conducirfa a la alteracién
répida de todo el ADN-M presente en el cigoto. Esta hipSte
sis, sin embargo, no parece demasiado probable, ya quc -
‘cuesta trabajo aceptar que la recombinacidn tenga lugar en
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todas las unidades mitocondriales, y simultaneamente.

Si de otra parte se considera, de acuerdo con
Nagley y Linnane ( 1972 ), que en las células haploides —-
normales hay unas 50 unidades de ADN-M frente a aproxi-
madamente 500 presentes en los mutantes Q- y que estas -
unidades son ademds de menor tamafio que las normales, lo
que hace muy verosimil que su tiempo de replicacién sea -
menor , parece mucho mds razonable aceptar que la elimi-
nacién del ADN-M normal se deba a una simple dilucién, -
fruto del mayor ndmero de unidades aportadas por la raza
Q~ vy de la mayor velocidad de replicacién de las mismas.

En relacién con lo anteriormente dicho se ha-
sugerido que cuanto mayor sea la alteracién del ADN=M -~
mayor serd la supresividad del mutante g- ( Carnevali et -
al, 1969 ). Parece ser, sin embargo, ( Saunders et al, --
1970), que la alteracién del ADN-M en orden a conferir su
presividad tiene un Il'mite, ya que, asl. como tratamientos -
cortos o a bajas concentraciones de bromuro de etidio dan
lugar a supresores de tipo medio al igual que ocurre en las
mutaciones espontédneas, las alteraciones profundas,como -
son aquellas causadas por tratamientos a concentraciones ~
altas de bromuro de etidio o derivados de acridina,dan lugar
a mutantes con un alto grado de supresividad o a mutantes -
neutros. Esto indica, que efectivamente, en principio,mien-
tras mds profunda es la alteracién del ADN-M mayor es la .
supresividad del mismo, pero que una alteracién ligeramente
mayor conduce a la pe'rdida total de supresividad, probable-
mente porque el ADN-M pierde la capacidad de replicacién-~
autonomamente.

’ Esta es, brevemente expuesta, la situacién de -
los conocimientos existentes sobre mutaciones Q~ y la supre
sividad de las mismas.
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Objeto del trabajo

En esta tesis seconsiderd interesante abordar
el estudio de la supresividad desde dos puntos de vista pri
mordiales: el mecanismo de la misma y su significacién bio
Idgica.

En relacidén con el mecanismo de la supresivi-
dad, ya ha quedado expuesta la interpretacién actual del -
mismo: eliminacién del ADN-M por dilucién,como consecuen
cia de un mayor ndmero de Unidades de ADN-M alterado que
se replican mas rapidamente. Teniendo en cuenta, sin em-
bargo, los trabajos de Wilkie ( 1970 ) y Weisiogel y Butow
( 1970 ), antes citados,que preconizan la intervencién de pro
tefnas sintetizadas en ribosomas mitocondriales en la repii_
cacién del ADN-M, se pensd que quizds la supresividad de-
los mutantes Q- se ejerciera merced a la sintesis de una pro
tefna en sus mitocondrias, reprimida en condicicnes norma-
les,que inhibiera ia replicacién del ADN-M normal o que ac-
tuara como iniciador espec{fico para el ADN-M alterado. Tam
bién cabfa la posibilidad de que junto con el iniciador intervi_
niese, en la replicacién del ADN-M, una proteina represora
que ejerciese un control negativo sobre la replicacién del —-
ADN-M normal 'y no afectara ai ADN-M alterado.

En cualquiera de estos casos, tratamientos de -
las razas @~ supresoras o QT con antibioticos mhlbldores de
la sintesis de proteinas mitocondriaies, deberfan afectar pro
fundamente la supresividad de las razas Q— caso de que estia-
hipbtesis fuera cierta. Como podrd verse,esta hipbtesis no ha
podido ser comprobada.

En cuanto a ia significacién bioldgica de la supre
sividad, era éste un probiema que no habfa sido abondado nor
ningdn autcr. Como ha sido expuesto, ia suzresividad traz co
mo consecusencia la eiiminacién de los mitcoondrias normaies
en los cruces ¢Tx0™ y por consiguiente favor
de razas @~ con la consiguiente eliminacidn
vestre g, mucho mas eficienies desde todos
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ta que las primeras. Resultaba, por tanto, extrzfio que a
lo largo del proceso evolutivo no hubiera sido eiiminada-
esta propiedad de las razas ¢~ que, aparentements, re-—
presenta un perjuicio para la especie.

En esta tesis se ha abordado este problema-
y conseguido poner de manifiesto que la supresividad no
sdlo no ejerce un papel negativo, sino que es un mecanis
mo utilizado por laNaturaleza para asegurar ia competen
cia y estabiiidad de ias razas de ievadura ensayadas.

Aln cuando los objetivos originales fueron -
los dos citados, apenas iniciado el trabajo pudo compro_
barse que la supresividad, en contra de lo admitido has
ta el momento, no es una caractemstlca celular constante
de los mutantes ¢—, sino que vari{a de acuerdo con las con
diciones en gue se efectua el cruce y de acuerdo con las—
caractemstlcas de la raza @t empleada. En este trabaJo,
pues, se han esiudiado algunos de los factores mas |mpor~
tantes que afectan a los valores de la supresividad de los
mutantes Q~

Finalmente, las experiencias previas necesa
rias para la obtencién de razas ¢~ empleadas en las expe
riencias realizadas, han ilevado a conclusiones interesan
tes sobre la accién del bromuro de etidio sobre razas Q+
y @~ y sobre la accién de antibidticos sobre razas ot, que
son contrarias a lo admitido hasta el momento.
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1.~ MICROORGANISMOS

Todos ics ensayos y experiencias de esta memoria se

han lievado a cabo sobrerazas deSaccharomyces cerevisiae, cuya
procedencia y caracteristicas se exponen a coniinuacisn.

. 1. - Razes agicladas a partir d vadisra de panadenia
1.1 Razas aicladas a pariir de levad o sadenia

Para afgunas experiencias preliminares de puesta
punto de técnicas, se utilizaron razas dipicides de S. cerevis!

oo

aistadas en nuesiro faboraioric a partir de levadurea pransada d
panaderia { tipo comercial }, por la técnica usual en N

o)

o
0
o
)
(@]
Q
o

Estas razas se denominarcn:

NTA, NZ2A, N3A, N4A, NEA, vy todas eilas fueron di-
ploides vy prototrofas.

1.2, - Razas haploides de 8. cerevisiae

Para todos los demés estudios v experiencias realiza~
das, se han utilizado razashaploidesde S. cerevisiae amablemente

Berkeiey, procedentes delacoleccién del Prof. Moriimer, del ci-
tado ceniro.

L.a nomenciatura y caracteristicas genéticas de estas

razas son {as sicuientes:

XO79. 2A suiiiee..e.. G, triq, his.

- )

S856c D - ade,i, lis,,
- T h—

.



1. 3. - Razas derivadas de las citadas en el apartado 1. 2.

empleadas en !a realizacidn del trabaic.

X1, X=2 y X-3.- Rezas ¢” (a, trig, hisz), seleccionadas a
partir de la X87&. ZA en razdn ce su estaciiidadzara i marca~--—
dor hisy

Sb-1, Sb-2 v Sb-3. - Razas ' (a, adeq, lis, ), selecmonadas
a partir ce la SESS ¢, que dan lugar a C"‘thla: tlances y lis

SER-12. - Ruza Q+ (a, ad°1, lis,, ER ), seleccionadzs a par
tir de la Sb-2 y resistente a la eritromicina (5 mg / mi ).

F1.14y F1.27. - Razas Q"' ( a, adeq, ug,z), seleccionadas en-
trela progcnie haploide de un cigoto ot prccadente ds un cruce
entre SER-19 y AX-10.

Xp-2y Xp-4 -Razas Q~ (a, tri;, hisz), -obtenidas a partir de
mutantes Q— esponténeos presentes en cultivos de la raza X-3.

Sh- 2;_1 y Sb-2n3. -Razas ¢~ (a, adey, lis,)obtenidas a partir
de mutantes ¢~ eszonténeos presecntes en cultivos de la raza
Sh-2.

AX-10. - Raza ¢~ (¢, tm], his ), obtenida a partir de un mu_
tante Q- inducido por tratc_mlentos con anaranjado de acridina
de la raza X-3.
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1. 4. - Conservacién de las levacuras empleadas

Se ha llevado a cabo por siembras per'io’dicas, cada 30
dias, en tubos inclinados deagarNG. L.os tubos se incubaron 43 ho
ras a 282C y se conservaron, hasta su posterior utilizacién o siem
bra, ala temperatura de 62C.

2. - MEDIOS DE CUL TIVO

Todos los medios que a continuacidén se relacionan, a
excepcién de aquellos en los que se indica expresamente, fueron-
preparados y esterilizados de acuerdo con las técnicas usuales em
pleadas en Microbiologfa.

2. 1.~ Medios de conservacidén y crecimiento

. Medio NG . - Empleado para el cultivoy conservacién de
las levaduras utilizadas; corresponde al descrito por Lindegren
et al (1958 ) y presenta |la siguiente composicién:

Sulfato magnésico .......... 1 g
Fosfato monopotédsico ....... 2 g
Sulfato amébénico .... ....... 3 g
Peptona ........ G A X
Extracto de levadura ........ 4 g
Glucosa ..o vvevvnes aa2...10g
AQUE ..tt trrieinenae... .1000 mi
pH final 4,5

- Para utilizarlo en forma sélida se afiadieron 20 g de-
agar agar / litro.

Medio N . - Igual al anterior, pero con lactato sédico
a concentracién de 20 g / litro como Unica fuente de carbono.

Ha sido utilizado para seleccionar razas .Q+ o para com
probar la naturaleza 2 o ¢~ de les diferentes mutantes ensaya-
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des, ya que las razas con deficiencias respiratorias no son capaces
de utilizar el lactato como fuente de carbono.

Medio NLG. - Derivado, igualmente, del NG pero con-
glucosa, 1 g por litro,y lactato sbédico, 20 g por litro. Ha sido er:
pleado para el recuento de mezclas de células Q+yQ‘ o 02, de acue,
do con la técnica descrita por Slonimsky et al (1963 ), ya que las-
razas DR al utilizar exclusivamente como fuente de C la pegueiia can
tidad de glucosa existente, dan lugar a colonias de muy pequzfo tama
fio, facilmente diferenciables de las razas normales.

2.2. - Medios empleados para la esporulacién de levaduras

Comprenden los llamados medios de " preesporulacién "
empleados para la obtencién de una masa abundante de células en
condiciones fisiolégicas &ptimas, y a los de " esporulacién ", que
por el contrario son medios pobres y con fuentes de carbono dificil-
mente utilizables.

2.2.1.- Medios de preesporulacibn

Medio pE. - Fowell, ( 1969b) ,modificado.

Tiene la siguiente composicién:

Glucosa........... .... 50 g
Extracto de levacdura ... 10 g
AgUa . vivviiiirenase. 1000 mi

Medio pEL .- Es una variante del anterior, -que ha sido
empleado para eliminar al méximo la presencia de células con defi
ciencias respiratorias, mediante la sustitucién de la glucosa por lac
tato sédico a la misma concentracidén. -
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2.2.2.- Medios de esporulacién

Medio E. - Medio de Rousseau y Halvorson ( 1969 ), de
la siguiente composicién:

Glucosa ...... G ee s s e e e 19
Extracto de levadura.......2,5g
Acetato potdsico ... ......20 g
Agua ...iieeeeoans ve... 1000 mi

Este medio ha mostrado ser muy eficaz, habiendose po
dido comprobar en este trabajo que sellega a conseguir la esporu-
lacién del 90%, como minimo, de las células presentes.

Medio EL. .- Utilizado en raras ocasiones. Es una va-
riante del anterior en la que se sustituye la glucosa por lactato sc_S_
dico al 20%o. E| empleo de este medio tuvo por objeto evitar al mé
ximo el crecimiento y supervivencia de las células @~ diploides que
no esporulan y evitar asi el confundirlas con las razas haploides
provenientes de la germinacién de las ascosporas, que en los me-
dios minimos empleados dan-lugar a coloniaspracticamente indistin
guibles de las g~ citadas. '

2. 3. - Medio de conjugacidon

, Se han experimentado diversos medios para la puesta
a punto del proceso de conjugacién, habiédndose elegido como més -
eficaz el {lamado medio MC, cuya constitucién es la siguiente:

GlUCOSa ... eeeeieeeensseas 50 g

Extracto de levadura ...... 10 g
Peptona «vveveeneess suuee 59
Agua ......c.vc0000000.. 1000 ml

Este medioes el propuesto por Haefner ( 1965 ), con -
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las modificaciones introducidas por Fowell ( 1969g), consistentes
en la adicién deuna alta concentracién de glucosa que favorece el
cruce entre las razas ay a .

2. 4. - Medio Minimo de Wickerham ( 1945 )

En este medio sbéio pueden crecer razas prototrofas,
por lo que se ha empleado para la seleccién de cigotos de dicho
tipo v para la determinacién del genotipo de las razas suxdtrofas
empleadas, mediante ia adicién, en cada caso, de los nutrientes
adecuados, de acuerdo con ia técnica descrita en el apartado 3.

2.4.1.- Composicidn

Contiene por litro:

Elementos traza

Soro, como BO,?H3 ........... 0,01 ppm
) .
Cobre, como CuSO4 . SHZO 0,01 ppm
fodo, como Ki .....ccceene.. .. 0,10 ppm
Hierro, como FeC!36HZO ceeess 0,05 ppm
Zinc, como Z‘;r\S.Oé,é . ’?HZO ceeaen 0, 07 ppm
Vitaminas
BiotiNa «vesevteironrenoaasassas 2 pg
Pantotenato célcico ....... ... 400 pg
INOSItOl  tovevveiee covoecronos 2.000 ug
Niacina ...ccceeve ovnn 400 pg
Acido paraaminobenzoico ....... 200 ug
Piridoxina clorhidrato ......... 400 pg
Riboflavina .......cocvaaaen 200 pg
Tiamina chorhidrato ......... .o 400 pg
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@ 8 O 0 0 0 0 8 6 g o 0 @ s 0 9 " S0 0e e s 08

KH,PO , e 9 75 g
K HPO, covvieeieienns 0,1259
Mgso4.7|—|zq Cee i iceeisesaseeee. 0,500 g
NaCl cvvvvener covnnnnnaesennnnn.. 0,100 g
,CaCIz. ZHZO. ceceessseseeese.ss 0,100 g

Fuente de nitrogeno

.. 1,009

(NH4)2504

Fuentes de carbono

Glucosa o lactato sbédico, a diferentes concentraciones
segdn el uso a que se destind =1 medio.

" 2.4.2.- Preparacién

Elementos traza

Se prepard una solucién macdre, 1.000 veces mas con
centrada que la que se requiere en el medio minimo. La disolucién
sin esterilizar se guarda en botellade tapdn ce rosca. Para emplear
la se esteriliza por filtracién antes de afladiria 2l medio de cultivo
en la cantidad adecuada para conseguir la concentracidén ceceada.

Solucidén de vitaminas . - Se pesan cantidaces 100 veces
mayores de cada una de ellas y todas juntas se disuelven en agua
destilada. Después, se pipetean dentro de tubos de manera que ca-
da tubo contenga la cantidad necesaria para 20 litres de medio.

La disolucién de vitaminas se congela inmediatamente
y se licfiliza, conservandcse en congelador hasta el momento de su
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uso. La mezcla de vitaminas de cada tubo se disuelve en. 200 ml|
de agua destilada conteniendo 2,91 g de PO4HZK y 0,06 g de
PO4HKZ; esta disolucién con una concentracién de vitaminas 100
veces mayor que la que lleva el medio minimo se esteriliza por
filtracién. L_a disolucibn estéril tiene un pH de 5 a 5, 1. Conser-
véndola en nevera puede utilizarse durante un par de semanas.

Solucidn de sales. - Se pesan cantidades 10 veces
mayores que las requeridas para un litro de medio de las sales

RO 4l—l ZK

PO 4HK 2

CINa

y se disuelven en 900 ml de agua destilada. Estapreparacibn se
lé -

guarda en nevera, conservandola estable durante varias semanas;

se esteriliza por filtracidén inmediatamente antes de su uso.

Separadamente se preparan:

0,5 gde SO4MG . ZHZO
0,1 gde CIZCa . ZHZO

que se disuelven en 880 ml de agua destilada, auarddndose en
nevera hasta su uso.

En el momento de preparar medio minimo se opera
del siguiente modo:

Se toman las cantidades correspondientes (necesa -
rias para el volumen de medio que se precise ) de la fuente de
carbono, de sulfato ambnico ( y de agar purificado en el caso de
medios sblidos )y se disuelven en la solucién de sulfato magnesico
y cloruro célcico esterilizando seguidamente en el autoclave.
Una vez frfa en el caso de medios ITquidos, ( o a 602C en el de
medios sblidos) se adicionan los volimenes correspondientes de
las soluciones de elementos traza, vitaminas 'y sales, en las -
condiciones de esterilidad usuales.

Dada la ccmplejidad de este medio y lo engorroso de
su preparacién, apartir aproximadamente de la mitad del trabajo
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experimental, se ha utilizado el madio de Wickerhan ( 1946 ) de
la casa Difco ( Bacto Yeast Nitrogen Base w / 0o amino acids
dehydrated ).La preparacién del medio se hace disolviendo 13,4 g
en 100 ml de agua destilada y esterilizando por filtracidn, con
lo que se obtiene una solucién 20 veces mes concentrada que la
que se necesita para el medio minimo tal como se emplea. Se
guarda en nevera. Paramedios sblidos se emplea egarpurificado
Difco o BBL a concentracién de 20 g / litro. Para preparar el
medio ‘definitivo, se suspende el agar purificado en acua de<tilaay,
se afiade la fuente de carbono correspondiente ala cecncentracion
adecuada, y se esteriliza en autoclave. Posteriormente se deja
enfriar hasta 602Cy se le aflade la cantidad correspondiente de
la solucién de medio minimo 20 veces concentrada. Tras breves
momentos, paraque se difunda a todo el velumen, se reparte en
cajas de Petri a razén de 20 ml pcr caja.

En el caso de medios liquidos se disuelve la fucente
de carbono en agua destilada y se esteriliza por filtracidn o en
autoclave. En frfo, se le afiade la cantidad correspondiente de
la solucién de medio mfnimo, 20 veces mas concentrada.

2.4.3. - Variantes empleadas

4 Medio MG. -En el que la fuente de carbono es glucosa
a concentracién de 10 g por litro.

Medio ML.G. -En el que la fuente de carbono la cons
tituyen glucosay lactato sédico en concentraciones de 1 gy 20 g

por litro, respectivamente,

Medio ML . - En el que la fuente de carbono es lactato
sédico a una concentracién de 20 g por litro.

2.5. - Medios especiales

Se incluyen en este apartado medios empleados en
la obtencién de razas @~y 02, asi comec los medios que contienen
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antibidticos u otra substancia, utilizados en |las experiencias
que se describen en los capftulos correspondientes:

2.5. 1. - Medios Ifquidos con:

Derivados de la acridina

Bromuro de etidio

Cicloheximida

En todosloscasos se ha empleado medio NG como
medio base y todas las substancias citadas se han afiadido a
partir de soluciones acuosas madre después de esterilizado el
medio. Dichas soluciones madre se esterilizan por filtracién
en el caso de la cicloheximida. L.as de derivados de acridina
y bromuro se etidio seutilizaron sin previa estepilizacién, ya
que la concentracidn de estas substancias en la solucién madre
es lo suficientemente alta para matar cualquier contaminante,

L as concentraciones de las soluciones madre han
sido las siguientes en cada uno de los casos.

- Derivados de acridina : 10 mg / ml
- Bromuro de etidio : 1 mg / ml

- Cicloheximida : 2pg/ ml

La cantidad de solucién madre afiadida depende de
la concentracién final deseada en cada caso y del volumen de
medio de cultivo que se preparé. Se {ra indicando en cada mo-~
mento.
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2.5. 2. -~ Medios con eritromicina y cloromicetina

Comoen los casos anteriores se prepararon afia
diendo al medio, previamente esterilizado, la cantidad ade-~ -

cuada de una solucién madre. Dada la escasa solubilidad de
ambas substancias en agua, las soluciones madre se prepara-

ron en etanol, a.concentraciones de 200 mg/ml en ambos casos.

Estas soluciones madre no precisan ningin tipo
de esterilizacién debido a la clase de disoivente empieado y
a la elevada concentracién del antibidtico, que contiene.
Los medios ITquidos empleados han sidoNG yMC. Los sdlidos
NG, NL, NLG, MLG, ML. En el caso de medios sélidos la
solucién madre se afiadié al medio esterfl fundido y mantenido
a 559,

_ L a concentracién final de antibiético en el medio
varié segln el tipo de experiencias, tal como se indica en
el Capliulo correspondiente.

3.-TECNICAS PARA LA COMPFZOBACIO‘N DE
LOS REQUERIMIENTOS NUTRITIVOS DE RA-
ZAS AUXOTROFAS

3.1.- Preparacién de los medios correspondientes

Para comprobaciones de este tipo se empled elmedio
minimo MG, al que se afiadié las substancias requeridas en cada—
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case, hastauna concentraCIon final de 20 pg/ml Estas substancias
se prepararchn ousolv;endolas ¢n agua destilada auna concentracién
100 veces mayor que la finzl y se esterilizaron por filtracién por
Millipore ( poros de C, 4 micras de didmetro ). La cantidadcorraes—
pcndiente de solucidn estéril se afadid al medio a la vez y en las
mismas condiciones que la solucién concentrada de med o mm{-
mo, sedln se ha descritoen el apartaco 2.4. Ce acuerdo con las

caracterfsticas de nuestras razas auxétrofas, se han empleado
los siguientes medics:

MG + adenina

MG + lisina

MG + lisina + adenina

MG + triptéfanc

MG + histidina

MG + trintbé6fano + histidina

Los tresprimeros se utilizaron para la ccmprobacién
de las caracteristicas de las razas S856c y sus derivadas. Los
restantes en el caso de las razas X973. 2A y las derivadas de élla.

L as substancias citadas se afiadieron bajo la forma
de: '

Adenina, sulfato, ( Sigma )

(L +) - Lisina, monoclor. (Analema)
(L -) - Histidina, moncclor, ( Merck)
(L -) - Triptéfanoc. ( Sigma )

3.2.- Comprobacidén de los requerimientos nutritivos

*

L.a comprcbacidn de las necesidades nutritivas de las
razas auxétrofas empleadas se llevd a cabo diseminando una sus—
pensién de las mismas, de concentracidn adecuada, en los medios
minimos descmtos en el apartado anterior y observando la apa-

ricién o no de crecimiento después de incubacién a 238SC durante
48 horas.
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4.- TECNICAS EMPLEADAS EN LA OBTENCION
Y SELECCION DE. MUTANTES g- Y o¢

Parte de las razas con deficiencia respiratoria ( Q-
y Q2 ) empleadas en este trabajo se obtuvieron a partir de mu ~
tantes espontdneos aparecidos en cultivos de las correspondientes
razas Q+, empleando los métodos de diferenciacién y seleccién que
se describen mas adelante.

La gran mayor*lja, sin embargo, se obtuvieron por -
tratamientos con agentes mutagénicos que inducen especfficamente
la aparicién de mutaciones citoplasméticas, pcr los métodos que
se describen a continuacién.

4. 1. - Induccibén de mutaciones 90— vy 02

En todos los casos se ha llevado a cabo en cultivos
en agitacién, a 28°C en medioNG lTquido,de las razas Q+ corres-
pondientes, sometidas a las siguientes manipulaciones.

4,1.1.~ Tratamientos con derivados de acridina

Se ha empleado indistintamente anaranjado deacridi-
na o acriflavina, a una concentracién de 20 pg / ml. Con ligeras
variantes, el método seguido ha sido el de Nagai y Nagali (1958):
matraces Erlenmeyer de 250 ml con 75 ml de medio NG al que se
afiadié solucién acuosadeacriflavina ( o anaranjado de acridina)
al 1% hasta una concentracién final de 20pg / ml, se inacularon
con 0, 1 ml-de cultivo de 24 horas en medioNG de la raza ot .Los
matraces asl inoculados se incubaron a 282C durante 48 horas,
con agitacién constante. Transcurrido este tiempo se diseminaron
en cajas de Petri conteniendo medio NG; las placas se incubaron
a 289C durante cuatro dias, transcurridos los cuales se procediév
a seleccionar las colonias 9~y 09, tal como se describe mas ade-

lante.
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Por este procedimiento el 100% de las células pre-
sentes en los cultivos tratados mostraron deficiencia respiratoria.

4.1.2.~ Tratamientos con bromuroc de etidio

Teniendo en cuenta el método de Slonimski et al-
( 1968 ), en que realizan una curva de concentracién 6ntima de
bromuro de etidio para inducir la mutacién, hemos empleado con
centracicnes de 2; 2, 4; 10; y 20 pg / ml.

Se prepararon matraces con medio NG Ifquido, con
75 ml de medio / matraz, a los que se afiadié solucidén acucsa de
bromurc de etidio hasta la concentracién final requerida, a par-
tir de una solucién madre con 1 mg / ml.

Estos matraces se inocularcn con la raza a tratar,
a razén de 107 células / matraz procedentes deun cultivo de 17
-24 horas en medio NG en agitacidn. Una vez inoculados se mé&n
tuvieron en agitacién durante 246 48 horas a 28°2C. Los cultivos
resultantes se diseminaron en cajas de Petri contenienco medio
NL G y se incubaron durante 4 dias a 239C. LLas razas mutadas
se seleccionardn comc se describird en el apartado correspon-
diente.

4.1.3. - Tratamientos cor eritromicina ¢ clcrorsicetina

Se llevaron a cabo eripleando concentraciones de 3
mg / ml de los antibidticos en mecios ITquidos NG en agitacién.
L as solucicnes madre de los antitidticos se prepararan por di-~
solucidn en etanol, a una concentracidn de 200 myg /ml. De esta
solucidén se afiacieron 1, 12 ml a matraces Erlenmeyer de 259 ml
con 75 ml de medic NG, ya estériles, quese inacularcn con 1 ml
de un cultivo de 24 hcras de la raza a tratar en medio NG.

LLos matraces asi incculadous se manipularon exacta-
mente igual que en los casos anteriores.
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4. 2. - Diferenciacién y seleccién de razas 9~ y 0°

Para la diferenciacién de las razas DR se han emplea
do dos técnicas distintas. Una de éllas consiste en utilizar como
medio diferencial el NLG, en el cual las células deficientes respi-
ratorias, incapaces de utilizar fuentes no fermentables de carbono,
dan lugar a colonias muy pequefias cuyo crecimiento es debido, ex-
clusivamente, alaescasa cantidadde glucosa presente en el medio .
Por el contrario, las células normales son capaces de utilizar el
lactato originando colonias de un tamafio mucho mayor.

Esta técnica proporciona un método ficil de diferen—
ciacién entre razas normales y deficientes respiratorias.

El otro método consiste en la utilizacién de cloruro de
2, 3, 5- trifenil-tetrazolio (CTT ), que acttta como aceptor final de
electrones de la cadena transportadora de los mismos, pasando por
reduccién a formazano que es insoluble y de color rojo.

Utilizado , como mas abajo se describe, las colonias
normales se tifien de rojomientrasque las DR, cuya cadena trans-
portadora de electrones carece de varios citocromos, permanecen
blancas. '

4.2.1.- Diferenciacién por siembra en medio NL.G

Se disemind sobre cajas de Petri de medio NLG una
suspensién adecuada de las células cuyo carécternormal o deficiente
se queria probar, incubando posteriormente a 282C durante 4 dfas.
. Transcurrido este tiempo se distingufan con facilidad dos tamafios
de colonias en el caso de haber mezcla de células gty Q2 6 Q™ ,0
todas pequefias en el caso de un cultivo enteramente deficiente.

4.2.2.- Técnica del cloruro de trifenil tetrazolio

Teniendo en cuenta que el CTT es mutagénico y toxico
para las célulasy que en un pem’odo de tiempo corto les produce la
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muerte, no se puede emplear afiadido al medio de cultivo, por
lo que se utilizd siguiendo la técnica de Ogur et al (1957),
como sigue:

L_a suspensidn de células objeto de ensayo, se di-
seminaron en cajas de Petri con medio NG con glucosa al 2%.
Tras 3 d{as de incubacién a 282Cy una vez crecicaslas colonias,
se vierte sobre eilas una capa de agar-CTT mantenido a 450
-5092.Una vez solicificado ei agar afadido, lasplacas se incuban
durante 3 horas a 37°2C.

El agar CTT se prepard como sigue:

300 ml de tampén fosfato 0, 067M, pH 7, con el 2% de agar, se
esterilizan en autociave; se dejan enfriar hasta 50°C vy se le
adiciona 100 ml de una solucién de CTT al 0,1% en la misma
clase de tampén, previamente calentado a 502C, vy cuidando de
que no solidifique la mezcla, se vierte sobre cajas de Petri,
tal como se ha indicado arriba. Se aguarda unos minutos para
que se solidifigue y se incuban durante 3 horas a 372 en la
obscuridad. Pasado este tiempo se pueden distinguir perfecta-
mente las coloniasnormales, tefiidas de rojo, de las deficientes,
enteramenie blancas. En algunas ocasiones gparece un tercer
tipo de colonias con sectores coloreados y biancos, provenien
tes de ias llamadas razas inestables.

4.2.3, -1Seleccibén de razas o7 y 02

Se utilizd siempre la técnica en que se emplea el
medio diferencial NLLG. El método del CTT no se utilizé para
el aislamiento de razas, ya que como se ha dicho,esta sustancia
ejerce un efecto iéxico, a mas de que las manipulaciones son
mas engorrosas debido a la capa de agar con que se cubre las
colonias.

a seleccidén se lievd a cabo por siembra de las
colonias de pequefio tamafo en tubos inciinados de agar NG,
siguiendo los méiodos usuales de técnica microbiolbgica.



4. 3. - Comprobacién de la deficiencia respirateria y tipo de la
misma de las razas seleccionadas

Aln cuando los métodos de diferenciacién empleados son
muy eficaces para distinguir las colonias de levaduras con deficiencia
respiratoria, las razas seleccionadas fueron sometidas antes de su
empleo a una serie de pruebas al objeto de confirmar dicha deficiencia
respiratoria, asl como la naturalezanuclear (razas p)o citoplasma-
tica de las mismas ( razas Q" vy Q2).

La deficiencia respiratoria se confirmd aplicando la téc-
nica del CTT, ya descrita, alasrazas seleccionadas vy comprobandc
su crecimiento en medios con lactato’ como Unica fuente de carbono
que debe ser nulo después de una incubacién a 28° durante cuatro
dlas, tiempo mas que suficiente para que crezca una raza normal.

La naturalezanuclear o citoplasmética ce las mutacicnes
seleccionadas se efectué mediante pruebas de cruce con una raza Q'*'
de signo contrario, seguidas de seleccién de colonias Q+ diploices.
L_as razas obtenidas se hicieron esporular, vy se procedid a analizar
la proporcidon de ascosporasnormalesy con deficiencia respiratoria.
La obtencidn de proporciones prdximas a 50/ 50 indican gue la raza
es p,mientras que proporciones de 100a 0 o cifras préximas indica-
ron la naturaleza citoplasmdtica de la mutacién.

La diferenciaentre Q® y 9~ se establecié de acuerdo con
el cardcter neutro o supresor de la mutacién citoplasmatica.

5.- TECNICAS DE CRUCE ENTRE LEVADURAS HA
PLOIDES Y SELECCION DE CIGOTOS PROTOTRO -
FOS

En todos los casos, los cruces realizados han sido hechos
empleando razas auxotrbéficas con marcadores complementarios, de
manera que los cigotos originados en los cruces fueran capaces de
crecer en mediominimo, a diferencia de las células haploides que no
llegan a cruzarse.

En los cruces se han empleado siempre razas heteroté -
licas, es deciruna ayotra g, vy las técnicas empleadas, con ligeras
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variantes, han sido las citadas por Fowell { 19693).

5.1.- Determinacibén cualitativa de la cap cidad deg crucz ¥y
viabilidad de los cigotos

Se |levd a cabo depositandoen la superficie cde medio

MG sdlido una goia de soiucidn saiina estéril eniaque se mezc!an,

con ayuda de un asa de platino, las céiulas g y @ a cruzar. Se

espera a que ia gota se sequey las piacas se ilevan a la estufa a

23°C., incubdndclas durarnie - dias._a aparicién de crecimiento
mcuca gue ha tcmdo jugar el cruce y que jos cigotos s0n viables.

5.2. -Cpruce scbre medio de coniugacicn sdiido

Es una variante cdel anterior que permite el aislamien
to de las razas ciploides obtenidas en los cruces.

Se realiza del siguiente modo: En una caja de Petri
con medio de corijugacién MC se depositan varias gotas grandes
de agua estéril con pipetaPasteur. En cada gota se mezclan in -
mediatamente un N2 elevado ( 103 ) de células de cada una de las
dos razas a cruzar.

Una vez realizada lamezclade las células, las cajas
de Petri se dejan en incubacién a 202 durante 5 horas, transcu-
rridas las cuales se tomacon asa de platino de los lugares donde
se depositarch las gotas y se siembran tubos con medio |fquido MG,
que se incuban a 282C durante 4 dias. Caso de haber tenido lugar
los cruces se obseprvaréd turbidez en los tubos de medio minimo,
procedlendose entonces al aislamiento de las razas diploides por
la técnica usual de diseminacidén en placa. .

Una variante de este método consiste en resuspender
en solucién salinala mezcla realizada sobre la caja de MC, después
de transcurridas las 5 horas de incubacidén y de esta suspensidn
se toma 0, 1 ml que se extiende con espatula de Drigralsky, sobre
la superficie de las cajas de Petri con medio MG. L.as colonias
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que aparecen tras una incubacidén a 282 durante 4 dfas son el
resultado del crecimiento directo de los cigotos formados.

5.3._ Cruce en medio de conjugacidn ITquido

Los dos métodos descritos son Gtiles solamente
para comprobar si una raza haploide secruza con otra y para
el aislamiento de razas procedentes de cigotos prototrofos.
A la hora de obtener grandes cantidades de cigotos o de rea-
lizar el cruce en condiciones''standardizadas''es necesario -
llevar a cabo los cruces en medios ITquidos. Se han utilizado
los siguientes procedimientos.

5.3. 1.~ Cruce en aireacidn

Se parte de cultivos de 48 horas, en medio NG
sbélido, de las razas haploides correspondientes. L as células
crecidas en un tubo de agar inclinado se recogieron en solu-
cién salina; se les dejé en reposo durante una noche para que
dejaran de gemar, y se mezclaron 2ml de suspensién dela raza
a con 1 mi de la raza g junto con 10ml de medio de conjugacién.
La mezcla se mantuvo en aireacidn, durante dos horasy pasado
este tiempo se recogié en tubos de centrffuga estériles y se
centrifugd durante 3minutos a 1700 xg, dejando a continuacién
los tubos en reposo durante 5horasa 20°C. Transcurrido es-
te tiempo, las células se lavaron dos veces por centrifugacic;n
y resuspensién en solucién salina haciéndose finalmente ditu-
ciones en solucién salina estéril desde 10-1a 10"4, de cada
una de las cuales se diseminaron muestrasde 0, 1 ml en cajas
de Petri con medio MG. Comc de costumbre, las cajés de Petri
se incubaron cuatro dfas a 282 antes de su observacién.

5.3.2.- Cruce sin aireacidn

4
Como en el caso anterior, se partio de cultivos
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de 48 horas de las razas a cruzar. Se obtuvieron suspensicries
de cada raza en tubos de solucién salina, con una concentracion
aproximada de 10 células pormililitro, que se dejaron en repnsd
durante una noche a temperatura ambiente ( 18 - 202C). Despues
de este periodo de reposo, se mezclaron 1 mi de la suspension
de larazaacon 0,5 ml de la raza o, en un tubo de 5 ml de medio
de conjugacién ITquido, centrifugando durante 3 minutos a 1.700xg
y dejando en reposo a 202C durante 5 horas.

La recogida, lavado y diseminacién de los cigotos
se llevd a cabo como en el caso anterior.

Por este procedimiento se obtuvo un menor rendi-
miento en cigotos, a pesar de lo cual y debido a la mayor simpli
cidad ha sido el método empleado a lo largo de las experiencias
efectuadas.

6. - DETERMINACIONDEL PORCENTAJE DE CE-
LULAS CON DEFICIENCIAS RESPIRATORIAS EN
CULTIVOS ESTACIONARIOS DE RAZAS Q+

El porcentaje de células con deficiencias respirato-
rias { @~ y 02 ) en cultivos estacionarios de razas gt se llevd a
cabo tanto para determinar laestabilidadde las razas empleadas
y variacién de la misma en las distintas experiencias realizadas,
como para poder efectuarlas correciones oportunasen el célculo

de la supresividad de las razas Q~ empleadas (.apartado 8
de este capfitulo ).

En todos los casos se partiéde cultivos de 48 horas
de levadura Q+ en medioNG, apartir deloscuales se prepararon
suspensiones con 2000-3000 células / ml en solucidén salina de
suspensiones !' madre !"cuyas concentraciones en células se de-
terminaron por recuento en camara dé Thoma. EI| porcentaje de
células o~ S g2delascitadas suspensiones se determind disemi-
nando muestras de 0,1 ml de las mismas en cajas de Petri con
medio NLLG y contando, después de la incubacién adecuada, el
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AGmero total de colonias aparecidas y el de colonias DR, diferen
ciables, como ha quedado dicho, por su pequefio tamafo.

Aungue con menor frecuencia, también se ha empleado
para la determinacién del procentaje de célulasg™y 02, el método
del cloruro de trifenil tetrazolio. En este Gltimo caso las muestras
se diseminaron en medioNG,procedi éndose después segin la iéchj_
ca ya descrita.

En los dos casos, los recuentos se efectuaron con-
ayuda de un contador de colonias Gallenkamp XC-300.

Una vez efectuado el recuento, el procentaje de células
DRse calculé: '

° .
n2 colonias DR % 100

7% DR=
ne total colonias

7. - DETERMINACION DE LA FRECUENCIA DE -
MUTACION ESPONTANEA

Se Ilevé a cabo de acuerdo con la técnica de Ogur et
;a_L( 1959 ). Estos autores han podido demostrar que el tento por
uno de mutantes DR existentes en un cultivo de una raza ot en
fase estacionaria en un medio Ifquido con una fuente de carbono
gue no puede ser utilizada por fermentacidnges ndmericamente igual
a |a frecuencia de mutacion (mutaciones DRproducidas per célulay
por divisién).

La técnica es muy simple : matraces Erlenmeyer de
100 m! con 30 mide medio NL se inoculan con 0, 1 ml de un cultivo
de 24 horas de la levadura Q+ en medio NG. Los matraces se in=
cuban a 282 durante 40 horas con agitacidén continua y ai cabo de
este tiempo el cultivo se diluye(10“‘5-10“‘6)hasta una concentracién |
de 2000.3000 células / mly seprocede a determinar la proporeion
de células DR bien por siembra enmedloNLG o bién por el métado
del cloruro de trifenil tetrazolio, mediante lastécnicas ya descri-
tas.
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8. - DETERMINACION DE LA SUPRESIVIDAD DE
LAS RAZAS go-

Se-ha seguido el método propuesto por Sherman vy
Ephrussi (1962) en cl que el valor dela supresividaddelaraza Q-
se expresaporun indice, S, derivado delasiguiente fSrmula :
X - Y
S = x 100
T - VY '

donde X es el tanto por uno de cigotos ¢~ que resultan de un cruce
Q X Q= e Y es el tanto por uno de mutantes (ol presentes en
cultivos en fase estacionaria de la raza g7

El valor deY, se calculé por la técnica descrita en
el apartado 6.

Para calcular el valor deX se efectué en cada caso
el cruce 9~ x ot oportuno, mediante las técnicas descritas y a
continuacién se determindla proporcidén de cigotos Q bien por
siembra en medio M_G ¢ bien por siembra en medio MG seguida
de tratamiento con CTT, segin la misma técnica descrita para
la determinacidn del porcentaje de células DR en cultivos esta—
cionarios de una raza g*

9. - ESPORULACION DE RAZAS DIPLOIDES VY
OBTENCION Y SELECCION DE ASCOSPORAS.

Se ha seguido la téenica de Rousseau y Hulvor*son
( 1989 ), que comprende las siguientes etapas:

9. 1. - Esporulaciéh

La levadura diploide objeto de ensaya se cultiva a
282 en medio de preesporulacidén Ifquido pE, durante 72 horas,
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y con agitacién constante, con el fin de obtener masa de células.
El cultivo se somete a centrifugacidén, a 2600 xg durante 5 minutos
en condiciones que eviten la contaminacién, y el sedimento se re-
suspende y diluye en medlo esporulante ITquido E, hasta una con
centracién de 10° - 10° ~células /ml; ésta se reparte ecn matraces
Erlenmeyer de 250 ml a razén de 75m| / matraz. LLos matraces se
incuban durante 6-7 dias a 262C con agitacidén continua. Trans-
currido este tiempo se puede observar al microscopio que mas del
909% de células han esporulado, dando lugar a ascas con 4 ascos
poras, aln cuando también se observan algunas con 3y 2.

L4
El conjunto de células esporuladaso no se recoge por
centrifugacién a 2. 600 xg durante 5 minutos.

9.2. -~ Rotura de las ascas y obtencidén de las ascosporas

Las células recogidas en el proceso anterior se re-
suspenden en tampdn citrato-fosfato pH 7, O, 02M, a una concen
tracién de 10% - 1010 células / ml; se afade pronasa hasta una
concentracién de 5 mg / ml ylasuspensno’n se incuba durante una
noche a 282C, con el fin de que [a enzima actde sobre la pared de
las ascas. Terminada la incubacién se afiade Tween 80 hasta una
concentracién del 1%parafacilitar la dispersién de las ascosporas
que se libereny, finalmente, se completa la ruptura de las cubiertas
de las ascas en una " prensa francesa ", for*z:mdo el paso de la
suspensién através deun orificio de 1. OOOp aunapresién de 7.000
kg/cmz y manteniendo un fiujo de 20-25 ml / minuto. L.a suspensién
obtenida después de este tratamiento se deja en reposo durante
unos minutos, a fin de Gue sedimenten las ascas y células diploides
residuales, transcurridoslos cuales se toma la parte superior de
la suspensibén, en la que, practlcamente, sélo se encuentran -
ascosporas.

Todas las manipulaciones descritas se deben llevar
a cabo en condicicnes que aseguren la no contaminacién de lasus
pension.
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9,3.-Sel eccidn de razas haploides a partir de las ascosporas

La suspensién de ascosporas, obtenida como se ha
descrito, se diluye con solucién salina hasta lograr una concen-
tracién de 2. 000~ 3. 000 ascosporas / m! y se toman muestras de
0, 1 ml que se diseminan en cajas de Petri con el medio adecuado
al tipo de experienciaen curso. Las cajas se incuban a 282 durante
3 - 4 dias, tiempo suficiente para que aparezcan las colonias
originadas por la germinacién de las ascosporas, que por el
procedimiento ordinario se trasladan a tubos de agar incl inadoNG.

Hay que hacer notar gue en las placas de Petri incubadas
suelen aparecer trestipocs decolonias quepresentan, respectiva
mente, un didmetro menor de 0,5 mm, entre 0,5y 1 mm y mayor
de 1 mm. Lasprimeras ha podido comprobarse que corresponden
a razas DR y las terceras son colonias procedentes de ascas, ©O
células diploides residuales. Solo las de tamafio intermedio, que
predominan notablemente sobre las demés, proceden de ascosporas
y son, por tanto, las Unicas que se seleccionan.

10.-COMPROBACION DEL CARACTER HAPLOIDE
O DIPLOIDE DE UNA RAZA

La técnica que se ha seguido para comprobar si una
raza es haploide o diploide ha sido la de someterla al proceso de
esporulacidén descrito en 9. 1. Si transcurridos 6 dias, despue:s
de poner las células en el medio de esporulacién, no se observé
formacién de ascas, se considerd que se trataba de una raza ha-
ploide. ;

En el caso de razas con deficiencia respiratoria no
se puede acudir a este procedimiento ya que estas mutaciones son
incapaces de esporular,Ephrussi y Hottinguer (1951).Este hechono ha
supuesto grave inconveniente ya que en este trabajo sbélo ha inte-
resado la comprobacién del caréicter haploide o diploide de razas
normales.
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11.- DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD O
RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y SELECCION
DE RAZAS RESISTENTES

" En el transcurso de las experiencias realizadas, se
ha investigado la influencia sobre el poder supresor de antibidticos
que inhibenla sintesis deproteinas mitocondriales - eritromicina
y cloromicetina -, aplicados a razas o- y / o Q' antes y enel
momento del cruce. igualimente se han aplicado estos tratamientos
para intentar obtener de acuerdo con'Wilkie ( 1970 ) mutaciones
Q2 a partir de g*. Tantoenun caso como en otro ha sido necesario
poner a punto las técnicas adecuadas para la comprobacién de la
sensibilidad,de las razas Q+ empleadas,a los citados antibibticos
y para la seleccidén de razas o* resistentes.

En el caso derazas Q™ sehan considerado como razas
sensibles lasobtenidas apartir de ¢t sensibles. No ha sido posible
el empleo o caracterizacién de razas o~ resistentes.

11. 1. - Determinacién de la sensibilidad o resistencia

Se llevd a cabo basandose en el hecho de gue las le-~
vaduras sensibles a los antibioticos ensayados se comportan en
sSu presencia como razas DRV, y son incapaces de crecer en medios
con lactato como Unica fuente de carbono.

l_as razas objeto de ensayo se diseminaron, en cada
caso, en ia superficie de dos cajas de Petri, conteniendo una de
ellas medio NL. y la ctra medio NL con el antibidtico a ensayar.
Tras cuatro dfas de incubacién se compard el crecimiento obtenido
en las dos cajas de Petri: si se observd crecimiento en ias dos,
la raza se considerd como resistente ai antibidiico afiadido; por
el contrario, se considerod como sensible cuando crecid en medioNL
y ho en medio NL. mas antibibtico.

) Para comprobar la sensibilidad se emplearon concen-
traciones finales en el medio, de cloromicetina y eritromicina, de
0,1a3 mg / mi. Para la comprobacibén de la resistencia se em-
plearon en el caso:del primerc de ellos 3mg/ml y 5mg/ml en el —-
del segundo.
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11. 2. - Seleccidén de razas resistentes

Tanto en el caso de seleccién de razas resistentes
a la eritromicina como a la cloromicetina se siguib la técnica -
que a continuacién se describe:

A partir de cuitivos de 24 horas en medio NG de la
levadura Q+ correspondiente, se inocularon matraces Erienme_
yer de 250 ml conteniendo 75 ml de medio NLL que se incubaron
en agitacién a 282 durante 4€ horas. Transcurrido este tiempo
se recogieron las células por cenirifugacién y se resuspendie_
ron en solucién saiina para obtener una suspensién con 107 —-
108 células / ml. Con 1 mi de ésta se inoculd un matraz de 250
m! de medio NLL més el antibiético correspondiente a concentra
cidén de 3 mg / ml. El matraz se incubd en agitacidon a 282y a-
partir de las 24 horas de incubacién se fueron tomando mues—-—
tras de 1 ml, a intervalos de 6 horas, y hasta un total de 5, que
se sembraron en tubos con 10 ml de medio NL més el antibidtico;
los tubos se incubaron a 282 durante 48 horas, Transcurrido —
este tiempo, el contenido de los tubos en que aparecibé crecimien
to se di semind en cajas de Petri con medioc NL més antibibtico-
que se incubaron a 282 duranie 4 dias. Las colonias que apare-
cieron se trasladaron a tubos de agar-NG inclinados y posterior
mente se comprobd la resistencia de las razas por el procedi—-
miento descrito.
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EXPERIENCIAS Y RESUL TADOS



1.- EXPERIENCIAS PRELIM!NARES

En este apartado se describen las primaras expe-
riencias realizadzas en 2ste trabajo y cue consistieron, fundamen
talmente, eniacormprobacidon del genotizo de las razas hapioideg
empleadas y lapuesta agpuntoy "'standardizacidni! de los métodos
de cruce, asi ccmo de obtencién de ascosporas.

1. 1. - Obtencidn de razzs haploides a partir de levadura
ccmercial d= panaderia

Aln cuandono se emplearon en los estudios y expe-
riencias realizadas en este trabzjo, en la primera parte del
mismo se obtuvieron catorce razas haploicdes a partir de clonos
aislados de levadura de panaderia: los designados como N1A,
N2A y N5A, todos ellos diploides y prototrofos.

El objcto de esta experiencia consistié en poner a
punto y comprobar la eficacia de los métodos, dez-ritos en el
apartado correspondiente, empleados en la esporulacidén de las
razas diploides, roturade las ascas y aislamiento de las razas
haploides correspcndientes.

1. 2.~ Comprobacibén del genotipo de las razas haploides

empleadas

Se llevd a cabo sobre las razas X979 2A (a, tri

1’
his3) y S€56c ( a, adet, lisy)

En el transcurso de esta comprobacién se puso de
manifiesto que, efectivamente, las razas citadas presentaban
los requerimientos nutritivos correspondientes al genotipo in-

dicado. No obstante, pudo comprobarse que dichazz razas mos
4
traban algunas anomalias.
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En el caso de la raza S856¢c se observd, cuando
diseminada en cajas de Petri, la presencia simultdnea de tres
tipos-de colonias: rosas, blancas lisas y blancas rugosas.Los
tres tipos se aislaron en cultivo puro, no observdndose después
fenémeno de disociacién alguno, por io que se llegb a ia con-
clusidén de que, aln cuando presentando el mismo genotipo, la
levadura que nos fué suministrada era unamezcla de tres razas
distintas. De acuerdo con sus caracterfsticas mor‘folégicas'
las tres razas obtenidas se denominaron respectivamerite Sb
( blancas lisas ), Sbr (blancas rugosas), vy Sr ( rosas).

En total seobtuviercn tres cultivos de la razaSh
(Sb-1, Sb-2, Sb-3), cuatro de la raza Sr (Sr-1, Sr-2, Sr-3
ySr-4) y una de la raza Sbr.

De otra parte las pruebas efectuadasparala com-
probacién del genotipo de la raza X879-ZA, indicaron que el
cultivo original presentabaun pequefio, aunque no despreciable,
ndmero de ¢élulas que revertian para la histidina. Se tratd,
por tanto, de seleccionar razes estables para los dos mar-
cadores, para lo cual se aislbun crecido ndmero de colonias,
capaces de crecer en medio minimo cen triptéfano e histidina,
a cada una de las cuales se les determind su capacidad de
reversién para el marcador indicado. Mediante este procedimien
to se aislaron tres razas que presentaban ausencia casi tctal
de reversién, y a las que se designd como X1, X~2, X-3.

En todosloscultivos seleccionados se determiné
el procentaje de células ¢~ en cultivos estacionarics en medios
con glucosa. '

Los resultados obtenidos se expresan en la tabla
1, y son sensiblemente iguales para todos los cultivos perte-
necientes a una misma raza.
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Tabla 1. - Porcentaje de células o~ en cultivos estacionarios de
las razas ot seleccionadas.

Raza células g-
(%)
Sb-1 10
Sb-2 ~ 12 v
Sb-3 13
Sbr v 30
Sr-1 4
Sr-2 5
Sr-3 5
Sr-4 4
X-1 3
X=2 2
X=3 3

*% Los resultadoscbtenidos son |a media de tres de-~
terminaciones.

1.3. - Comprobacién de la capacidad de cruce entre razas
de.distinto signo.y puesta a punto de las técnicas "standard! de
cruce

1.3. 1. -Determinacidn cualitativa de la capacidadde cruce
de las razas seleccionadas y viabilidad de los cigotos

Sellevd a cabo de acuerdo con la técnica descrita en
5.1. y 5.2 entre todas las razas de tipo X y todas las de tipo S.
L.os resultados se exponen en la tabla 2 y demuestran que todas
las razas seleccionadas, con excepcidén de las Sr, son capaces de
cruzarse normalmente con las de signo contrario, dando clonos
prototrofos viables. :

Dado que entre las razas de tipoS la variedad Sr era

54



Tabla 2. - Capacidad de cruce entre las razas ot haploides selec

‘cionadas. »

Razas cruzadas

resultado del cruce ¥

1 x Sb-1
1 x Sb-2
1 x Sb-3
1 x Sbr

1 x Sp-1
1 x Sr-2
1 x Sr-3
1 x Sr-4
1 x Sb-1
2 x Sb-2
X-2 x Sb-3

X -
X
X -
X =
X
X
P
X
X
X

X-2 x Sbr .

X-2 x Sr-1
X-2 x Sp-2
X2 x Sp-3
X=-2 x Sr-4
X=3 x Sb-1
X~-3 x Sb-2
X-=3 x Sb-3
X=-3 x Sbr

X-3 x Spr-1
X-3 x Sr-2
X-3 x Sr-3
X=-3 x Sr-4

I+ o+ o+ +

+ 4+ + 1

S I

trofos.

4 Los signos + indican produccién de cigotos proto-

% Los resultados obtenidos son la media de tres de-
terminaciones. '
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fa que presentaba menor porcentaje de mutacién esponténea a Q7Y

en principio parecfa mas adecuada paranuestro trabajo, sevol vid
a comprobar su capacidad de cruce con las de la serie X en medios
de conjugacién Ifquides (5.3. 1. y 5. 3. 2. ); los resultados fueron
igualmente negativos, por lo que la utilizacién de esta raza fud
descartada.

Dada la uniformidad de las restantes razas se eli-
gieron arbitrariamente, parallevar a cabo todas las experiencias
descritas en este trabajo, las razas Sb-2 y X-3. LLa raza Sbr
se desechd debido a su alto grado de mutacién esponténea.

1.3. 2. -~ Puesta a punto de los métodos de cruce

Estas experiencias tuvieron porobjeto poner a punto
los métodos cuantitativos de cruce, asi como comprobar el ren—
dimiento en cigotos en cruces X-3 x Sb-2, |levados a cabo con
aireacién ( 5.3.1.) y sin aireacién ( 5.3.2. ).

Las dos razas se cultivaron y recogiercn en las
mismas condiciones para obtener suspensiones de la raza X-3
con una concentracién de 16, 4x107 células / ml, y de la raza
Sb-2 con una concentracién de 25, 1x107 células /ml. Los cruces
se llevaron a cabo en las condiciones descritasen5.3. 1. y 5. 3. 2.
con lo quelaproporciénentre células a v o fué aproximadamente
3 : 1, ; proporcidn que de acuerdo con Iguchi y Onobu( 1964 )es la
més adecuada para la obtencién de un rendimiento méaximo en
cigotos.

Los resultados obtenidos se dan en la tabla 3 y mues
tran que laefectividaddel cruce es de diez veces superior cuando
éste se lleva a cabo en aireacién.

A pesar de los resultades obtenidos, que demuestran
la mayor efectividad de los cruces con aireacién no se ha em-
pleado esteditimo método en ninguna de las experiencias que se
describen a continuacién. l_as razones que han movido a ello son,
de una parte su mayor dificultad técnica que dado el enorme
ndmero de cruces efectuades a lo largo de este trabajo hubiera
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Tabla 3. -Rendimiento en cigotos de cruces entre las razas Sb-2
(a) y X-3 (a) en distintas condiciones.

cigotos obtenido: sobre eij
condiciones del cruce ndmero maximo posible{ %}

Sin aireacién
- 0,13
(5.3.1.) ?
Con aireacién

(5.3.2.) 13

» |L_os resultados obtenidos son la media de tres
determinaciones.

complicado enormemente el mismo y, de otra, el considerar que
durante las dos horas que las suspensiones se mantienen en
aireacidn los cigotos que se formen precozmente pueden multi-
plicarse con el consiguiente falseamiento de los resultados.

2.- OBTENCION DE RAZAS o~ Y 02. EFECTOS
DE LOS AGENTES MUTAGENICOS EMPLEADO S
SOBRE LAS RAZAS o+ Y o~.

A partir de las razas X-3 y Sb-2 seleccionadas
se obtuvieron mutantes con deficiencias respiratorias de tipo
Q—, con distintos grados de supresividad. lgualmente se obtu -
vieron y seleccionaron mutantes @2, entendiendo como tales,
’ como queda dicho, aquellos mutantes éitoplasméticos carentes
de supresividad. Aln cuando el nimero de razas Q™ y 2 utili-
zadas ha sido muy reducido, enel transcurso de esta parte del
trabajo se obtuvo un enorme nimero de mutantes citoplasméticos
con deficiencias respiratorias, atodos los cuales se determiné

su cardcter supresor.
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El motivo de haber seleccionadc y estudiado este
gran nGmero de razas ha sido, a mads de obtener las neccsarias
para experiencias posteriores, el comprobar la eficacia de los
distintos agentes mutagénicos en relacién con su capacidad de
induccidn de las citadas mutacicnes.

lgualmente quiso tambien comprotarse si la eritro-
micina era capaz, de acuerdo conla hipdtesis de Wilkie (1970),
de inducir el cambio a ¢¢ de las razas o+.

LasrazasQ~™y 02 se han obtenido a partir de cul-
tivosno tratados de las razas X-3 y Sb-2 ( mutacicnes espon-
tdneas )o sometidos a tratamientos con derivados de acridina,
bromuro de etidioyeritromicina,

2.1. - Mutaciones esponténeas

A partir de la raza X-3 se seleccionaron los mu-
tentes " petite " Xp-2, Xp-3, y Xp-4, y apartir dela raza Sb-2
los designados como Sb-2p1, Sb-2p2 y Sb-2p3.

Después de confirmada su deficiencia respiratcria
y su haturaleza citoplasmética se determind la supresividad de
cada uno de ellos.

Los resultados se expresan en la tabla 4, y comc

puede observarse, el grado de supresividad oscila entre 0 y
65%.

2. 2. - Mutantes obtenidos por tratamientos con derivados
de acridina

Seobtuvieron unicamente a partir de la raza X-3,
dado que el porcentaje de células o~ presentes en los cultivos
de Sb-2 ( 12 %) hacfa muy probable el seleccionar mutantes
esponténeos en lugar de los inducidos por el agente mutagénico.
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Tabla 4. - Supresividad de las razas " petite !! seleccionadas
- rd
a partir de mutantes esponianeos. x

Raza ensayadea Raza Q+ empleada Supresividad
en el cruce (%)

Sh-2n1 - X=-3 53

Sh-2p2 T X-3 C

Sb-2p3 X-3 65

Xp-2 Sb-2 0

Xp-3 Sbh-2 0

Xp=-4 Sh-2 64

»% Los resultados son la media de tres determina-
ciones.

Se obtuvieron 24 razas que se designaron AX-1 a
AX=24.

Como en el caso anterior se determind la supre-—
5|v1dad de cada una de las razas, una vez confirmada su defi
ciencia respiratoria y comgrobada su naturaleza c1top|asmat|_
ca.

Los resultados se expresan enlatabla 5, e indican
que la casi totalidad ( 87,5% ) de los mutantes inducidos por
lcs derivados de acridinatienen capacidad supresora,es decin
sen de tipo ¢~

2. 3. - Mutantes obtenidos por tratamientos con bromuro
de etidio

ep g sl $_.
De acuerdo con los antecedentes bibliograficos
citados, los tratamientos prolongados con este agente mutagéni -
co destruyen por completo el ADN mitocondrial, por lo que -
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Tabla 5. - Supresividad de las razas " petite " seleccionadas
a partir de mutantes con deficiencias resniratorias
obtenidos en tratamientos con derivados de acridine

*

Raza ensayada

Raza QT empleada
en el cruce

Supresividad

(%)

AX-1 Sb-2 49
AX-2 " 42
AX-3 n 23
AX -4 H 52
AX-=5 n 15
AX-6 i 12
AX=7 " 15
AX-8 n -55
AX-9 " 7
AX-~10 " 48
AX-11 " 15
AX-12 SER~19 xx 8
AX-13 " .3
AX-14 " 0
AX~15 1 0
AX~16 H 0
AX-17 i 25
AX-~18 i 31
AX-19 L 18
AX-20 i 4
AX-21 n 28
AX=-22 u 13
AX-23 " 25
AX-24 it Z1
% Los resultados son la media de tres determina-
ciones.

% % La raza SER-19 es una raza, comoc se verd -
mas adelante, resistenie a eritromicina {5m9/mi), obtenida a

partir de la Sb-2.
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su aplicacién tuvo por objeto obtener razas Q2.

Experiencias preliminares, sin embargo, en las
aue las razas X-3 y Sb-2 se cultivaron durante 48 horas en
medios con 2 pug/ml debromuro de etidio, demostraron que las
masas de células segufan mostrando supresividadcuando, des
pués de recogidasy lavadas, se cruzaban con células gtade-
cuadas. Lasupresividaddel cultivo de la raza X-3 as{ tratada
fué del 45% en cruces con la SER-19; mientras que la supre-
sividad de la Sb-2, sometida al mismo tratamiento y cruzada
con la X-3, fuédel 19%. Este hecho fué interpretado,en prin-
cipio, como debido posiblemente alaaccién directa del bromuro
de etidio residual-(nolavado ) sobre las células 6 los cigotos
Q+ . Para evitar esta posible interferencia se repitieron las
experiencias,pero en vez de medir directamente la supresividad
global de las masas de células obtenidas en los cultivos tra-
tados, estos se diseminaron en la superficie de un medio ade
cuado. Laconcentracién del bromuro de etidio fué en este caso,
de 2,4 pg/ml (6uM). EI 100% de las colonias crecidas fueren
lipetites!, tal como habfa sido demostrado previamente por-
Slonimski et al (1968). En el caso de la raza X-3 tratada se
aislaron 12 razas ( BX-1 a BX-12 ) a partir de colonias dis-
tintas y en el caso de la Sb-2, 11 razas ( BS-1 a BS-11 ).

La supresividad de las razas aisladas se determind
por el procedimiento acostumbrado, en cruces con las razas
Q+ SER-19 y X-3 y los resultados obtenidos se expresan en
la tabla 6.

A la vista de estos resultados se repitieron las
experiencias aumentando la concentracién de bromuro de etidio
a 20 pg/mlen el caso de la X-3y 10y 20 png/ml en el caso de
la paza Sb-2. A partir de la raza X-3 se seleccionaron 24
cultivos procedentes deotras tantas colonias (BX-13aBX-36).
A partir de la raza Sb-2 se seleccionaron 10 cultivos en -
tratamientos con 10 pg/ml de bromuro de etidio ( BS-12 a BS
~21) y otros 10 en tratarientos con 20 ug/ml (BS-22 a BS-31).

Como en el caso anterior se determind la supre-
sividad de las razas de la serie X seleccionadas en cruces con
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Tabla 6.~ Supresividad de razas !" petites ' obtenidas por tra
tamientos con bromuro de etidio ( 2,4 pg/ml ) de las
razas X-3 y Sb-2, dcterminadaen cruces con las ra
zas ot SER-19 y X-3 respectivamente. x

Raza ensayada , *  Supresividad

(%)
BX-1 31
BX-2 27
BX-3 0
BX-4 0
BX-5 ' 34
BX-5 0
BX-7 ' - 0
- BX-8 0
BX-¢ -0
BX-10 : 12
BX-11 6
BX-12 27
BS-1 ; 29
BS-2 ’ 21
BsS-3 : 0
RBS-4 31
B3-5 21
BS-5 14
BS-7 . G
BS-8 17
BS-9 3
BS-10 0
BS-11 2

% Los resultades son la media de tres determina-
ciones. '
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la raza Q“' SER-19 y las de la serie S en cruces con la o+
X - 3. Los resultados de esta experiencia se exponen en la
tabla 7 y son del mismo tipo que los obtenidos en el caso an-
terior.

2.4, - Obtencidn de mutantes mediante tratamienic con
eritromicina

De acuerdo con Wilkie (1.970) . jos tra-
tamientos con cloromicetina o eritromicina durante mas de 10
generaciones inducen la conversién total del cultivo en "' pe-
tites 1. Los autores citados suponen que la causa de este
hecho puede ser la inhibicién de la sintesis de una protefna
necesaria para la replicacién del ADN mitocondrial y que se
produce en ribosomas mitccondriales. De acuerdo con esta
hipbtesis los mutantes ' petites ! obtenidcs carecerén de ADN
mitocondrial, es decir serén de tipo Q2.

Con objeto, deuna parte, de comprobar la citada
hipbtesis y, de otra, para obtener razas Q2 se efectuaron
experiencias en las que la razaSb-2, sensible a la eritromi-
cina (2 mg/ml ) se sometd a tratamientos con esta droga(3mg
/ ml de eritromicina basebajolaforma de lactibionato de eri-
tromicina) durante 24 horas en medio [Tquido NG ( 282 y agita
cién constante ), durante 48 horas en las mismas condicionesy
durante dos cultivos sucesivos de 24 horas en las mismas con
diciones.

, En ninguno de los casos descritos se demostrd un
100% de mutacicnes " petites "'. La proporcién de mutantes
" petites " de la raza Sb-2 en cultivos en medio ITquido NG a
las 24 y 48 horas fué, respectivamente, del 20y 21% vy del
21% en los cultivos con igual tiempo de incubacién afiadidos
de eritromicinaa. ~ Solamenteen los tratamientos a lo largo
de dos cultivos sucesivos de 24 horas se pudo apreciah alguna
diferencia: la proporcién de mutantes " petites ' de la raza
Sb-2 cultivada en estas condiciones fué del 29%, mientras que
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Tabla 7. - Supresividad de razas " petites ! obtenidas por tra
tamientos con bromuro de etidio (10y 20 ug / ml) de
las prazas X-3 y Sb-2, determinadas en ciuces con
las razas o+ SER-19 y X-3, respectivamente. *

Razas ensayadas Supresividad
(%)
BX~-13 0]
BX-14 ' 33
BX~-15 , 27
BX-16 0
BX-17 0
BX-18 20
BX-19 42
BX-20 : 26
BX-21 0
BX-22 : 0o .
BX-~-23 : - 30
BX-24 38
BX-25 0]
BX-26 28
BX-27 ‘ 0
BX-28
BX-29 31
BX-30 '
BX-31 36
BX-32 20
BX-33 ‘ 0
BX-34 20 -
BX-35 30
BX-36 26
BS-12 20
BS-13 ' - 0
BS-~14 : 9

BS-15 22 .
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Tabla 7. - ( continuacién }

Raza ensayada Supresividad
(%)

BS-16 ‘ - 31
BS~17 22
ES-18 ‘ 15
BS-19 10
BS-20 ' 10
BS-~-21 5
BS-22 18

BS-23 ‘ 9
BS-24 _ 13
BS-25 6
BS-26 10
BS~27 16
BS-28 10
BS~29 9
BS-30 21
BS-31 15

% Los resultados son la media de ires determina-
ciones.

cuando se cultivd en presencia de eritromicina esta proporcién
aumentd al 43%.

La praza X-23 someiida a los mismos tpatamientos
dié lugar a resultados similares.

A la vista de estios resultados, podemos afirmar
que, al mencs para las razas ensayadas en este trabajo, no
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puede admitirse la hipdtesis de la escueia de Wilkie scbre la
existencia deuna protefna mitocondrial necesaria para la re-
plicacién del ADN mitocondrial. Los resultados obienidos en
los tratamientos . durante dos cultivos sucesivos puecen ser
facilmente explicados suponiendo que laeritromicina, al anular
el metabolismo aerobio de fas células ¥, permite que ios mu-
tantes " petites " esporiténeos se desarroiien més facilmente.
En cuanto al cardcter o~ o g2de los mutantes "petites''obienidos
en estos tratamientos los resultados que se exponen en i tabla
8, en relacién con la supresividad de seis estirpes iipetitest!
obtenidas por este procedimiento, demuestran que ia propor-
cién de mutantes 02 es del mismo orden que la existente en
poblaciones " petites !' originadas por mutacidn cspontanea
( tabla 4 ).

Tabla 8. - Supresividad de razas '"petites'" seleccicnadas a
partir de la razaX-3someiida durante dos cultivos
sucesivcs de 24 horas a tratamientos con 3mg / ml
de eritromicina. x ¢

Raza ensayada Supresividad

(%)
1EX 57
2EX o
3EX 6
GEX 4]
S5EX 0
6EX 56

» Los resultados son la media de tres determina -
ciones
! LLa supresividad se midié en cruces con la raza
Sb-2. '
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2.5. - Estabilidad de las razas p— seleccionadas

2.5. 1.~ Reversién esponténea a o'

Todas las razas g~ seleccionadas han sido con-
servadas por resiembras periédicas en medio NG, aintervalos
de 15 dfas, incubzcién curante 24 horas a 282 y mantenimiento
a 62 hasta la préxima resiembra.

A lo largo de dos afios y cada Cuatro resiembras,
se ha investigado la presencia de reveriientes Q+ en dichos
cultivos, no habiéndose obtenido en ningln caso resultados
positivos. L.as razas ¢~ seleccionadas, BS- 2, Xp-3 y Xp-4
han mostradc por tantounareversidnnula, ¢ al menos no de-
tectable, en relacién con su caracter ¢~

2.5.2. - Reversién popr tratamientos con derivados de
acridina

Como compiemento de las experiencias anterio-
res, se realizaronotrasen las que se investigd la aparicién
de revertientes ¢, a partir de mutantes Q~ de distinta pro-
cedencia, sometidos atratamientos con derivados de acridina.

Se emplearcon ias rezas AX-10, AX-12, BS-2,
Xp-3 y Xp-4, que fueron sometidas a tratamientos con ana-
ranjado de acridina( 25, 50 y 100 ug/ mi jefiadido 2 cu!tivos
en medio ITquido NG. La investigacidon de revertientes Q en
muestras tomadas a las8, 15, 24, 40 y 48 horas de tratamiento,
dié resultados um.or‘mcmeme negativos

2.5.3. - Resistencia & la accidon del bromuro ce etidio

- - - © . I4
En experiencias anteriores puco observarseé como
el porcentaje de mutacionesg® obtenidas en tratamientos con
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bromuro de etidio es menor en aquelios casos en que la raza
o+ tratada presentaunalio porcentaje de células ¢~ en cultivos
estacionarios en medics con glucosa. Este hecho resulta es—-
pecialmente patente en la tabia 7, en la gue el procentajede
mutaciones @2 obtenidas es de4i, €enel caso de la raza X-3,
qgue muestra un 3% de células ¢~ en cultivos estacionarios, y
de 5 en el caso de laSb-2, cue muestra un 12% de células ¢~
en ias mismas condiciones.

De acuerdo con ello se pensd que la no convarsién
total de la estirpe o en 2 pudiera deberse al distinto com-
‘portamiento de las células ot vy Q-§, coexistentes en el cultivo
ot, frente al agente mutagénico empleado, en el sentidoc de-
que las mutacicnes o~ fuesen resistentes al mismo.

Para comprobar este extremo se monté una expe-
riencia en la que mutantes Q— esponténeos o inducides por
derivados de acridina fueron sometidos aun intenso tratamien
to con bromuro de etidio: 20ug/ml durante 48 horas.Las razas
o~ empleadas fueron la Xp-4 y la AX-10.

Despue’s del tratamiento, el cultivo se disemind
en medio NG aisléndose en cada caso once estirpes a partir
de otras colonias { 1Xp-4 a 11Xp-4y 1AX-10 a 11AX-10,res
prectivamente.)

L a supresividad de cada estirpe fué medida frente
a la raza SER-19 vy los resultados obtenidos se expresan en
la tabla 9. Estos resultados demuestran que, efectivamente,
tanto los mutantes espontanecs 9~ como los inducidos con de-
rivados de acridinano pierden la supresividad, si bien en el
caso de la raza Xp-4el valor de la misma disminuye en todos
los casos.

Estos resultados parecen confirmar la hipbtesis
antes sugerida.En cuanto a las causas que condicionan esta
resistencia, aunque su estudio hubiera sido muy interesante,
se salfa de los ITmites dé este trabajo, por lo que no ha sido
abordado. No obstante, algunas experiencias realizadas pa-
recen demostrar que esta resistencia se'transmite a la proge
hie por un mecanismo de herencia citoplasmética.
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Tabla 9. — Efectos de tratamientos con bromuro de etidio ( 20
pg/ml durante 48 horas ) sobre la supresividad de-
los mutantes g~ Xp-4 y AX-10. x

Estirpe Supresividad (%)
Xp-4 39
1Xp-4 16
ZXp-4 33
3Xp-4 19
4Xp-4 20
5Xp—é 21
EXp-b 24
TXp-4 21
EXn-4 26
IXp-4 25
10X p-4 32
11Xp-4 31
AX-~10 47
1AX=10 30
2AX~10 46
3AX-10 32
LAX-10 51
5AX-1C 51
B6AX~10 42
7AX~10 34
BAX-10 26
SAX~-10 50
10AX-10 32
11AX~10 40

» Los resultacos cbtenidos son la media de tres-
determinaciones. L& supresividad se determiné en cruces con

la raza SER-~19.
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3.- EFECTOS DE TRATAMIENTOS CON ANTI--
BIOTICOS QUE INHIBEN LA SINTESIS DE PRC
TEINAS EN RIBOSOMAS MITOCONDRIALES Y-
CITOPLASMATICOS SOBRE LA SUPRESiVIDAD
DE RAZAS ¢~

Uno de ios objetivos principales de este estudio so-
bre la supresivicaed de los mutantes ¢~ Ge S
tfa, comoc se expresé en el plan de trabajo, en iratar Jde descifrar
el mecanismo por el cue se lleva a caso este fendmenc,

0O

erevisias, Consis

Desde ias experiencias de Ephrussi et af { 1988) , -
parece demostrado que el ADN mitocondrial alterzdo, aportadc -
por la raza Q-, interfiere competitivamente con la replicacién cel
ADN mitocondrial aportads por |z raza ¢+. El fundamento de esia
interferencia viene atribuyéndose cemo ya se ha dichc a la répida
eliminacién de mitocondrias ¢V, debido al mayor nimero de unida
des de ADN mitocondrial gue poseen {0s mutantes Q= ¥ & Su mayor
vaiocidad de repiicacién, consecuencia un menor tamano moie-~
cular.

Serfa no obstante posible que fa citada interferencia
se ejerciera mediante proteinas difucities producidar en las ra-
zas 9~ v que de alguna menerz inhitiesen la replic acisn del ADN
mitocondrial o+; proteihas que pedrizn ser sintetizadus en los ni
bosomas mitocondriales o citopliasmétices de ias citacas razas.

Otra posibiiidad seria que ta repiicacién ael ADN mi
tocondrial gt estuviese re wlada negativamaente poer una proteins
de origen mitocondrial mien. "as que el ¢~ no respondiese a este
control.

Para verificar la primera de estas aiternativas se ~
plantearon unas experiencias en ias Gue s¢ detepminé ia supresi
vidad de razas o~ sometidas & tratamientos més ¢ meros profon -
gados, antes del cruce, con eritromicinay cloromiceiina, gque -
inhiben la sintesis de prote efnas de crigen mitocondrial y ciclohe.

ximida, que inhibe la si’ntvms de proteinas de origen citcplasma-
tico.

En cuanio a la segunda alternativa se verificd some
tiendo a las razas ¢t, antes y en el momento del cruce, a trata-
m|entos con eritromicina que al inhibir la sintesis de la supuesta
protema represora permitiria una replicacidn dei ADN mitocon-
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drial ¢t similar a la del ¢~

Para la realizacién de estas experiencias fué ne
cesaria laobtencibn de estirpes Q+ y ¢~ senciblesy resistentes
a la eritromicina yclecromicetina, a fin de que los citacos anti
bibdticos sélo tuviesen accidn scbre la raza deseada en cada
caso.

3.1.- Seleccién de razaso~y ot sensibles y resistentes
a la eritromicina y cioromicetina

3.1.1. - Seleccidn de razas censibles alacritromicina

Sellevd a cabo mediante la técnica descrita en

11.1 y empleando las razasX-1, X-2, X-3, Sb-1, Sb-2y Sb-3.
Se comprobd su crecimiento en medioNL.«con concentracicnes
de eritromicina de 0,1, 0,5, 1y 2mg/ml . Las lecturas se
efectuaron después de una incubacidn a 28°C de 4-7 dfas, con
siderindose como resistentes a cacda concentracién las razas
que daban un crecimiento positive. Los resultados de estas
experiencias se expresan en la tabla 10.

Como puede comprobarse, todas las razas ensa-
yadas fueron sensibles a la accién de la eritromicina a la con
centracidén de 2 mg/ml, por lc que fueron consideradas aptas
para ser empleadas en las experiencias que se describirén a
continuacién.

3.1.2.- Seleccion de razas sensibles a la cloromice-

tina

Se llevd a cabo como en el caso anterior, culti -
vando las razas X-1,X-2, X-3, Sb-1, Sb-2, y Sb-3 en medio
NL adicicnhado de cloromicetina a las concentraciones de 0. 1,
1, 2y 3 mg/ml. Los resultados se expresan en la tabla 11y
en ella puede verse cémo las razas de la serie S son todas
sensibles a concentracicnes de cloromicetina 2 mg/ml.
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Tabla 1C. - Crecimientn d= distintas razas Q+ en mecio NL a
dicichado d= eritromicina.

Raza Conhcentracion de eritromicina
(mg / ml)

0,1 G, 5 1 2
X-1 + + - -
X-2 + + + _
X-3 + + - -
Shbh-1 + + + -
Sb-2 + + + -
Sb-3 + + - -

Los signos + y - indican, respectivamente, cre-
cimiento o ausencia del mismo.

Tabla 11 .-Crecimiento de distintas razas o+ en medio NL
adicionado de cloromicetina.

Raza Concentraciédn de cloromicetina
(mg / ml)
X1 + + + -
X-2 + + + -
X -3 + + + -
 Sb-1 + + - -
Sb-2 + + - -
Sb-3 + + - -

Los signos + y —, respectivamente, incican cre
cimiento o ausencia del mismo.
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3.1.3.-Seleccibén de razas ot resistentes a la eritro-
micina

Se llevé acabo apartir de la raza Sbh-2 de acuerdo
con el procedimiento descrito en el apartadc correcpondiznte
(11.2). Mediante este procedimicnto se seleccicnaranun coniuants
ce 25 razes Gue crecizn normalmente en med.o NL < .'icionado
de 3 mg/ml de eritromicina ( razas SZR-1 a SER-25 ).

Con posteridad a esta primera seleccién sc com-
probd la resistencia al antibiético de las razas aisladis en medic
NL adicionado de 5mg / ml del antibiotico, bajo la formia de -
lactibionato de eritromicina. En tocos los casas s¢ puao ccin
probar la resistencia de las razas seleccionad.s.

Igualmente se determind lahatilicad de cruce fren
te a la raza X-3 de todas laz razas citacas, seleccionandose
la designada como SER~19paraexperienciesulteriores, debide
a que su capacidadde formaciin de cigctos fué la mas celevada.

3.1. 4.~ Seleccidn de razas ot resistentes a la cloro -
micetina

Se llevb a cabo por el mismo procedimiento indi-
cado anteriormente, selecciondncose en este caso 24 razas
cepaces de crecernormalmente en medios NL. con 3 mg / ml de
cloromicetina ( razas SCR-1 a SCR-24 ).

Como en el caso anterior se determind la habilidad
de cruce de las razas cbtenidas, seleccicnandose de acuerde
conh este carécter las designadas como SCR-2, 7, 9, 15, 18, -
20 y 24.

3.1.5. - Comrnrobacién de la sensibilidad de las razas

o™ a la epritromicina y clorcomicetina

La mutacién 9~ lleva consigo, normalmente, la pér-
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dida de la resistencia a los antibiéticos ensayados,{L innane
et al, 1968 ); Thomas and Wilkie (1968), Wilkie (1970) No
obstante, en principio sélo se consideraron como razas o~
sensibles las provenientes de o+ que ya lo eran. Una ulterior
comprobacién de la sensibilidad delas razaso—a emplear fué
Ilevada a cabo mediante cruces con razas ot sensibles y com
probacibén de la sensibilidad de los cigotos obtenidos.

L.as razas ensayadas fueronla AX-10 y la Xp-4.
Los cruces se efectuaronfrentealaraza Sb-2, sensible tan
to a la eritromicina como a la cloromicetina, y los resulta -
dos obtenidos confirmaron ia sensibilidad de ambas razas a
los dos antibibticos.

3.1.6.- Seleccidn de razas o— resistentes a la eri —
tromicina y cloromicetina

Se tratd de conseguir, determinando la capacidad
de crecimiento en medio NL. , adicionado de eritromicina o
cloromicetina, de los cigotos obtenidos en cruces de las ra-
zas @~ de que se disponfa con razas Q7 sensibles a la eritro
micina y cloromicetina. A pesar del gran ndmero de razas
ensayadas, en ningun caso pudo demostrarse crecimiento de
los cigotos obtenidos en el medio citado, por lo queno ha sido
posible el empleo de unarazaQ~ resistente a los citados an-
tibidticos.

3.2.- Supresividad de razas p- cultivadas vy cruzadas
en presencia y ausernicia de epitromicina

Las razas Q~AX-10y Xp-4se cultivaron durante
48 horas en medio NG con 3 mg/mi de eritromicina. Al cabo
de este tiempo se voivieron a sembrar en ei mismo medio, cul
tivandose durante 48 horas antes de proceder a la recogida
de células para efectuar los cruces.Estosselilevarona cabo
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por el procedimiento ordinario, en unos casos, y en otros
afladiendo al medio de conjugaciénla misma cantidad de eri-
tremicina ( 3 mg / ml ). Los cruces se efectuaron en todcs
los casos frente a la raza SER-15, resistente a la eritro-
micina, para descartar cualquier efecto que el antibidtico
pudiese tener sobre la raza Q+. Los valores de la supresi-
vidad se determinarcon por el procedimiento ordinario, utili
zando en unos casos medio ML .G para determinar la propor-
cién de cigotos 0~ y en otros medio MLG con 3 mg / ml de
eritremicina. Los resultados cbtenidos se expresan en la
tabla 12. Dichos resultacoes indican que los tratamientos con
eritromicina de la raza g~, en cualquiera de las condiciones
encayadas, no afectan apreciablemente los valores de la
suprcsividad.

3. 3. - Supresividadde razas o~ cultivaces en preseri—
cia y «Usencia de cloromicetina

A diferencia del caso anterior, en éste se pres
cindid de utilizar la cloromicetina en el medio de conjugacién
vy en el medio empleado para el crccimiento de Ics cicotos.
Por 1o demds las experiencics se realizaroniguclmente so-
bre las razas AX-10 y Xp-4, cultivadas en medio NG afi3
dido de cloromicetina ( 3 mg / ml }.Como en el casc enterior
las razas o~ se sometieron a dos pases sucecivos de 43
hcras en el medio citado antes de recoger |as células y e~
fectuar los cruces frentealarazaSER-19. Los recultados
obtenidos en estas experiencias fueron los siguientes:

-- Supresividad de la raza Xp-4 cultivada en medioNG. . .30 %

—~Supresividadde la razaXp-4 cultivadiaen presencia Jde clo
romicetina ... 38,5%

——Supresividad de la razaAX-10 cultivada en medioNG.. 43 %

—-Supresividad de la razaAX-10 cultivade an presencia da -
cloromicetina ...51%.

Como en laexperianciaanterior los tratamien—
tos con cloromicetina sobre razos g=no parccentener efecto
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sobre la supresividad de la misma.

3. 4. - Supresividad de una raza o~ cultivada en pre-
sencia y ausencia de cicloheximida .

La raza 9~ AX-10 se incubé en medio NG IT-
duido durante 14 horas al cabo de las cuales las céluleas
crecidas se recogieron por centrifugacién y se resuspen-
dieron en un volumen igual de medio NG al que se afiadié
cicloheximida hasta una concentracidn de 20 ng / ml, rea
nuddndose la incubacién durante ctras 24 horas. Transcu-
rrido este tiempo, se recogieron las células por centrifu
gacién, y se lavaron y resuspendieron en solucién salina,
para a continuacién efectuar los cruces correspondientes
frente a la raza SER-19. EI valor de la supresividad obte-
nida en el caso de cultivos realizados en presencia de ci
cloheximida fué del 49%, no presentando, por tanto,diferencia
apreciable sobre la supresividad normal de la raza AX-~10
(48% ). '

3.5. - Supresividad de una raza o~ frente a una raza
ot cultivada o nd en presencia de eritromicina

Como se dijo al principio,esta experiencia tuvo
por objeto comprobarla posible existencia de una protelfna
represora denaturaleza mitocondrial que contrclara la re-
plicacién del ADN Q+. Caso de ser cierta esta suposicibn,
la inhibicién de sthtesis de protelnas mitocondriales por
la eritromicina haria que desapareciese el citado control y
por tanto que las unidades de ADN mitocondrial Qt se mul-
tiplicasen a igual ritmo que las del 9~ con lo que en defini

_tiva la supresividad de la raza o~ ensayada deberfa dismi-
nuir.

Se utilizé la raza 9" Sb-2 y los tratamientos
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con eritromicina se aplicaron segin las tres variantes si-
guientes:

a) Cultivo de la raza Sb-2 durante 24 horas en medio NG
con eritromicina a la concentracién de 3 mg / ml.

b) 1déntico al anterior, pero en este caso también se afadid
eritromicina a igual concentracidén en el momentc del cru-
ce.

c) La razaSb-2 fué cultivada durante 24 horas en medio NG
con eritromicina { 3 mg / ml ), seguido de resiembra en el
mismo medio durante otras 24 horas.

La raza o~ cuya supresividadse determiné fren
te a la Sb~2 cultivadancrmaclmente y trataca con eritromi-
cina fué la AX-10. Los resultados se exponen en la tabla
13, e indican que en las condiciones ensayadacs los trata-
mientos sobre la raza ot no afectan la supresividad ce |a
raza @7, ya que el aumento en el casoen que se somete lara
za gt adoscultivos sucesivos en presencia de eritromicina
no puedce ser tomado en consideracidén puesto que probeble-
mente se debe al aumento en la prcporcién de mutantes Q~
esponténeos en los cultivos de la raza Q'*', de acuerdo con
lo que se expondré en el capitulo sicuiente.
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Tabla 13. ~ Valores de la supresividad de la raza AX-10
en cruces con la raza Sbh-2 cultivaday cruza-
da en ausencia y presencia de eritromicina. x

Tratamientos células o~ presentes en Supresivi_

razas Sb-2 los cultives gt dad de la
(%) raza AX-10

(%)

ninguno . 20 56

eritromicina (24 horas) 20 56

idem, més eritromicina _

en el medio de conjuga- 21 57

cibén

ninguno ( des cultivos- o
sucesivos de 24 horas en 29 , . ‘83
medio NG )

eritromicina, a lo largo-
de dos cultivos sucesivos 43 78
de 24 horas, en medio NG

% Los resultados son la media de tres de-
terminaciones.
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4 .-INFLUENCIA DE LAS RAZAS o7 EMPLEADAS
Y DE LAS CONDICIONES EN QUE SE EFECTUAN

LOS CRUCES SOBRE LA SUPRESIVIDAD DE LAS
RAZAS o~

Todas las expericncias planteadds hasta el momcnto,
en crdena descifrar el mecanismo de la supresividad, se llevaron
a ceho, como queda expuesto, utilizando razas g-y @ determinadas
en caca casc, pero enocasiones, deunas experienciasa otras, se
utilizaron razas ¢ distintas para ccmprcbar la sunresividad de
una misma @~ o bién, aln utilizindo la misma raza Q*, las condi-
cioncs fisioldgicas de ésta, asf comc las condiciones del cruce,
pudiercn szer diferentes, yva que no se controlaron de una manera
estricta las condicicnes de cultive de las citadas razas, ni tam
poco el ndmero abscluto y relativo de céluias g—usadas en el cruce.

Un examen glcbal de los resultados cbtenicos en las
experiencias expuectas hasta ahora, llevé a la conclusién de que
la supresividad ce una determinada razag— calculada por la fo’r_
mula ce Sherman y Ephrusi { 1962 ) arrojaba cifras basiante cis-
parcs, segin el tipo de raza Q+ frente a la gue se determinaba.
Esto fué especialmente aparente en el caso de aquellas razas ¢~
més frecuentemente usadas: AX-10y Xnd, loque llevd a pensar que
la supresividad de una raza ¢7, en lugar de ser una cualidad in-
trfnseca e Inalterable de la misma, tal comc se venfa admitiendo,
pudiera estar condicionada por las caracter{sticas ce la raza Q+
empleaca y las condiciones fisiolécicas de ésta.

Para confirmar estaicea se dctermind la supresividad
de la raza ¢~ frente a distintas g+, asl como la posible variacidn
de la misma en distintas condiciones de cruce. Lc¢s resultados ob-
tenidos han confirmado plenemente la idea de que el valor de la
supresividad de una determinaca razaQ™ no €s una constante, sino
que varfa en funcién de una serie de factores dependientes, fun -
damentalmente, de la raza.gt. ' '
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4.1.- Variacién de la supresividad de razas 9~ en Cruces con

)

ciferentes ot

La comprobacién de este extremo se llevd a cabo dete
minando el poder supresor de la raza AX-1J frente a las razas Q+:
Sh-2, SER-19, F1.14 y F1.27, ydelaXp-4frentcalas razas Sh-2
y SER-19. Las razas Q"' fuercn todas ellas a, 3931’ u“_:z, y les Q—,

a, tri his

—_1? —3°

Los resultados obtenidos se exponen en la tabla 14y

demuestran que, efectivamente, la supresividadde las razas encayauas

varfa, ¢n ocasiones enormemente, segln la raza ot empleada en s.

d=terminacién.

Tabla 14. - Variacién en el valor de la supresividad de razas Q~ de

acuerdo con la raza ¢+ con la que se cruza. %

Razas Q- Razas Qt Supresividad -
(%)

AX-10 Sb-2 54

AX-10 SER-19 48

AX-10 F1.14 33

AX-10 F1.27 21

Xp-4 Sb-2 64

Xp-4 - SER-19 38

* L_os resultados son la media de tres determinaciones.

81



4, 2. - Variacién de la supresividad de una raza ¢- seadn las

condiciones fisiclégices de las razas o+ con les que se oruza

Esta experienciatuvopor okjeto comprokar si, ain en
relacién conuna misma raza o, los valores de |2 supresividad de
una determinada raza ¢— se afectan por las condicicnzs de la raza
Q+. .

Para ello, se planed una experiencia en la que la raza
AX-10 se cruzd con las razas SER-19, F1.14 y F1.27 gue hablan
sidecobtenidas en medics con lactato comd dnica fuente ce carb:no
y que por tanto debfan poseer caracter(sticas fisivlégicas total -
mente disintas a cuando se cultivan en medios con glucosa.

Los resultados cobtenidos se exponen en la tabla15 .
Junto con los correspondientes de la experiencia antcrior y el por
centaje de mutantes esponténeos que mostraron las razcs ot en los
dos tipes de medics ponen de manifiestc como efectivamente, la
supresividad de la raza AX-1C se vé profundamente afectadz por
la modalidad de cultivo de la raza g*.

Tabla 15. - Variacién en el valor de la supresividad deuna raza Q-
de acuerdo con la fuente de carbonc del medio empleaco
para cultivar las razas oT con las que se cruza. %

Raza g+ Fuente de carbono % celulas o~ Supresi-
en el cultivo vidad ra-
ot za AX-1C
(%)
SER-19 gluccsa 17 48
SER-19 lactato 3 8
F1.14 glucosa 7 33
F1.14 lactato 4 12,5
F1.27 glucosa 2 21
F1.27 lactato 2 1

% Los pesultados son la media ce tres determinaciones,
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4.3. - Variacién de la supresividad en funcidn de las condicio
nes en que se llevan a cabo los cruces

De acuerdo con la biblicgrafia existente sobre el tema,
todos los cruces efectuadcs para deierminar la supresividad se -
llevaron a cabo, comc quedé expuesio en ""Material y Meiodos", po

niendo doble cantidad de células ¢ cue ce células a.

A la hora de determinar los factores que afecian la su-
presividad de unaraza ¢, se pen<d cue quizés la progorcién de céiulas
a/a presentes en el cruce fuera uno de tales factores.

Para comprobar eczte extremo se plantearon una seris
de experiencias en tudas las cuales se cruzé la raza SER-19 ( g, o,
nds.,], lis,) con la AX-10 (¢, 97, t_r~i1, his3 ), pero varianco en ca
da caso ef cociente a/n.

En cads experiencia en particular se detarmind la su-
presividad de la raza ¢-.

Los resultados se exponen en la tabla 16, junto conlos
valores que expresan el rendimientc en cicotcs totalesy Q"'del cruce,
con respectd al nimero total de células (2) ¢t. De esios datos re
deduce que efectivamente la proporcién de células a/ua influye en la
supresividad de la raza o- (a).

4.4, - Variacibn en el veicr de la supresividad de una raza n-—
de acueprdo con |2 croporcién de céiulas o— presentes en los culti —
vos de células ¢+

Las experiencias rezzfiadas enlos apartados anteriores
indican que la supresiviczddeuna razao-, calculada por la férmula
de Sherman y Ephrusi ( 1962 ), ro puede ser considerada como un
caricter constante de la misma, sinc que depende en alto grado de
la raza Q"' utilizaday de las condiciones en que éste se efectGa. Dado
Gue, con alguna excepcidn, las veriaciories de la supresividad de las
razas @~ coincidzn convalcres distintos en el porcentaje de célules
Q- presentcs en les cultivos de la ¢+ con la que se cruza § del
ndmero relativo de células ¢~ ce los tipos (a) y (a) presentes, se
pensd quelavariacidn delasupresividadpodrla acentuarse aumenten
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do artificialmente la proporcién de células Q™ en las suspensiones
de células o7

Para comprobar este extremo se plantearon una serie
de experiencias en las cuales se midié la supresividad de la raza
AX-10 en cruces con suspensiones delas razas gt SER-19 y F1.27
cuya proporcién de céiulas o= se elevbé artificialmente hasta un
porcentaje del 26,7 y 7,5 respectivamente.

Para conseguir este aumento se aislaron previamente
mutantes Q~ esponténeos de las dos razas empleadas. Las dos razas
o~ aisladas se cultivaron y recogieron en idénticas condiciones que
las razas o+ madres correspondientes. Las suspensiones obtenidas
se afiadieron inmediatamente antes del cruce a las de las razas Q™,
en cantidades adecuadas para conseguir un aumento de células g~
hasta los ITmites antes indicados, y a continuacién se efectuaron
los cruces con la raza AX~10 por la técnica acostumbrada.

Dado que, segin qued5 demostrado, |afuente de carbono
empleada en los medios donde se cultiva la raza Q+ influye decisi-
vamente en la supresividad de la raza g-, se efectuaron paralela-
mente dos experiencias, unaenlaque las razas @ fueron cultivadas
en medios con glucosa y otra en la que se cultivaron en medios con
lactato.

Los resultados se exponen en las tablas 17y 18 y en
las figuras 1 y 2, y demuestran que los valores de la supresividad
varfan enormemente conforme varia la proporcién de células g~
presentes en las suspensiones Qﬂ". Es de hacer notar que, segin
se trate de una u otra raza o+, las variaciones obtenidas son muy
distintas para incrementos iguales en la proporcién de células o=

4.5. - Determinacién de la habilidad de cruce entre razas g%
Q-y Q2

LLa experiencia anterior demuestra claramente que la
proporcién de células o~ presentes en los. cultivos o suspensiones
de la raza Q"” influye de una manera radical sobre la supresividad
de una determinada raza @~. Este hecho induce a pensar que, in-
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Tabla 16. - Variacién en el valor de la supresividad de una raza @~
(o ), asl como en el rendimiento ce cigotos totales y Q-
de acuerdo con laproporcidén de células ay a empleadas
en el cruce. x &

N¢ total NZ©@ total a / a cigotos totales cigotos o+ Supresivi-

células células frente a o+ (c) frente ag+ dad de la -
(a) (a) (%0 ) (a) (%0) raza (a)(%)

6 4

2 x 10 4x10° 50 2,72 1 60

2x10%  4x10% s 12, 4 4,3 53

2x10% 4x10® 0,5 34,8 14,8 47

2x 108 4x10?7 0,05 7,7 2,9 53

2x10%  4x108 0,005 5,5 1,9 o

2x10% 8x10% 90,0025 5,1 1,5 63

% Raza a : SER-19, o+, con un 17% de células o~
Raza o : AX-10, Q7
L Los resultades son la media de tres determinaciones

Tabla 17. - VVariacién en el valor de la supresividad de una raza Q~
(a) cuando se incrementa artificialmente la proporcién de
células @ - (2),en las suspensiones de células o+ (a) -ob-

tenidas en medios con lactato- con las cue se cruza.

Raza ¢ (a) Razas gt(a) células g- en los Supresividad
cultivos o+ ( % ) (%)
AX-10 SER-19 17 48
" " 19,7 57,6
" n 22, 2 61, 4
" n . 24,5 66,9
n " 26, 7 70
n F1.27 2 21
" " 3, 44 45
1" " 4,8 51,7
1] " 6, 2 : 58, 4
n "o ' 7,5 67

% Los resultados obtenidos son la media de tres deter-
minaciones. '
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Tabla 18 .- Variacién en el valor de la supresividad de una raza ¢~
() cuando se incrementa artificialmente la pronorcidn
o—(a) en las suspensicnes de células ¢+ (a) -obtenid=s
en medios con lactatc- con las gue se cruza . %

Raza 9~ (a) Razas ¢+ (a) células o~ en los Supresividad
cultivos o+ (%) (%)
AX~10 SER-19 3 o
L " 19, 1 21,6
" " 30, 7 32,2
" " 39, 3 50, 6
" " 46, 1 64, 7
" F1.27 2 1
T " 13,8 2
" " 22, 4 43, 4
" ) 1 29, 4 49
" " 35,3 53,3

% Los resultados son la media de tres determinaciones

dependientemente de la supresividad real de una dcterminada raza 9~
los valores de la misma calculados por la técnica orcinaria, deden
presentar un error por excesc, mayor o menor segdn la proporcion
de células Q~ presentes en cultivos estables de la raza o+,0 lo que es-

lo mismo decir, seglin sea menor 0 mayor la estabilidad de la raza Q

L a fdrmula de Shermany Ephrusi ( 1962 ) tiene en cuenta
este hecho y aplica el factor de correcidn correspondiente, pero parte
de la base de que la habilidad de cruce entre Q+xQ™ v Q “xQ~ es la
misma. Dado que su aplicacién d& los resultados tan discordantes
antes expuestos, hubo que pensar Jue este supuesto de partida no es
cierto, sino que dicha habilidad de cruce debe ser forzosamente dis-

tinta.

Para comprobar este extremo se llevaron a cabo uha
nC
serie de cruces entre celulas otxQ+; ¢ XQ ; Q x\g ;Y 02xQ¢€ ,en los



que se determind el rendimiento en cigotos de los cruces frente al
ndmero maximo posible. El rendimientc en cigotcs de lzs razas
madre ¢t, Sb-2 y X-3 se tomb como unidad de referencia para cal
cular el ndice de habilidad de cruce. B

L.os resultados cbtenidos se expresan en la tabla 19,
e indican que efectivamente la habilidad de cruce entre células ¢~
xQ0~, Q~XQ2 Yy Q2xQ¢ es superior a la de células gtxe™.

Tabla 19. - Estudio de la habilidadde cruce entre rezas de levadura
diferentes en relacién ccn las caracteristicas de su fac
tor Q. *

Razas cruzadas N¢ célutas cigotos obtenidos fndice habili-
cruzadas sobre el n@ méxi- dad de cruce
mo posible ( % )

+(; +

(st)a_)zqux(_c;)) 4.107x3,8..107 0,13 1

+ +

%s:i)s: ;Z_go;) 38.107x3,8. 107 0, 14 1,1
+ —

Q"le) x o7la) 54 107 4 3,8, 107 1,3 5,9

(Sh-3 x AX-10)

+

ot (a) x o-(a) 4 7 7

.107 x4. 10 0, 59 4,5
(SER-19 x AX-10) B % ! !
q”(a) x ¢7(a) 4.107 x 3,8.107 0,96 . 7,3
(Sb-2p3 x AX-10) = X% ’ ’
q~(a) x @2 (a) 4,107 x 4.107 0, 78 6
(Sb=2p3 x Xp-2) )
02(a) x o2(a) g.10% x 4. 107 0, 56 4,3

(Sh-2p1 x Xp=-2)

% Los resultados obtenidos son la media de tres deter

minaciones.
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Figura. 1. -

variacidén eh el valor de la supresividad de una raza
Q- (¢) cuando se incrementa artificialmente la propor
cidn de células ¢~ (a),en las suspensicnes gt+(a) -ob-
tenidas en medios con lactato- con las que se cruza.
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Variacién en el valor de la supresividad de una raza
o—(a) cuando se incrementa artificialmente la propor-
cién g—(a) en las suspensiones de células ot{a) —obte
nidas en medios con lactato- con las que se cruza.
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4. 6. -Efectos de sobrenadsantes procedentes de cruces otxp” v
0= x 0~ sobre el rendimiento en cigctos o= de cruces 0 xnt

Tal como se expondré mis detalladamente enla Discusién,
se tratd de establecer una férmula que teniendo en cuentala proporcién
de células g~ de los cultivos Q"" empleados en el cruce, acsl como la
distinta habilidad de cruce entre células otxo' y 0~x¢™, permitiera
calcular la supresividadreal deunarazag~. Como podré verse estos
intentos fracasarcn, porlogue hubo que pensar que edn consideranco
la supresividad frente a una determinada raza ot, en el valor de la
misma deberlan influir oircs factores no conirolades. ' '

Entre estcs factores se pensé aue cuizas pudieran influir
factores sclubles segregados en el momento del cruce por las células
o~ Gue favoreciesen o inhibiesen crucesultericres entre Q+XQ+ éo—xQ~

Para comprebar si efectivamente existfan estos factores
se plantearon y flevarcn a efecto una serie de experiencias encami-
nacas a poner de menifiesto si un cruce gtxet 6 gtxq?, realizado en
medio de conjugacidén en el que previamente se habla realizado un cru
ce otxq~ 6 @™x¢”, presentzbaunincremento en el ndmero rclative de
cigotos o~.

La realizacién de estas experiencias, asl comc lcs re-
sultados cbtenidos, en detalle, fué como sigue:

a) Estudio del efecto de scbrenadantes procecdentes de cruces Q+>(Q

y 0~xQ~ sobre un cruce gtxq’.

Se realizaron en el primer caso cuatro cruces prelimi -
nares y en el segundo tres, recogi€ndose los sobrenadantes, despuds
de transcurpidas las cinco horas necesarias para los cruces, por
centrifugacidn durante 20 minutcs a 1. 700 xg.

De estos sobrenadantes uno se sometidé a calentamiento a
60°C durante 15 minutos, otro se filtrd por Millipore (poro de 0, 45 )
y finalmente, otrose filtrd per Millipore y posteriormente se calentd
el micmo tiempo y & la misma.temperatura.

Inmadiatamente se procedib a realizar los cruces Q+xQ+
en estos sobrenadantes y en medio de conjugacibn fresco.

Las razas emrpleacas fueron:



para los cruces preliminares :
ot (a) : SER-19
0- (a) : Sb-2p3
0- (a) : AX-10

para los segundos cruces:
ot (a) : SER-19
ot (a) : X-3

Les resultades de ectas experiencias se don en las ta
blas 20y 21.

Tabla 20 . - Efeciode sobrenadantes procedentes dz crucss ot(a) x
u~(2), subre la eficacia de un cruce gt(a) x ¢ (a) y su
rendimiento en ciguios ¢~.

Medio en que se realiza Eficacia del cruce cigutos Q-
el cruce ¢ (a) x ¢~ () (%o) + (%)
Medio de conjugacidn fresco 2,5 2

Scbrenadante recogido por

; , 3,4 39
centrifucacién
Sobrcnadante recogido por 0
i ) )7 2,4
centrifugicién y calentado
Sobrenadante recegido por 1.¢ 5.2
. . . ? o ?
centrifugacién y filtrado
Sobreonadonte recegido por
centrifugacidn, filtrado y- 1,25 2,5

calentado

» LLos rcsultados son |a media de tres determinaciones
$ Laeficacia del cruce se expresa en % de cidotos to-
tales frente al némero méximo posible.
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Tabla 21. - Efectos de scbrenadantes procedentes de crucss o—(a)
X Q7(a) sobre la eficacia de un cruce g7(a) x ¢~/a) y su
rendimiento en cigotos ¢~. %

Medic eén que se realizb Eficacia del cruce cigsics 57
el cruce g*(a) x o™ (a) (%) + (%)
Medio de conjugacibén fresco 2,5 2

Sobrenadante recogido por 5 '” o
’ 3

centrifugacién
Sobrenadante recogido por 4.5 38
centrifugacién y filtrado ! ’
Sobrenadant ido

r nte reccgi por 3,7 4,3

centrifugacibén y calentado

% LLos resultados son lamedia de tres determinaciones
1 La eficacia del cruce se expresa en %, de cigotos
totales frente al nGmero méximo posible.

b) Tambien se estudié como se vela afectadala proporcidn de cigotos
Q™ en un cruce Q"'(a) x Q2 (c), cuando éste se rcalizaba en un so-
brenadante prccedente de un cruce Q+ (a) x o~ (a).

Las experiencias al respecto se llevaron a cabo como
en el apartado a), peropuestoque ya se habla visto en esas expe-
riencias que el someter el sobrenadante a calentamiento hacfa desa
parecer el efecto en estudio, se prescindié de esta variante.

Las razas empleadas fueron:
para los cruces preliminares:

Q‘*‘.(a) : SER-19
o—(a) : AX-10

paria los segundos cruces:
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ot(a) : SER-19
e2(a) : Xp-2

L.os resultacdos se dan fen la tabla 22

Tabla 22 . - Efectos de sobrenadahtes procedentes de cruces gt
(a) x o~(a) sobre la eficacia ce un cruce ot(a) x ¢©
(a) y su rendimiento en cigotos Q7. *

Medio en cue se realizd Eficacia;f del cruce cigotos Q-
el cruce ot(a) x 02 (a) (%,) + (%)
Medio de conjugacidén fresco 4,5 27

Sobrenadante recogido por
centrifugacién 4,5 48
Sobrenadante recogido por

1,5
centrifugacibén y filtrado ’ 34

» Los resultados son la media de tres determinacio
nes.

4 L_a eficacia del cruce se expresa en %,de cigotos
totales frente al nidmero méximo posible.

c) A la vista de los resultados anteriores se pensé que el efecto
que ejercian estos sobrenadantes podrla deberse a alguna proteina,
termol &bil, sintetizada en ribosomas mitccondriales, o citoplas -
méticos, durante el cruce preliminar.

Si esto era asf, deherfla de haber un efecto inhibito
rio en su sintesis cuzndo los cruces ce realizaran ¢n presencia
de eritromicina o cicloheximida, respectivamente.

Con el fin de aclarar esta hipStesis se realizaron
cruces Q+ (a) x Q+ () en sobrenadantes procedentes de cruces
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(a) x @~ (a) efectuados en presencia de uno y otro antibioticos,
a concentraciones, respectlvamente, deng/ ml y 20 ng / mi, vy
recogidos por centrifugacién, sin ningdn otro tratamiento.

Las razas empleadas, igual que en Ics tratamientos
anteriores, fuercon:

para los cruces preliminares:

Q+ (a) : SER-19
o~ (a) : AX-10

para los segundos :
ot (a) : SER-19
ot {a) : X~

L os resultadcs se dan en la tabla 23.

En todos los cruces llevades a cabo en este capltulo
se introdujo una modificacién en el medio de conjugacién, consis-
tente en poner una concentracién de glucosa del 1% en lucar del
5%, a fin de favorecer la centrifugacién y filtracién.

En todos los casos, en los que luos segundos cruces
se rezalizaron en scbrenadantes sin scmeter a filtracién se lleva-
ron a cabo controles del ndmero de células ay a y de cigotos re
siduzles en dichos sobrenadantes con el fin de evitar —
posibles errores, cdcbidos a su presencia, e los recultades fi-
nales. Lc3 recultades obtenidos, ¢h todos los casos, indicaron -
que las celules presentes no aportaban error apreciable.
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Tabla 23. - Efecto de sobrenadantes procedentes de cruces ot
(2) x 0~(a), efectuados en presencia de antibiéticos,
sobre la eficacia de un cruce ¢eH(a) x Q"'(a)y su ren

dimiento en cigotos 07 . %

Medio on que se realizd Eficacia dal cruce cigotes
el cruce g*(a) x ¢t (a) (%o ) + %)
Medio de conjugacién fresco 2,5 2
Sobrenadante recogido po

; ' gido por 3,4 39
centrifugacidon
Scobrenadante recogido por
centrifugacién. Cruce rea 1,3 7
lizado en presencia de eri-
tromicina
Schrenadante recogido por
centrifugacién. Cruce rea 1,5 8,5

lizado en presencia de ci-
cloheximidz

» Los resultados obtenidcs son la media de tres -

determinaciones.

4 L a eficacia del cruce se expresa en %pde cigotos
tetales frente al nidmero miximo posible.
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5. - COMPROTAMIENTO DE RAZAS HAPLCIDES
of PROCEDENTES DE CIGOTOS OBTENIDOS EN
CRUCES DE RAZAS ot v o~

En estos estudios se comprobd si la progenie heploi
de Q+ procedente de un cigoto cbtenido a partir deuna razahaploi de
Q+ y otra Q~ conservaba las mismas caracteristicas que la raza
madre utilizada en el cruce, en lo referente a su estabilicad y a
su co.mportamiento en cruces ccon la misma raza Q™.

En definitiva estas experiencias tuvieron por objeto
determinar si los cigotos cue habfan conservado su caracter g7
a pesar del poder supresordelaraza Q- utilizada ensu obtencién,
transmitian a su progenie haplcide una mayor capacidad de re-
sistencia frente al poder supresor de la misma raza Q™, de una
parte, y de otraunamaycr estabilidad, entendiendo por tal, como
ya se ha dicho, la disminucién de la frecuencia de la aparicién
de mutaciones Q~ esponténeas.

La experienciase plénteé de acuerdo con el esquema
1, y como pucde verse, se determind la frecuencia de mutacién
-y la resistencia a la supresividad frente a la raza de origen
Q—, de dos generaciones de razas haploides ot.



Generacién P

vy
@ : o ) NEEEER
| Seoe0oc
& : ot (a)

s ot (aw)

Escuema 1

Frecucncia de mutacién g =
Resistencia supresividad

Generacion F1

Frecuencia de mutacién o ~
Resistencia supresividad

Genz=racion F2

Frecuencia de mutacidén g =

Fesistencia supresividad




Las razas haploides de partida fueron la AX-10
('Q:‘, a, trig, _I‘LSB) y la SER-19 ( q%, a, ade,, lisg); esta
altima conuna frecuencia de mutacidén esponténea a 0~ de 64x

10“3yuna resistenciaala supresividad de la raza AX-10 del
529,.

El cruce serealizd por el procedimiento ordinario,
selectonandose los cigotos Q“‘” prototrcfes en medio M. A partip
deun cigoto escogido al azar se octuve el cultivo correspon -
diente que se hizo esporuler de lz forma acostumbraca para
obtener una imacsa elevada de ascosporas.

Dado quepara realizarlaexperiencia, de ac.erdo
con el esquema previsto, las razashaploides F 1 debfan poseer
las misinas caracteristicas y el mismo sexo que la raza Q+ de
partida, se llevd a cabo un proceso de seleccién que comprendid
las siguientes ctapas:

a) Diseminacién directa de la suspensién de as-
cosporas en medio ML, ade+, lis+,

b) Siembra de las razas procedentes de las colo
nias seleccionadas en medio MG, list, y MG, adet. Se dese-
charon todas aguellas que mostraron crecimiento en los dos
medios (prototrofas)oen uno de ellos ( adey y lisy, respec-
tivamente ). '

c) Cruce con la raza X3 (a, tri,, his )y dise -
minacién en medio ML.. Las razas que dieron lugar a cigotos
prototrofos se seleccionaron definitivamente como o', &, adeq,
lisg. .

En la experiencia.que se describe se seleccio-
naron en la etapa a ) 125 razas procedentes de otras tantas
ascosporas, que se designaron como F1.1aF1.125. De es-
tas 125 razas sélo se seleccionaron 12 en la etapa b ) como
Q"} ade, lisg;y, finalmente, en laetapa c) seidentificaron co-
moE’F: a, adet, lisg, las designadas F1.1, F1.12, Fi.14, -
F1.27, F1.28, F1.122, F1.123, F1. 125.

- A’cada una de las razas citadas se {e determind
la frecuencia de mutacién esponténea por el método de Ogur
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et al. (1959), asl como el procontaje de cé'ulas con def ciencia
respiratoria en cultivos estacionarics en med;o NG.

L.os resultados encontradcs se exnresan en {a tabla
24 y muestran cémo, salvo cn el caso de la raza F1. 23, laes~
tabilidad de las razas scleccionadas fué sensitlemente mayor que
la de la raza madre SER-19.

Tabla 24 .- Estabilidadde las razashaploides ¢t a,(generacidn
F1), procedentes de cigotos obtenidos en un cruce
et (a)x o= (a) x

Frecuencia de mu-~ ~ células ¢~ en
Raza taciones Q- (xl03) cultivos esta-
cionarios enNG
(%)
SER-19 64 17%
F1.1 16 8%
F1.12 - 50 1%
F1.14 28 5%
F1.28 1C3 18%
F1.122 23 8%
F1.123 12 12%
F1.125 16 2%

% Los resultados scn la media de tres determinaciones

Igualmente se determind la supresividad de la raza
AX-10frente a las ocho razas seleccionadas. Los resultados
encontrados se expresan en la tabla 25 como resistencia a la

supresividad y muestran que todas las razas, sin' excepcién-
fueron m#s resistentes al poder supresor de la raza empleada

que la raza madre SER-19.
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Tabla 25 .- Resistencia de las rzzas nanloides ( generacidn
F 1), procedsntes de cigotos obtenidos en un
cruce ¢tE)x of,) a la supresividad de 'a paza

AX=10
Resistencia a la suoresivi
Rzza —
_ dad »x
SER-19 52%
F1.1 , 79%
F1.12 77 %
F1.14 €5 %
F1.27 93%
F1.28 70%
F1.122 £2%
F1.123 83%
F1.125 100%

»% L Os resultades son la media de tres determinacio
nes.
#x Resistencia a la supresividad : 100-(S % e la raza
AX-10). .

En lasegunda etapa de la experiencia las razas de
partida fueron la F—'1.27(Q+, a, adeq, lisy ) v la misma AX-10
(Q7,a,triq, his3 ) usada anteriormente. Los procedimientos
empleados en la obtencidén y seleccién de las razas F2 ( Q+,a.,
ade ., lis_ ) fueron los mismcs descritos anteriormente; en este
Z;;c’, de 100 razas seleccionadasen la etapa a ) sélo reunieron
las condiciones requeridas sicte de ellas; las designadas F2, 33
F2.45, F2.46, F2.47, F2.00, F2.78, F2.76S.

Como en el caso anterior a cada una de las razas
citadas sele determiné la frccuencia de mutaciény el porcentaje
de células g~ en cultivos estacionarios,asi como su resistencia
al poder supresor de la raza madre AX-10.
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Los resuitados obtenidos se muestran respectiva
mente, en las tablas 26 y 27, e indican un nociable y uniforme
aumento de la estabiiidaddeias razas ensayadas, as{ como de
su resistenciaaiasupr-esividad, con respectoa la raze madre.

Tabia 26. - Estabilidad de ias razas hapicides 0" {a) { genera -
cién FZ } procedentes de cigotos obtenidos en cru—
ces ot (a) x 0~ {a}. =

Frecuencia de células g- en cul
Raza mutacién @~ (x105) tivos estaciona -~
rios en NG { % }

SER-19 64 17%
F1.27 2 0,6%
F2.33 10 7%
F2.45 8 29,
F2.46 6 3%
F2.47 S 3%
F2.60 2 1%
F2.78 5 3%
F2.72 2 2%
* L.os resultados son la media de tres determina

ciones.
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Tabla 27. - Resistencia de las razas haploides ( generacidn
F2 ) procedentes de cigotos obtenidos en cruces
ot (a) x ¢~ (a) al poder supresor cde la raza o~

AX=-10 . %
Raza Resistencia a la supresividad
*
SER-19 529
F1.27 93 %
F2.33 39%
F2.45 87%
F2.46 : ' 80%
F2.47 1009
F2.60 97%
F2.78 87%
F2.79 85%

% L.os resultadcs son la media de tres determi-
naciones.
‘ » % Resistencia a la supresividad : 100-6% de
la raza AX-10) :
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DISCUSION
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En cada uno de los apartados en locs que se describen
las distintas experiencias realizadas, se ha incluido un breve co-
mentaric sobre la significacién e interpretacién de los resultados
obtenidos en cada caso.

En este capftulo, por tanto, nos limitaremos a resu -
mir parte de lo anteriormente dicho y ampliar la discusién sobre
la significacién de los resultados mds importantes obtenidos.

A efectos de establecimiento de un orden, se discuti
rdn por separado la posible significacién de los resultados obte=
nidos en el transcurso de la inducciédn de mutantes QT y Q2, en el
estudio del efecto de los tratamientos con antibiéticos sobre la su
presividad, en el de los factores que pueden influir en la mismay
finalmente, en el significado bioclégico que puede atribuirse a la -
supresividad.

Induccién de mutantes 9~ y 02

De acuerdo con los antecedentes bibliogréficos, las -
experiencias realizadas en este trabajo han confirmado la eficacia
de los derivados de acridina y del bromuro de etidio para la induc_
cién de mutantes " petites " citoplasmdticos. Ha podido comprobar
se, como ya habia sido demostrado por varios autores, que los tra
tamientos con bromuro de etidio de cultivos ot inducen la apariciBn
de un 100% de mutantes Q-. Ahora bién, en las razas ensayadas en
este trabajo no se ha conseguido en ninglin caso que los tratamien-
tos prolongados a altas concentraciones con este agente mutageénico
den lugar a mutantes neutros, designados en la bibliografia,como va
ha sido expuesto,como Q2.0 carentes de ADN-M ( Goldring et al, —-
197Cga; Michaelis, 1971; Nagley y Linnane, 1972 ).

Este hecho es facilmente explicable teniendo en cuenta
de una parte que las r-azasQ+ empleadas por noso,tmzs presentan un
porcentaje relativamente alto de mutantes Q= espontaneos en sus cul
tivos en equilibrio, y de otra que, como ha sido perfectamente de——
mostrado en este trabajo, en contra de lo afirmado por Naglay y Lin
nane ( 1572 ), que los mutantes o~ supresoraes son resistentes a la —
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accién del bromuro de etidio.

FPor consiguiente, al tratar un cultivo Q+ con este a-
gente mutlgenico solamente pasarfan a 02 las células Qt, pero no
aquellas que hubiesen mutado previamente de forma espontdnea a
Q-.

El mecanismo de la resistencia al bromuro de etidio-
de los mutantes QT noesposible interpretarlo adecuadamente con—
los datos que se poseen. No obstante, en nuestra opinién, sdlo ca
ben dos alternativas: o bien que las modificaciones estructurales-
indtroducidas en el ADN-M por la mutacidn espontdneaimpiden o -
dificultan la intercalacién en el mismo de este agente mutagénico,
o bien que una vez establecida la supresividad, el ADN-M respen_
sable de la misma puede ser regenerado a partir de una copia ma-
estra ( Luha et al, 1971 ; Whitaker y Wright, 1972; Whitaker et al
1972 ) a la que no alcanza la accién del bromuro de etidio. Una -
tercera posibilidad a considerar, aunque poco probable, serfa que
los mutantes o~ posean una permeabilidad alterada gque no permita
que el bromuro de etidio se ponga en contacto con el ADN-=M .

En relacién con los derivades de acridina los resulta—
dos obtenidos no han hecho sino confirmar lo ya encontrado por --
Otros autores, por lo que no insistiremos sobre la accién de estos
agentes.

Lo mismo cabe decir de los mutantes esponta’neos, en—
tre los que como era de esperar se han encontrado mutantes supre.
sores y neutros, sin que aparezca ninguna tendencia determinada-
en uno u otro sentido.

En cuento al empleo de antibidticos que inhiben la sfh—
tésis de protefnas mitocondriales, las experiencias realizadas para
la obtencién de mutanten Q¢ indican que, al menos en las razas ensa
yadas en este trabajo, la accibén prolongada de estos agentes sobre-
las razas Q* no Ilevan como consecuencia’la obtencién de un 1009 -
de mutantes " petites! y deotraparteque los mutantes obtenidos no scn
todos ellos de tipo neutro.Esto nos lleva a concluir que ia hipdtesis
de Wilkie y colaboradores,que supone la existencia de una proteina-
sintetizada en ribosomas mitocodnriales que controlarfa la iniciacién
de la replicacién del ADN-M, no puede ser admitida, al menos desde
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un punto de vista general.

Tratamientos con antibioticos y supresividad

Comc se expuso en la introduccién, uno de los obje-
tivos de este trabajo era examinar la posibilidad de que la inhibi
cién de la replicacién del ADN-M aportado por las razas Q’*‘ fue-
se ocasionada por factores difusibles de tipo proteinico sintetiza
dos en los ribosomas mitocondriales de la raza g-.

L as experiencias realizadas en las gue la raza @~ sc
sometié a tratamientos con eritromicina y cloromicetina antes y -
durante el cruce, indican que los citados tratamientos no afectan
de manera apreciable la supresividad de las razas Q- ensayadas.

El mismo tipo de tratamiento,esta vez sobre la raza-
Q'*' con la que se cruza |la g=, tampoco dic los resultados esperados,
va que aln cuando en el caso de tratamientos prolongados con eri
tromicina el valor de la supresividad aumenté con respecto a los—
testigos aproximadamente en un 20%, ello fue acompafiado por un—-
aumentc de un 50% en el procentaje de mutantes g~ presentes en -
los cultivos gt tratados,; lo que como veremos a continuacién afec-
ta enormemente el valor de la supresividad de una raza Q~

Los tratamientos con cicloheximida de las razas @~
empleadas tampoco afecta la supresividad de las mismas.

Hay cue concluir, por tanto, que en la interferencia
entre el ADN-M suprescr y el de tipo silvestre no mtervuenen fac
tores difusibles de tipo protefnice cuya sintesis esté condlcmnada
por el ADN-Msupresor, asi como que tampoco influyen proteinas-—
mitocondriales sintetizadas por las células ot que pudieran afectar
la replicacién del ADN=M silvestre y no del alterado.

En consecuencia creemos gue debe ser aceptada la ex
plicacién de que la supresividad estd condicionada por la existen-
cia en los mutantes @~ de una cantidad mucho mayor de ADN-M al-
terado, cuya velocidad de replicacidén es mayor que la del ADN-M
silvestre.



. « # . - /

Esto, como ya se indico en la introduccibn, llevaria

rapidamente a la eliminacién del ADN-M silvestre por un simple
proceso de dilucién.

Factores gque afectan la supresividad de mutantes ¢~ en<ayadces

Una consecuencia inesperada de los resultados obte
Nnidos en la determinacidon del valor de la supresividad cde las ra-
zas 0~ mediante la aplicacién de la fé6rmula de Sherman y Ephru-
ssi ( 1962 ) ha sido el hecho, perfectamente demostrado, de cue-
dicho valor no es constante para una determinada raza @7, sino-
que varfa, en ocasiones enormemente, de acuerdo con la natura_
leza de la raza g+ con la que se cruza y de las condiciones fisio
i6gicas de la misma.

L.o primero puede ya apreciarse en los resultados -
expuestos en la tabla 14, pero se demuestra de menera rotunda-
y sin lugar a dudas observando los resultados de las tablas 25y
27. En estas tablas puede verse como la raza AX-10 que frente
a la raza o+ SER-19 presenta una supresividad del 48%, es de_
cir se comporta come una raza de supresividad media,pasa a com
portarse como un mutante Q< neutro cuando se cruza con las ra_
zas F1.125 y F2. 47 obtenidas a partir de la primera. Esto en -
dos casos extremos, en los restantes, si bien no se comporta co
mo una raza neutra, su supresividad se muestra en todos los ca_
SO0Ss. muy disminuida.

También ha podido ser demostrado que el estado fi-
sidolégico de las razas @t influye de manera decisiva en la supre
sividad de una determinada raza Q~. Basta considerar el hecho-
de que simplemente mediante la sustitucidn de glucosa por lacta-
to en el medio de cultivo de las razas Q" con las que se cruza, la
supresividad de la raza AX-10, como puede observarse en la ta
bla 15, experimenta disminuciones en su supresividad entre un -
62 a un 95%, segln el tipo de raza g+ empleada.

4 e w
Asf{ pues, creemos que la supresividad de una deter
. - N L4 - —
minada raza Q no puede secuir siendo condierada por mas tiem_
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po como un car-écter especifico y constante de la misma, sino
que puede aumentar o disminuir, hasta llegar a anulrarse,depe_l:\_
diendo de la naturaleza de la raza ¢+ empleada para la valora
cién de dicha propiedad. -

Si esta interpretacién es correcta, es evidente -
que todos los datos sobre supresividad aparecidos hasta el mo
mento en ios trabajos relacionados con el temz, tiene un valop
muy aleatorio, como as| mismo las clasificaciones de altamente
supresoras y neutras en las que se han inciuido las distintas ~
mutaciones Q- ensayadas.

Otro de los factores que influye decisivamente so~
bre lo que hasta ahora se ha venido considerando como supre-
sividad de una raza g-, y que como es |égico va unido expresa
mente al tipo de raza g+ empleada y al estado fisiolbgico de la
misma es la proporcién de mutantes esponténeos Q- que existan
en los cultivos en el momento de efectuarse el cruce. Aln cuan
do no existe una correlacién definida; puede verse sin lugar a
duda, gus a medida que aumenta la proporcién de dichios mutan
tes en los cultivos ¢+, e valor ce ia supresivicad, caiculado pur
la férmula de Sherman y Ephrussi, sufre un incremento consi-
derabie, de hasta méis de 50 veces como es el caso de la raza-
AX-10 en cruce con la F1.27 cultivada en iactato.

x
©

bilidad de cruce de células g+xgt, of
varfa apreciablemente dg unas a otras hao:
mente de (a raza ot empleada y de sus
ia férmuta antebiormente citada sea tcialment

G

calcufar ia supresividad de una raza g-.

4 En un esfuerzo para encontrar un medio de caicuiar
la supresividad real de una determinada raza Q- frente a otra -~
determinada raza g+ hemos intentado encontrar una férmula que
tomando en consideracién no sélo la proporcibrn de mutantes Q~
presentes en los cultivos g+ sino también la distinta habilidad -
de cruce de g+xQ- y de Q-x@-, sustituyera a ia ya citada de Sher
man y Ephrussi. :
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Para ello se hizo el siguiente planteamiento:

Sea m la proporcién de células - ( tanto pbr uno)
presentesen el cultivo o+; (1-m) seré la proporcidén de células
Q+ presentes en dichp cultivo, también en tanto por uno.

Suponiendo un exceso de células Q0- a las que se~
pretende,calcular la supresividad, el niimero de cigotos Q+ pro
ducidos seré:

(1-m) (1-s) p,

donde s sera la supresividad de la raza g- y p un factor que
expresa la habilidad de cruce entre gtxQ™.

- ’r .
El numero de cigotos Q sera igual a los produci-
dos como consecuencia de la supresividad de la raza Q-

(1-m) sp,
/ «
mas los que se producen como consecuencia de los cruces Q=xQ™
am

donde q serfa un factor que expresara la habilidad de cruce en
tre Q-xQ-.

El ndmero total de cigotos N seré:
N= (1-m) (1-s) p+ (1-m) sp+ gm = (1-m) P .+ gm.

De ahl que el ndmero relativo de cigotos @=, h, ob-

tenidos en dicho cruce serfa :
= (1-m) sp + gm

(1-m) p + gm

4 ¢
Despejando de esta formula s, que seria el valor de
- « .
la supresividad como ya se ha dicho ( expresada tambiéen en fanto
por uno ), se encuentra:

s=n - % m(1-m) / (1-m),

. Lo
férmula, en la que Ilamando = a/p, quedaria finalmente reducida
a la expresién siguiente:
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m(1-n)

(1-m)

s=n-f

Tanto n como m pueden ser facilmente determinados
por las técnicas oportunas. En cuanto a f, debe ser teoricamen
te una constante, al igual que s, por lo que podman ser dellmen
te determinados midiendo n y m en cruces en los due se altere-
este Gltimo valor de forma artificial.

Aplicando sin embargo esta formula a los resultados
expuestos en las tablas 17 y 18 se encontrd que al calculapr éste
entre distintos pares de valores para my n, los valores de este
factor no fuercn constantes, lo que indica que la fdrmula propues
ta tampoco es adecuada pard el célculo de la supresividad de -~
una raza Q~. Posiblemente esto se debe a que en la citada férmu
la se ha considerado como constante la habilidad de cruce entre
Q XQ™ Yy Q7xQ™, cosa que de acuerdo con los resultados obtenidos
en el apartado 4.6 es probable Ggue no sea ciepta.

Efectivamente, en dicho apartado, los resultados -
obtenidos parecen indicar que en los cruces Q+><Q", Q™xQ~ ¥y 0txQ9
se producen algunos factores solubles, cuya produccién se inhibe
tanto por antibidticos que actlian sobre ribosomas citoplasmé&ti—-
cos como mitocondriales, y que incrementan notablemente la ha-
bilidad de cruce 9—xQ~ y como consecuencia el porcentaje de cigo
tos Q- en cruces en que intervengan células gtxQ™.

Es posible, no obstante, que la férmula sea valida -
considerando que f sea a su vez variable, en funcién de los efec
tos producidos por los citados factores solubles.

Ahora bien, dado que por el momento carecemos de-
datos sobre la naturaleza, produccién y modo de accién de los ci
tados factores, es imposible Ilegar a una expresién mateméitica -
que dé la supresividad teniendo en cuenta todos los factores cita
dos.

- En definitiva, y en relacién con este apartado, la —
conclusién a la que se llega es totalmente de tipo negativo, no ya
sblo porque nuestros resultados invaliden gran parte de lo escri_
to sobre supresividad, sino también porque es necesario admltlr
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que por el momento es imposible calcular la supresividad real
de una raza Q-.

Significacién biolbdgica

Con las limitaciones expuestas en el apartado an-
terior, la cupresividad de los mutantes @~ es una propiedad de
los mismos que tiende a disminuir el ndmerc de cigotos Q“' pro
ducidos en un cruce gtxQ~ asl como la proporcién de progenie
Q+ haploide que se derive de los cigotos que hayan superadola
supresividad.

Tal como quedé expuesto en la introduccién, es -
evidente que los mutantes Q—, tanto haploides como diploides,
estan mucho menos capacitados,debido a sus deficiencias res
piratorias,para desarrollarse en los medios naturales e inclu
so para perpetuar la especie, ya que los diploides @~ son in-
capaces de esporular.

Aparentemente, por tanto, la supresividad es una
propiedad que va en detrimento de la especie, por lo que resul
ta extrafio que este mecanismo no haya sido eliminado en el —-
transcurso del proceso evolutivo.

Los resultados que hemos obtenido al estudiar el-
comportamiento de razas haploides Q+ procedentes de cigotos-—
obtenidos en cruces otxQ~ supresoras, nos han llevado, sin em
bargo, ala conclusién de que la supresividad no solamente no
juega un papel negativo en relacién con la conservacién de la-
especie, sino que por el contrario puede considerarse como un
método altamente eficaz que poseen las razas de Saccharomyces
cerevisiae para mantener al méximo su capacidad respiratoria

y de supervivencia.

Efectivamente, en el apartado citado, puede verse
que todos los clonos pertenecientes a la generacién F1, haploi
de, seleccionados a partir de ascosporas procedentes de un -
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cigoto obtenido en un cruce de la raza SER~19 con Ia AX-IO
presentan, de una parte, una frecuencia de mutacién’ Q- apre
ciablemente menor que la raza. madre Q vy que de otra cuando
S€ crJzan con la raza AX-~10, la supresividad de esta Gltima

es nucho menor que la que muestra frente a la citada raza -
madre SER-19.

Esto indica, en nuestra oninién, que la supresi_
vidad de la raza AX-10 ha impedido la formacién de cigotos
ot a partir de todas aquellas células cuyas mitocondrias son
dcblles o pierden con frecuencia su caracter @+, por lo que
sdlo aparecen cigotos ot a partir de células estabies y com-
petentes desde el punto de vista respiratorio. Como estas -

aracteri’stICas van adscritas al ADN-M de la célula o', si-
éste es capaz de superar la interferencia del Q- es 1&gico -

que los resultados encontrados sean los descritos, yva que —
mediante un mecanismo de herencua citoplaszinitica estos ca_
racteres del ADN-M se trasmitiran a la progenie hagloida,

Si esta interpretacién es correcta, el fendmeno
observado en los citadcs resultados se deberfa reforzar con
la descendencia haploide de los cigotos obtenidos en un cru-
ce entre la misma raza supresora y una de las razas perter:2
cientes a la generacién F1, que ha victc ya aumentaca su ez~
tabilidad y su resistencia a la supresividad

Como ha sido expussto, los resultados obtenius;
en esta segunda expericncia cenfirmzron totalmente lo ante——
riormente dicho, ya que los clonos haplcices dz la generaci’in
F2 seleccionados mostraron todos ellos una estabilidad tod i~
via mayor que los correspondientes a la generacibén F1 e, iguct
mente, la supresividad de la raza AX-10 frinte a ellos fué —-
tambicn menor.

Si tehemos en cuenta, como se ha repeatido variac
veces, que las razas diploides ¢~ son incepaces de e<porulur
y que es muy frecuente que on su hehictnatural se cen cond ¢
nes amhienteles cue hacen impccible la renrcduccion vegetal
va se llega fecilmente a la conclusil{n de que la supresivica t,
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en definitiva, lo que hace es eliminar de la naturaleza to-
das aquellas razas Q+ inestables, d,lo que es lo mismo de
cir, con una capacidad o suficiencia respiratoria limitada,
ocasionada por la presencia en su citoplasma de una pobla
cién mezclada de mitocondrias @t y g~.

, Aln cuando no se ha llegado a incluir en este
trabajo, experiencias en curso en nuestro laboratorio han
demostrado que la estabilidad de las razas gt se transmite
por un mecanismo de herencia citoplasma'tica, lo que con--
firma que el papel de la supresividad es el de permitir so-
lamente la transmisién de aquellos ADN-M que aseguran —-
una suficiencia respiratoria mixima.
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12, - De las observacmnes realizadas en los procesos de cb
tencién de mutantes QT supresores y neutros medlante-—
tratamientos con diversos agentes quimicos, se conluye
lo siguiente:

a) Las razas Q™ ensayadas no pierden su podep su
presor por tratamientos prolongados con bromu
ro de etidio, lo que indica que el ADN-M altera
do de las mismas es resistente a la accibén del ci
tado agente mutagénico.

Los datos de que se dispone no permiten una
interpretacién adecuada de la naturaleza de esta
resistencia.

b) LLos tratamientos prolongados con eritromicina-
indican, en:contra de lo que ha sido postulado por
varios autores, que la replicacién del ADN-M no
es controlada por ninguna protefna iniciadora sin
tetizada en ribosomas mitocondriales.

28, - Los tratamientos con epritromicina y cloromicetina de—--
muestran que la supresividad no depende de la sfntesis
de protefnas mitocondriales en las razas Q- que inter-
fieren la replicacién del ADN-mitocondrial aportado -
por la raza qt.

32, ~ |gualmente, también se descarta la posibilidad de que la
supresividad esté influenciada por protefnas sihtetiza~-
das en ribosomas citoplasméticos de las razas g-.

8.~ Se acepta,por tanto, que la supresividad se debe a la -
existencia en Q~ de una cantidad mucho mayor de unida-
des de ADN-mitocondrial alterado, de menor tamafio que
en Q"'/ lo que dé lugar a que a partir de los cigotos la —-
probabilidad de que se segregen células diploides dotadas
exclusivamente de ADN-mitocondrial 9~ se incremente —
notablemente.
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52.~ L a supresividad de una determinada raza ¢~ muestra-
valores distintos cuando se determina firente a diferen
tes razas Q“‘ e incluso frente a una determinada, sega’n‘—\
las condiciones fisiolégicas de {a misma.

68, ~ lgualmente, se ha llegado a la conclusidn de que la su
presividad de una determinada raza Q- muestra valores
muy distintos segﬁn sea el procentaje de mutantes es-
pontaneos Q- de los cultivos g+.

Esta variacién se interpreta como una consecuen
cia de la distinta habilidad de cruce entre células Q—xQ~
de una parte y 0+xQ- de otra; habilidad que a su vez
parece estar influenciada por factores solubles de ti_
po protefhico que se producen en el momento de los —
cruces Q+xQ- y Q-xQ-.

72. -~ Se considera, por tanto, que todos los datos consig_
nados en la copiosa bibliografia existente sobre la -
supresividad de distintos tipos de razas g- sélo tie-
ne un valor comparativo y eso siempre y cuando las
determinaciones hayan sido realizadas frente a una-
misma raza @+ y en condiciones perfectamente fijadas;.

88. - Se llega por Gltimo a la conclusién de que el papel -
biolégico de la supresividad en S. cerevisjae consis
te en mantener la capacidad respiratoria de la espe-
cie mediante la eliminacién de aquellas razas inesta_
bles que segregan mutaciones Q- con una alta frecuen
cia.

116



BIBLIOGRAFIA

117




ARAKATSU, Y. §972. "Acticn of acriflavine on the grcwth
and mutation yeast!. Mutaticn Res. 14, 165~
184,

ARCA, M., CANEVA, R., FRONTALI,L.e TECCE, G. 1971.
"Mutazione picccla colonia del lievito ed a..io
ne delle acridine sulla DNAY. Lincei-Rend, Sc.
Fis.Mat. e Nat. 51, 579-585.

ARIAS DE SAAVEDRA, J.M., 1274, Y'Regulacidén ce la Cie-
trato sintasa en levadura!. Tesis Doctorales
ce la Universidad de Granada, 45.

AVERS, C.J., PFEFFER, C.R.and RANCOURT, M.W. 19385.
"Acriflavine induction of diferentkinds of "pe
tite" mitochondrial populations in Saccharonmy
ces cerevisiae!. J. Bacteriol. 20, 481-494,

B ERNARDI, G., CARNEVALI,F., NICOLAIEFF,A., PIPER-
NO, G. and TECCE, G. 1958, 'Sepearation and
characterizaticn of a satellite DNA frcm a ye-
ast cytoplasmic petite mutant”. J.Mol. Biol. 37,
493-505.

BERNARDI, G., PIPERNO, G.and FONTY,; G. 1872. "The mi-
tochondrial genome of wild-tipe yeast cells.l.
Preparation and hetercgeneity of mitochondrial
DNA!", J.Mol.Eijol. 65, 173-18S.

BORST,P., KROON,A.M. 1969. "Mitochondrial DNA. Physio
chemical properties, replication and genetic -
function M. Int.Rev.Cytcl. 2€, 107-190C.

BULDER,C.J.E.A. 1964a. "lnductién of petite mutation and in
hibition of synthesis of respiratory enzymes in

various yeast!'. A.van Leeuwanhoek, 30, 1-9.

BULDER, C.J.E.A. 15€4b. Lethality of the petite mutation in



petite negative yeast!. A.van Leeuwenhoek,
30, 442-454.

BUTOW, R.A., WEISLOGEL,P.0O. and CADERBAUM,A. =
1971. Cold sensitive mutants in yeast defec

tive in mitochondrizal function!. Fed. Proc.
30, 1225.

CALLAO,V. y MONTOYA, E. 1960. "Actividad catalasa de
mutantes de Saccharomyces cerevisiae con
deficiencia respiratoria’. L aboratorio, agos
to, 101-106.

CARNEVALL,F., MORPURGO, G. and TECCE, G. 1968. "Den
sity chgnges of cytoplasmic DNA from petite
mutants of Saccharomyces cerevisiae and a -
hypothesis on the mechanism of mutation!!. —-
Gior.Bot. Ital. 132 ,231-237.

CARNEVALL, F., MORPURGO, G. and TECCE, G.. 1969. '"Cy-
toplasmic DNA from petite colenies of Saccha
romyces cerevisiae; a hypotheeis on the natu
re of the mutaticn!. Science 163, 1331-1333.

CLARK -WALKER,G.D. 1972. "Isolation of circular DNA -
from a mitochondrial fraction from yeast!l. Proc.
Nat.Acad.Sci.U.S. 69, 388-392.

CLARK -WALKER,G.D. 1973. ""Size distribution of circu—--—
lar DNA from petite-mutant yeast lacking Q ——
DNA!, Europ.J.Biochem. 32, 263-267.

CLARK- WALKER, G.D. y LINNANE,A.W. 1966. "In vivo -
differentiatiom o6f yeast cytoplasmic and mito—--
chondr'iai protein synthesis with antibiotics!.
Biochem. and Biophys. Res.Comm. 25,8-13.

COEN, D., DEUTSCH, J., NETTER,P., PETROCHILO,E.
and SLONIMSKI, P.P. 1970. "Mitochondrial

119



genetics . I. Methodology andphenomenology .
En "Control of organelie development!. Scc.
Exp. Biol.Symp. 24, ed. P.L. Miller, New
York Academic 524 pp. 445-4S6.

CORNEO, G., MOORE, C., SANADI,D. R.; GROSSMAN, L. 1.
and MARMUR, J. 1969. '"Mitochondrial DNA
im yeast and some mammaliam species'. S-
cience 151, 657-689.

CHEN, S.J., EPHRUSSI, B. and HOTTINGER, H. 1950."Na
ture genetique des mutants a deficience res-
piratoire de la souche B-11 de Ia levure de
boulangerie!. Heredity 4, 337-351.

EPHRUSSI, B. 1953. 'nucleo-cytcplasmic relations in micro

organism'l. Clarendon Fress.Oxford, England.

EPHRUSSH, B., GRANDCHAMP,S. 1965. "Etudes sur la su—

ppressivité des mutants a deficience respira—
toire de la levure. |. Existence au cellulaire -
de divers ! degrés des suppressivité". Here_
dity, 20, 1-7.

EPHRUSSI, B., HOTTINGUER, H. 1851. "Cwtcplasmic cons
tituents of heredity. On an unstable cell state
in yeast". Cold. Spring Harbor Symp. Quant.
3iocl. 16, 75-c4

EPHRUSSI, B., HOTTINGUER, H. et CHIMENES, A.M.1949a
it Action de |“acriflavine sur ies levures. 1. La
mutation ! petites celonie ". Ann. Inst. Pasteur

76, 351-367.

EPHRUSSI, B., HOTTINGUER, H. et TAVLITZKI, J. 1949b.

" Action de |“acriflavine sur les levures. 1I.E

tude geneticue du mutant Hpetite colonief. Ann.

Inst. Pasteur, 76, 419-450.

120



EPHRUSSI, B.,L"HERITIER, PH. et HOTTINGUER, H. 1949c
"Action de | “acriflavine sur les levures.|V.A-
nalyse quantitativede la transformation des po-
pulations ". Ann. Inst. Pasteur 76, 64-83.

EPHRUSSI, B., JACOB, H. et GRANDCHAMP, S. 1966. "Etu
des sur la suppressivité des mutants a deficien_
ce respiratoire de la levure. il. Etapes de la mu
tation grande en petite provoquee par le facteur
suppressiff". Genetics 54, 1-29.

EPHRUSSI, B. MARGERIE-HOTTINGUER, H. et ROMAN, H. -
1954, "Sur le comportement genetique des mu—-—
tants a déficience respiratoire de la levure.
8eme. Congrés Int. Bot. 111-120.

EPHRUSSI, B. , MARGERIE-HOTTINGUER, H. et ROMAN, H.
1955. "Suppressiveness:a new factor in the ge
netic determinism of the synthesis of respirato-
ry enzymes in yeast!'.Proc.Nat.Acad.Sci.U.S.
41, 1065-1071.

FOWELL, R.R. 1969a. " Sporulation and hybridization of -
yeast!', en ' The yeasts ''. ed. A.H. Rose and
J.S. Harrison. Academic Press. New York, -
1969. Vol. 1. pp.303-376

FOWELL, R.R. 1969b. en " The Yeasts "' ed. A.H. Rose and
J.S. Harrison. Academic Press. New York. -

1969. Vol 1, p. 353.

FOWELL, R.R. 1969c. en ! The Yeasts "' ed. A.H. Rose and
J.S. Harrison. Academic Press. New York, -

1969. Vol 1, p. 375.

GAUSE, G.F., KOCHETKOVA, G.V.and VLADIMIROVA, G.B.
1957. 1 On the biochemical mutant of yeast with
impaired respiration ". Ddoklady Akad. Nauk. S.

S.S.R. 117, 138-141.

121



Y

GOL.DRING, E. s., GROSSMAN L.I., KRUPNIK, D. »y CRYER,D.R.
and MARMUR, J 1970a. "The ethidium bromice (E.
B.)induced breakdown of yeast mitochondrial DNA
(mDNA\) during mductlon of petites!", Fed. Proc. 29,
2710.

GOL.DRING, E.S., GROSSMAN, L.]1. s KRUFPNIK, D. , KRYER, D.
R. and MARMUR, J. 1970b. "The petite mutation in
yeast : loss of mitochondrial deoxyribonucleic acid
during induction of petites with ethidium bromide!".
J.Mol. Biol. 52, 323-335.

HAEFNER, K. 1965. En "The Yeasts!" ed. A.H. Rose and J.S. Ha
rrison .Acadmic Press. New York, 19€9.\/ol 1,p.
375. '

HOLLEMBERG, C.P. 1971. ""The yeast "petite! mutant RD1A: ro-
port of its properties and genesis ! Phys. Veget. S,
333.

HOLLEMBERG, C.P.,BORST,P. and BRUGGEN, E.F.van, 1972.
"Mitochondrial DNA from cytoplasmic petite mutents
of yeast. Biochim. Biophys. Acta 277, 35-43.

IGUCHI, S. and ONOBU, T. 1964. "Conjugation in Saccharomyces
cerevisiae . Botan.Mag. 77, 181-160.

L.ACHOWICZ T.M.,KOTILAK, Z. ;KOLODINSKI, J. and SNIEGOC-"
KA, Z. 19€9. '"New types of respiratory deficient mu
tants in Saccharomvces cerevisiae. ll. Physiology and
genetics of a series of segregational mutants induced
by ultraviolet irradiation or nitrous acid tratment!. —
Archi.lmm. et Thera. Exp. 17, 72-85.

I_ERMAN L.S. 1861.1"S tructural considerations on interaction of
deoxyribonucleic acid and acridines!. J. Mol. Biol. 3,

18-390.

LINDEGREN, C.C. 1956. ""Mutation and other variations in microor -
ganisms. ! Comist. Rend. Trav. Lab. Carlsberg. Ser. Phy

siol. 26, 256-271.

122



LINDEGREN, C.C., NAGAI,S. and NAGAIL, H. 1958. ljnduction -
of respiratory deficiency in yeast by manganecse, c»
oper, cobalt and nickel'. Natupre 182, 446-443,

LINNANE, A. W., SAUNDERS, G. W. s GINGOL.D, E. B. and LUKINS,
H.83. 1888. "The biogenesis of mitochondria.V.Cy-
toplasmic inheritance of erybromycin resistance in
Saccharomyces cerevisiae . Proc. Nat.Acad.Sci. U.

S. 59, 903-910.

LUHA, A.A., SARCOE,L.E., WHITTAKER, P.A. 1971. "Biosyn-

thesis of yeast mitochondria. Drugs efects on the -

petite negative yeast Klyveromyces lactis!. Biochem.

Biophys. Res. Comm. 24, 56-61.

MARCOVICH, H. 1853. "Raports entre |a structure des acridines -
et leur activité en tant qu‘agents inducteurs des mu_

tants respiratoires chez la levure!. Ann. Inst.Pas—t -
teur 5, 199-216.

MEHROTRA, B.D., MAHLER, H.R. 19€8. "Characterization of so_
me unusual DNA’s from certain !"petite! strains Sac-

charomyces cerevisiae "". Arch. Bicphys. 128, 685-703.

MICHAELIS, G., DOUGLAS,S., TSAIM. J., CRIDDLE, R.S., 1971
"Mitochondrial DNA suppressiveness of petite mutants

in Saccharomyces cerevisiae!'. Biochem. Genetics 5,
487-495,

MOAT,A.G., PETERS,N.,Jr. and SBR,A.M. 1959. iiSelection and
isolation of auxotrophic yeasp mutants with the aid of

antibioics ". J. Bacteriol. 77, 673-677.

MOUNOLOU, J.C. 1967, ""Molecular nature of hereditary cytolplas~
mic factors affecting gene expression in mitochondr-ia"'

En "The control of nuclear activity " ed. L. Goldstein
Englewcod Cliffs: Prentice-Hall.pp. 413-431.

MOUNOL.OU, J. C. , JACOB, H. , SLONIMSKI, P.P. 1966. "Mitochon-

123



drial DNAfrom yeast "petite” mutants: specific chen
ges of bouyants density corresponcing to differert —

cytoplasmic mutations!. Biochem. Siophys. Res. Comm
24,218-224.

MOUSTACHI, E. and WILL JAMSCON, D.H. 1965, "Physiological va

NAGAI, S.

NAGAI, S.

NAGAIL, S.

NAGAI, S.

NAGAI, S.

riations in satellite components of yeast DNA detec
ted by density gradient centrifugaticn™, Blochem.r:,m
phys. Res.Comm. 23, 56-61.

1855. "Sur la reduction du chlorure de triphenil tetra-
zolium par tes levures!. Compt. Rend.Soc. Ejol. 149,
2047-2050.

1859. "Induction of bespirat'ﬁcn deficient mutation in ye-
ast by varicus synthetic dyes''. Science 130, 1168-
1189.

1963a. "Diagnostic color differentiation plates for he-
reditary respiration deficiency in yeast!. J. Gacte-
ricl. 86, 259-302.

1963b. "Methyiene blue and tcluidine blue interfering
with the production of recpiration-deficient mutants
in yeast by acriflavine . Experimental Cell Res. -
29, 82-85.

1969. "Pproduction of respiration —deficient mutants in
yesast by a carcinogen, 4-nitroquinoline T-oxide ",
Mutation Res. 7, 333-337.

and NAGAI, H. 1958. "A new evidence for induction of
respiration deficiency in yeast by acriflavine'. Ex
perientia 14, 321-323.

NAGAI, S., YANAGISHIMA,N. and NAGAI, H. 1961. YAdvances

in the study of respiration-deficient {(RD) mutation
in yeast and other microorganisms!. Bact.Rev. 25,
404-426.

124



NAGLEY,P., LINNANE, A.W. 1970, "Mitochondrizal DNA dei]-

cient petite mutants of yeast", Biochem. Bivghy s,
Res. Comm. 39, 959996,

NAGLEY, P. and LINNANE, A.W. 1572, "Biogenesis of mitochoa
dria . XXI. Stud;cs on the nature of mitochondrial —
genome in yeast: the degenerative effects of ethudium
Bromide cn mitochondrial genetic infermation inapres
piratory competent stpain't, J.Mol.Bicl. €5,181-1¢3,

NUNEZ DE CASTRO, 1. 1972. ”Regulacmn de L-glutamzto ceshi-
drogenasas (NAD™ y NADP’*)’ Saccharomices ce-
revisiae ", Tesis doctoral. Universidad de gpenada.,

OGUR, M. , LINDEGREN, G. and LINDEGREM, C.C. 1954, A sim
ple screeming test for genetic studes of r-es;:uiraucn
deficiency in yeast". J.Bacteriol. 63, 391-392.

OGUR, M. and St: JOHN, R. 1956. "4 differential and diagnostic -
plating method for population studies of ressiration
deficiency in yesst!. J.Bacteriol. 72, 500-504.

OGUR,M., St.JOHN, R. and NAGAI,S. 1857. "Tetprazolium over.
lay technique for population siudies of respiration dse
ficiency in yeast!. Science 125, 928-529.

OGUR, M., St. JOHN, R., OGUR,S. and MARK,A.M. 1959. "The -
direct estimaticn of mutation rate from mutant frecuen
cy under special conditions’. Genetics 44, 483—4?6.

PINTO DA COSTA,S.C. and BACILA, M. 1973. "nduction of res—
piratory-deficient non-chromosomal "petites" of S, -
cepevisiae by sodium dodecyl sulfatel. J. Bacteriol. —
115, 461-4£3.

RADLOFF, R., BAUER,W. , VINOGRAD,J. 1967. "A dye-bouyant
—density method for the detection and isolation of clo
sed circular dunliex DNA: the closed circular DNA in
hela celis". Biocchemistry 57,1514-1521.

125



RANK, G.H. 1970. ""Genetic evidence for "Darwinian ' selecticn
at the molecular level. |l. Genetic analysis of cyto-
plasmically-inherited high and low suppressitivity

in Saccharomyces cerevisiae!'. Can.J. Genet. Cytol.
12, 340-346.

RANK, G. H. and PERSON, C. 1969. "Reversion of spontaneous-

ly arising respiratory deficiency in Saccharomyces
cerevisiaé'!. Can.J. Genet.Cytol. 11, 716-728.

RAUT, C. 1953. "A cytochrome deficient mutant of Saccharomy~
ces cerevisiae'.Exptl.Cell Researché, 295-305.

RAUT, C. 1954. !'"Heritable non-genic changes in veast by ultra
violet light!. J.Cell Comp.Physiol. 44, 463-475.

.ROUSSEAU, P. and HAL VORSON, H.0O. 1969. ""Bpeparation and
storage of single spores of Saccharomyces cerevi-
siaell. J.Bacteriol. 100, 1426-1427.

SARACHEK, A. 1958. '"The induction by ultraviolet radiation and
the photoreactivation of heritable respiratory defi-
ciency in Saccharomvces adapted and umadapted to
aerobic respiration!!. Cytologia 23, 143-158.

SAUNDERS, G.W., GINGOLD,E.B., TREMBATH,M.K., LU-
KiINS, H. B. and LINNANE, A.W. 1870. "Mitochon
drial genetics in yeast : segregatiion of a cytoplas
mic determinant in crosses and its [oss or reten-
tion in the petite!'. Erf'Actocnomy and Biogenesis of
mitochondria and chloroplasts!' ed. N.K.Boardman,
A.W.Linnane, R.M.Smillie. Amsterdam: North i-o-
[land.

SCHWARTZ, G. 1939, '"Der eintiuss von !angé‘ar-.‘:»ungf—}n mit acri-
dinorange auf die suiwickung von Soocharomyces -
! Bissertztion, Tech. Hochs~

126



SHERMAN, F. 1957. ""The heat inactivation and production of -

cytochrome deficiency in yeast!'. Exptl. Cell Res.
11, 659-660.

SHERMAN, F. 1958. "A study of the effects of elevated tempe-
ratures on the growth and inheritance of Saccharo
myces cerevisiag!. Thesis . UCRL 8573, Univer-
sity of California, Berkeley.

SHERMAN, F. 1959. "The effects of elevated temperatures on -~
yeast'., J.Cell. Comp. Physiol. 54, 29-5Z.

SHERMAN, F. 1963. "Respiration-deficient mutants of yeast!. 1.
Genetics!. Genetics 48, 375-378

SHERMAN, F. and EPHRUSSI, B. 1962, "The relationship be-—
tween respiratory deﬂcxency and suppressiveness
in veast as determsneu with segregational mutants''.
Genetics 47, 695-700.

SHERMAN, F. and SLONIMSKI, P.P. 1964, "Respiration-deficient
mutants of yeast. il. Bi cchemisiry!l Biochem. Biophys.
Acta 90, 1-15.

SLONIMSKI, P.P. 1949, "Action de |‘acrifiavine sur les levures.
iV.Modc dutilisation du glucose par ies mutants '‘pe
tite. colonie!'. Ann.insi.Pasieur 78, 510~ 530.

SLONIMSKI, P.P. 1953. "A specific relation between enzymic a-
daptation and cytoplasmic mutation!'. Symp.Soc. Gen.
Microbiol. 3, 76-97.

SLONIMSKL, P.P. 1968. IDiscussion. Round table discussion on
biochemical aspects of the bicgenesis of mitochondrial
En YBiochemical aspecis of the bicgenesis of mitochon
driall. ed. E.C.Slater, J.M. Tager; S. Pappa, E. Qua
giiarello , Itali:Adriatica, pp. 475-47 -

127



'SLONIMSKI, P.P. et EPHRUSSI, B. 1949. "Action de | “acrifiavi
ne sur les levures.V.Le systéme des cytochromos

des mutants !"petite colonie''. Ann.Inst.Pasteur 77,
47-63.

SLONIMSKI, P.P., PERRODIN, G.and CROFT, J.H. 126&. "E-
thidium bromide induced mutation of yeast mitochon
dria: complete transformation of cells into respi-
ratory deficient non-chromosomal !petites'. Bio»
chem. Biophys. Res. Comm. 30, 233-239..

SUGIMURA, T., OKABE, K., KODAMA, M. 1969. '"Induction of -
respiration-deficient mutant of Saccharomyces ce-
revisiae by pinacianol". J.Bacteriol. 97, 964-965.

TAVLITZKI, J. 1949, "Action de | “acriflavine sur les levures.

I11.Etude de' la croissance des mutants ''petite co
lonie".Ann. Inst. Pasteur 76, 497-509.

THOMAS, D.Y. and WILKIE,D. 1968. !"Inhibition of mitochon —-.
drial synthesis in yeast by erytromycin: cytoplas-
mic and nuclear factor controlling resistance'l. Ge-
net.Res. 11, 33-41.

THOMAS, D.Y. and WILLIAMSON, D.H. 1971. "Products of mi-
tochondrial protein synthesis in yeast''. Nature new
Biology 233, 196-199.

WARING, M. J. 1968. "Drugs wich affect the structure and func-
tion of DNA!, Nature 219, 1320-1325.

WEISLOGEL,P.0O. and BUTOW, R.A. 1970. "Low temperature
and chloranphenicol induction of respiratory defi--
ciency in a cold sensitive mutant of Saccharomyces
cerevisiae!''. Proc.Nat.Acad.Sci.u.S.g‘_?_, 52-58.

WHITTAKER, P.A. , HAMMOND, R.C. and LUHA,A.A. 1972. "Me -
' chanlsm of mitochondrial mutation in yeast" Nature

new Biology 238, 266-268.

1:28



WHITTAKER,P.A. and WRIGHT, M. 1572. "Prevention by cyclo
heximide of petite mutation in yeast'.Biochem. Bio
phys. Res. Comm. 48, 1455-1459.

WICKERHAM, L. J. 1946. "A critical evaluation of the nitrcgen
assimilation of test commonly used in the classifi-
cation of yeast!". J.Bacteriol.52, 299-301.

WILD, G. and HINSELWOOD, C. 1956. "The response qf yeast
cells to the action of inhibitory sustances!'. Proc.
Roy Soc. (London) B 145, 14-41.

WILKIE, D. 1970. "Reproduction of mitochondria and chloroplast!
Symposia of the Society General Microbiology .20,
381-399.

WILKIE, D., SAUNDERS, G. and LINNANE,A.W. 1967, "Inhibi-
tion of respiratory enzyme synthesis in yeas by chlo
ramphenicol tolerance and resistance to other antibac
terial antibiotics!. Gen.Res.Camb. 10, 199-203.

WRIGHT, R. and LEDERBERG, J. 1957, "Extranuclear transmi--
ssion in yeast heterokaryons!'. Proc.Nar.Acad. Sci.

U.S. 43, 919-923.

YANAGISHIMA,N. 1956. '"Gn the W variant of yeast with special
reference to its appearence and character!', J.Inst.
Polytech. Osaka City Univ.Ser.D 7, 131-146.

YANAGISHIMA, N. 19€4. 'Induction by auxin of respiratory-defi-
ciency in yesst!'. Plant and Cell Phys. 5, 316-364.

YCAS, M. 1956. "A hereditary cytochrome deficiency appearing
in yeast grown at an elevated temperature!'. Expla

Cell Res. 11, 1-6.
YOTSUYANAGI, Y. 1962. "Etudes sur le chondriome de la levure

11. Chondriomes des mutants ¥ déficience respiratoi -
rel. J.Ultrastruct. Res. 7, 141-158.

129



INDICE DE TABLAS Y FIGURAS

130



Tabla

Tabla'.2.

Tabla

Jomeveaans et e e e e

Tabla4-—-0-cooo.oo.q ----- .-ooo-o--ccoco.cootn

Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla
Tabla

5.- e ceseesens e



Tabla 27.- «+ ... e ee e sa e PP 102

Figur‘al-—.......... ooooo ‘oolo;o -------- e o » 88

Figura2.—.................; ..... e e .o 89

Esquema l.= ce.ccveceeaneccrs 97

132



ERRATAS ADVE RTIDAS

Pag. 9 ; linea -2, dice: citocromos Cl+b2; debe decir: citocromos

Pag.

Pag.

Pag.

Pag.

55

85

88

91

-e

’

a+a3, deficiencia parcial en citocromo c’d alte

raciones en el contenido en citocromos Cl+b2'

Tabla 2, dice: L.os resultados obtenidos son la media de
tres determinaciones; debe decir: Los resulta-
dos obtenidos se confirmaron mediante triple ~

repeticién de la experiencia.

Tabla 17, ITnea 4 del encabezamiento, dice: lactato ; de

be decir: glucosa.

IThea 4 del pié de la gréfica, dice: lactato; debe decir:

glucosa.

: Tabla 20, dice: Medio en que se realiza el cruce Q+(a)

%0~ (a); debe degir : ot+(a)xo+(a).

Pag. 92 ; Tabla 21, Ifnea 2 del encabezamiento, dice: o+(a)xq~(a);

Pag.

debe decir: g+(a)xg+(a).

100; Tabla 25, en los valores resefiados de la resistencia

a la supresividad, Ifnea 4, dice: 89; debe decir:

67 ; Ilnea 5, dice: 93; debe decir: 79.

Pag. 102; Tabla 27, en los valores resefiados de la resistencia a

la supresividad, ITnea 2, dice: 93; debe decir:

79.

Pag. 110:; ITnea 8, dice: éste; debe decir: f.
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