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RESUMEN

Este trabajo ha consistido béasicamente en la
clonacién de algunos de los genes de la levadura Saccharomyces
cerevisiae implicados en la reparacidén de dafios del ADN.
Asi, se han aislado y caracterizado plasmidos que complementan

a las mutaciones rad50-1, radb5l-1, rad54-3 y rad55-3. Mediante

estudios genéticos se ha determinado la presencia de los

genes RADS51, RAD54 y RAD55 en 1los plasmidos respectivos.

Sin embargo, dos tipos distintos de plasmidos, ninguno de
los cuales contiene el gen RAD50, complementan a la mutacidn
rad50-1: uno de ellos contiene un gen capaz de suplir metaboli-
camente a RADSO; el otro contiene un gen, SUP, que determina
un supresor de mutaciones de tipo &mbar. Se ha comprobado
que este supresor es tan débil que sblo se manifiesta cuando

las células contienen miltiples copias de SUP.
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INTRODUCCION

La reparacién de ADN dafiado

De todos es conocido que la informacién genética que
permite que una célula funcione estad contenida en su ADN.
Este ADN estd sometido continuamente a alteraciones deleté-
reas producidas espontineamente o inducidas por agentes quimi-
cos y radiaciones. Para contrarrestar estos efectos y asegurar
el mantenimiento de su identidad genética, todos los organis-
mos disponen de sistema de reparacidén. Asi y todo, los dafios
causados al ADN, aunque atenuados por la reparacidén, son
responsables de la mayoria de las mutaciones y de parte de

las muertes celulares.

Ultimamente, el estudio de los sistemas de reparacidn
ha suscitado un interés especial, sobre todo cuando se ha
hecho evidente que la mayoria de los dafios reparables pueden
resultar mutagénicos y/o carcinogénicos. Esta corresponden-
cia ha sido apoyada por el descubrimiento de que deficiencias
en la reparacién de fotoproductos del ADN tienen correlacién
con la alta incidencia de céncer inducido por 1luz solar en
la enfermedad hereditaria conocida como Xeroderma pigmentosum
(Cleaver y Bootsma, 1975). Otras enfermedades hereditarias,
cuya caracteristica comin es una predisposicién al desarrollo
de cancer, tales como ataxia telangiectasia, anemia de Fanco-
ni, retinoblastoma y progeria, también parecen estar relaciona-
das con la reparacién defectuosa del ADN (Cleaver, 1980;

Friedberg et al.; 1979; Setlow, 1978).

En bacterias se conoce con bastante detalle la enzimolo-
gia de los distintos procesos reparadores gracias a los estu-
dios realizados con mutantes y a la caracterizacién in vitro
de las enzimas implicadas en estos procesos (Hanawalt et

al., 1979; Lehman y Karran, 198l1; Lindahl, 1982). En células
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de mamiferos el estudio de estos fendémenos estd mucho mas
retrasado debido, entre otras cosas, a la mayor complejidad
estructural y funcional de la célula eucaridtica. Sin embargo,
los modelos, metodologia e interpretaciones de los estudios
hechos en bacterias estan -siendo aplicados al estudio de
los sistemas eucaridéticos con bastante éxito. Aprovechando
esta circunstancia nos planteamos la posibilidad de estudiar
los sistemas de reparacidén en un eucarionte de facil manipu-

lacidén como es la levadura Saccharomyces cerevisiae, pensando

que los resultados obtenidos con este organismo serian de

interés y podrian extrapolarse a organismos superiores.

Los sistemas de reparacidén de S. cerevisiae

La existencia en 5. cerevisiae de sistemas de reparacién
de lesiones potencialmente letales ha sido puesta en evidencia
mediante el aislamiento de numerosos mutantes que son méas
sensibles que el tipo silvestre a varios mutagenos tales
como luz ultravioleta, rayos X o metano-sulfonato de metilo
(para revisiones recientes, consultar Haynes y Kunz, 1981;
Lawrence, 1982; Lemontt, 1980). Por complementacién se ha
determinado que estos mutantes definen mas de 50 genes distin-
tos, de los cuales sélo uno parece estar implicado en la
fotorreactivacién de dimeros de pirimidina (Resnick, 1969).
El hecho de que todos los demas ﬁarticipen en la reparacién
oscura de todo tipo de dafios es indicativo de la gran comple-

jidad que estos procesos deben tener.

Estudios realizados con mutantes dobles (Brendel y
Haynes, 1973; Game and Mortimer, 1974) han puesto de manifies-
to que estos genes pueden ser clasificados en tres grupos

que se cree representan a otras tantas vias de reparacién.
1. Reparacién por escisidn

Llevada a cabo por los genes del grupo de RAD1l. Consiste
en la eliminacién del dafio producido antes de que el ADN

sea replicado. Para ello se realizan incisiones a ambos
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lados de la zona defectuosa y, tomando como modelo la otra

cadena de ADN, se reproduce la secuencia original.
2. Reparacidn posreplicativa tendente a error

Controlada por lo§ genes del grupo de RAD6, actia cuando
la zona dafiada es replicada antes de poder ser reparada.
E1 ADN nuevo contiene huecos que se presume son el resultado
de la no replicacidén de las zonas dafiadas. Posteriormente
estos huecos son rellenados tomando como modelo la cadena
complementaria. Con frecuencia este tipo de reparacién

genera mutaciones.
3. Reparacidn por recombinacién

Estd controlada por los genes del grupo de RAD52 y
parece ser la via por la que se reparan roturas de cadena

simple y doble.

Este Gltimo grupo parece estar implicado en otros impor-
tantes procesos celulares segin se deduce del hecho de que
mutantes en estos genes presentan fenotipos complejos que
incluyen anormalidades en mitosis, meiosis, recombinacidn,
conversién génica e incluso en la transmisidén normal de
los cromosomas en la mitosis. Sin embargo, se conoce muy

poco de la funcidén de estos genes a nivel molecular.

Nuestro trabajo ha consistido en el aislamiento de
algunos de los genes implicados en la reparacién por recom-

binacidén, concretamente RAD50, RAD51, RADS4 y RADS5 seguida

de una caracterizacién tanto in vivo como in vitro de los
plasmidos que los llevan. Los resultados obtenidos pueden
constituir 1la base para posteriores estudios en 1los que
se podréd determinar los correspondientes productos génicos y
la funcidn concreta que estas proteinas desempeflan en la
célula. Adicionalmente, se ha llegado a aislar y estudiar
en profundidad un gen que codifica un supresor de mutaciones

ambar.
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MATERIALES Y METODOS

Cepas de levaduras: Todas las cepas de S. cerevisiae
utilizadas aparecen con sus respectivos genotipos en 1la
Tabla I; para su construccién se utilizaron las técnicas

genéticas descritas en Sherman et al. (1977).

Estirpes de E. coli: HB1Ol (Boyer y Roulland-Dussoix,
1969), proporcionada por A.J. Clark; JA300 (Tschumper y
Carbon, 1980), proporcionada por J. Carbon; DB6507 (un deriva-
do pyrF de HB101l), proporcionada por D. Botstein; RRL (Nasmyth
y Reed, 1980), proporcionada por K. Nasmyth.

Plasmidos: YEpl3 (Broach et al., 1979) es un derivado
del plésmido pBR322 de E. coli que contiene el gen LEU2
de S. cerevisiae y un fragmento del circulo de 2 u de S.
cerevisiae que contiene el origen de replicacién. El plasmido

pBR322 confiere resistencia a ampicilina y a tetraciclina.

YRp7 (Tschumper y Carbon, 1980) es también un derivado de
pBR322 que contiene el gen TRPl y el origen de replicacidn ARS1

de S. cerevisiae; fué proporcionado por D. Botstein.

YIp5 (Struhl et al., 1979) esta formado por pBR322 y el

gen URA3 de S. cerevisiae. Este plasmido no se puede replicar

autonomamente en una célula de levadura pero puede transfor-
marla por integracién en el genomio. Fué proporcionada por

D. Botstein.

Medios de cultivos y métodos genéticos: Los de levaduras
estan descritos en Sherman et al. (1977). Las pruebas de
auxotrofia se llevaron a cabo en medios completos a los

que les faltaba el requerimiento en cuestidn.

Los medios para E. coli y los correspondientes métodos ge-
néticos estas descritos en Davis et al. (1980); donde se
indica, se afiadié ampicilina y/o tetraciclina a una concentra-

cién de 60 pg/ml y 15 pg/ml, respectivamente.
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Tabla I. Cepas de S. cerevisiae utilizadas
Cepa Genotipo Origen

XS131-5A  MAle rad50-1 leu2-3,112 ura3-52 trpl-289

his3-41 lysl-1 D. Schild
XS133-3B MATa rad51-1 leu2-3,112 ura3-52 trpl-289

his3-A1 D. Schild
XL4-22C MATa rad54-3 leu2-3,112 ura3-52 trpl-289 “*Este trabajo
XL5-3C MATa rad55-3 leu2-3,112 ura3-52 trpl-28%9

his3-A1 hishs Este trabajo
XL39-5A MATa rad55-3 leu2 ura3 (urad) met8 trpl-289

arolD his3 (his5) Este trabajo
DBYS47 MATa ura3-52 ade2-101 D. Botstein
XS132-1A  MATa ura3-52 rad50-1 his3 leu2 trpl-289 D. Schild
X3127-24A MATa lys7 leu2 leul trpl petl7 ura3 thrl

argd his5 ade5.gall **¥YGSC
X4034-22C MATa adel gall leu2 trpl ura3 cdcld leul

his6 metld asp5 petl7 YGSC
X4035-7A MATa adel trpl ura3 leul argd his6 metl4d

pet8 aro7 gall2 YGSC
X3134-4B MATa ura3-52 rad5l-1 leu2 his3 trpl D. Schild
X4004-3A MATa ura3 lys5 trpl met2 YGSC
3971-5B *MATa trpla met8g ade5-7a arolDg ilvlp canlo

lysl-1lp ura3 urado leu2y gallO SUC mal YGSC
XL16-4B MATa rad50-1 leu2 trpl lysl ilvl arolD ura3

(urad) (his3) Este trabajo
XL53 MATa/MATa [rad50-1 leu2 trpl lysl ilvl ura3

arolD (urad) (his3)] Este trabajo
AB320 MATa/MATa [ﬂg trp5-2 ura3-1 (ural-1) metd-1

ade2-1 leu2-1 1lys2-1 canl-100] B. Hall
MT193/3b MATa SUQR5 ade2-1 his5-2 lysl-l trp5-48

canl-100 ura3-1 leul [PSI] B. Cox
XL80-3A MATa rad50-1 leu2—1 trpl-289 ura3-52

his3-41 ade2-102 gal2 gallQ Este trabajo
P49 MATa lys2 gal2 YGSC
DCO4 MATe leu2 adel cir’® YGSC
1453-3A  MATa leu2 his4 suc MAL2 MEL1 CUP YGSC
*

a = ambar, o =ocre, u=dpalo
* %
Para la construccién de las cepas se siguieron los métodos

descritos por Sherman et al.

* %

(1977)

*
YGSC = Yeast Genetic Stock Center, Berkeley, CA., EE.UU.
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Enzimas: Las enzimas de restriccién y 1la ligasa de
T4 fueron suministradas por New England Biolabs y Bethesda
Research Laboratories; se utilizaron segin se€ indica en

los respectivos prospectos.

Extraccién y purificacién de plasmidos: Para extraer
plasmidos de levaduras se utilizé el método descrito por

Nasmyth y Reed (1980).

Para extraer plasmidos de E. coli 'se utilizaron dos
métodos distintos: el de Holmes y Quigley (1981) para prepara-—
ciones rapidas; el de Birnboim y Doly (1979), cuando se
deseaban grandes cantidades de plasmidos. Tras la extraccién
el ADN plasmidico fue purificado mediante un gradiente de
densidad en CsCl-bromuro de etidio, segin se describe en

Davis et al. (1980).

Transformacidén: La transformacién de levaduras se llevd
a cabo segin se describe en Hinnen et al. (1978) con pequefias

modificaciones.

Las estirpes de E. coli fueron transformadas segin

se describe en Davis et al. (1980).

Tratamiento con rayos X: La fuente de rayos X y el
tratamiento usual estdn descritos en Game y Mortimer (1974);
la dosis usada fue de 237,5 rad/seg y la dosis estandard
fue de 57 Krad.

Electroforesis: Las electroforesis se llevaron a cabo
en geles de agarosa (1%) segin el método descrito en Davis

et al. (1980); el tampdén usado fue Tris-borato.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aislamiento de plasmidos que complementan mutaciones rad

Los plésmidos utilizados proceden de un conjunto
de estirpes de E. coli, cada una de las cuales contiene
el vector [YEpl3] (Broach et al., 1979) con distintas inser-
ciones de ADN de S. cerevisiae. Estas estirpes nos fueron
cedidas por el Dr. K. Nasmythy su obtencidén esta descrita

en Nasmyth y Tatchell (1980) y se resume en la Figura 1.

ADN plasmidico fue extraido de 1la coleccién
de estirpes de E. coli segln el método de Birnbaum y Doly
(1979) y purificado mediante sedimentacién en gradiente
de CsCl-bromuro de etidio (Davis et al., 1980). Estos pléasmidos
fueron utilizados para transformar, segin el método de Hinnen
et al. (1980), las cepas de S. cerevisiae X5131-5A, XS133-
3B, XL4-22C y XL5-3C, cuyos genotipos se describen en 1la
Tabla I. Se seleccionaron aquellos transformantes que eran
Leut y, a continuacidén, se probdé la sensibilidad a rayos
X de estas colonias Leu* . En los casos de las cepas portadoras

de rad50-1, rad5l-1 y rad54-3 , alrededor del 0,1% de las

colonias Leu* resultaron ser ademds Rad* (Tabla 1II); en
el caso de la cepa radb5-3 esta proporcién fue del 1%. Si
se considera que el genomio de S. cerevisiae , con sus 123.500
Kb (Lauer et al., 1977) tiene capacidad suficiente para
unos 10.000 genes y que cada plasmido contiene una media
de de 5 a 7 Kb de ADN de levadura, podria esperarse que
un determinado gen apareciera con una frecuencia del 0,05%.
No hemos encontrado ninguna explicacién sencilla para justifi-

car la alta frecuencia encontrada en el caso de radb5.
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ADN dé S. cerevisiae
(cepa AB320)

o

Digestidn par01al con

Sau3A
-— LEU2
o0 ADN de 2 ¥ Gradiente de sacarosa
_— pBR322
) Fragmentos cuasi al azar
Digestién con BamHI (5-20 Kb)

Ligamiento

4 \

e

Transformacidén de E. coli
(estirpe RRI, AmpSTets)

Aislamiento !e colonias
AmpR TetS

Figura 1: Obtencién de la coleccidén de estirpes de E. coli por-
tadoras de plasmidos que contienen fragmentos del genomioc de

5. cerevisiae.
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Tabla II. Proporcién de Rad*/Rad” encontrada entre los trans-
formantes Leut.

cepa recipiente ~ Leu* Rad*/ Leu* Frecuencia
XS131-5A 2/1.850 1/1.000
XS133-3B 6/3.300 1,8/1.000
XL4-22C 2/4.200 0,5/1.000
XL5-3C 14/1.400 10/1.000

Cuantificacién de la complementacidén de las mutaciones rad por

los respectivos plasmidos en las cepas transformadas

Con estos experimentos se pretendidé determinar
hasta qué punto los plasmidos eran capaces de restaurar los
distintos fenotipos silvestres en las cepas que los llevaban.
Concretamente, se estudiaron cuantitativamente la sensibilidad

a rayos X y la esporulacidén y viabilidad de esporas.
1. Sensibilidad a rayos X

Se construyd una serie de cepas haploides y
diploides homocigéticas Rad~™ que llevaban o carecian de los
plasmidos correspondientes. Estas cepas fueron irradiadas
con distintas dosis de rayos X; las curvas de supervivencia
resultantes se compararon con las de cepas similares pero

Rad+(Figuras 2, 3 y 4).

En todos los casos se observd que la presencia
de los plasmidos mejora la resistencia a rayos X de las cepas
que los llevan, si bien el grado de mejora depende de cada
plasmido en particular. El hecho de que en ningin caso el
grado de resistencia supere al del tipo silvestre puede inter—
pretarse como que, una vez alcanzado un cierto nivel de repara-
cién de lesiones, un exceso de producto de los genes RAD

no es capaz de mejorar ese nivel.
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Figura 2. Curva de supervivencia a rayos X de distintas cepas
haploides (cuadros superiores) y diplbides (cuadros inferiores);
derecha, cepas con o sin el plésmido[YEplS—BﬂQ§9—210B]; izquier
da, cepas con o sin el plasmido [YEpl3-RAD51-23];(X) cepas sil-
vestres Rad*; (O) cepas Rad™ sin plasmido; (®) cepas Rad™ con
pléasmido; (—-) supervivencia de las cepas con plasmido calcula-
da suponiendo que en el momento de la irradiacién, todas las

células tenian pléasmido.
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Figura 3. Curva de supervivencia a rayos X de cepas con o sin
el plasmido [YEplB—RAD54—216A]. Cado que la mutacién rad54-3 es
termosensible, los experimentos se llevaron a cabo a 23°C (iz-~

quierda) y a 36°C (derecha). Simbolos igual que en la Fig. 2.
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Figura 4. Curva de superviviencia a rayos X de cepas con o sin
el plasmido [YEp13-RAD55-13C]. Dado que la mutacién rad55-3 es
criosensible, los experimentos se llevaron a cabo a 36°C (dere-

cha) y a 23°C (izquierda). Simbolos igual que en la Fig.2.
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2. Esporulacién y viabilidad de esporas

Una caracteristica fenotipica de algunos diploides
Rad~ es la mala esporulacién y/o la baja viabilidad de las
esporas resultantes (Strike, 1978). Con el fin de determinar
si la presencia de los plésmidos afecta o né a estos fenotipos,
se construyeron y esporularon cepas diploides de las siguientes

clases:

rad [RAD) rad, diploide homocigética Rad~ con plasmido

rad / rad, diploide homocigdética Rad~ sin plasmido

rad [RAD)/ RAD, diploide heterocigética con plasmido

rad / RAD, diploide heterocigdtica sin plasmido

Los resultados expuestos en la Tabla III indican
que la presencia de pléasmido no mejora los defectos en la
esporulacién. Este efecto puede ser explicado, al menos par-
cialmente, por el hecho de que durante la meiosis, se pierden
los plasmidos con una frecuencia tal que sélo del 20 al 60%

de las esporas resultantes los conservan, es decir son Leu’

Tabla III. Efecto de la presencia de los plasmidos en la espo-

rulacién y en la viabilidad de las esporas.

rad50 radbl radb4 rad55

EéP. !Ezgu EéP. VI%B. E?EL VI%B. EéP. VI%B.

rad/rad 35 0 17 39 37 95 0,3 -
rad [RAD]/ rad 22 0 17 87 28 57 0,9 -
rad/RAD 20 71 43 75 8,5 60 8,6 -
rad [RAD ] /RAD 17 64 47 70 13 84 12 -

Mapas de restriccidn

La cepa de E. coli HB10l (hsdR hsdM recAl3 supE44

lacZ4 leuB6 proA2 thi-1 (gl) Sm ; Boyer y Roulland-Dussoix,

1969) fué transformada (Davis et al., 1980) con ADN de las ce-

pas transformantes de S. cerevisiae, segin el método de
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Nasmyth y Reed (1980). Las colonias transformantes de bacte-
rias se seleccionaron por ser AmpR Leu*., Se extrajo y purificé
ADN plasmidico de estos transformantes. Estos pléasmidos
fueron digeridos con la enzima de restriccidén EcoRI y los
fragmentos resultantes separados mediante electroforesis
en gel de agarosa. Segin se indica en la Tabla IV, se identi-
ficaron diversos pléasmidos capaces de complementar a las

mutaciones radbl-l1 o a rad55-3 mientras que aquellos que

complementaban a rad50-1 o a rad54-3 resultaron pertenecer

a clases dunicas. Entre ellos se eligieron para estudios
posteriores aquellos que tenian las inserciones mas pequeiias,
uno por gen RAD clonado. La Figura 5 muestra 1los mapas de

restriccién detallados de cada uno de estos plasmidos.

Tabla IV. Clases de plasmidos aislados, segin se deduce de la

digestién con EcoRI.

Mutacidn n°® de pléasmidos n® de inserciones Tamafio (Kb)
complementada analizados diferentes insercidn
rad50-1 2 1 5,5
radb51-1 6 6 4,3-20,8
rad54-3 2 1 6,2
rad55-3 11 3(8,2,1) 4,7-5,3

Transformacidén de las cepas Rad~ con los plasmidos aislados

Se deseaba probar si alguno de los pléasmidos
aislados era capaz de complementar otras mutaciones rad
ademds de aquella para la que habia sido seleccionado. Asi,
las cepas XS131-5A, XS133-3B, XL4-22C y XL5-3C (Tabla I)
fueron transformadas con cada uno de los pléasmidos. Se probd
la sensibilidad a rayos X de unos 20 transformantes Leu'
por experimento resultando que sélo cuando el plasmido utili-

zado contenia el gen que estaba mutado en la cepa recipiente
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los transformantes eran Rad* . En los demds experimentos,
los transformantes seguian.siendo Rad~ . Estos resultados
indican que aunque todos estos genes estan implicados en
una misma via reparadora, un exceso de producto de uno de

ellos no es capaz de paliar el defecto de otro.

Integracién de los plasmidos en el genomio

Un pléasmido puede complementar a una mutacidn
bien porque 1lleve el alelo silvestre del mismo gen o bien
porque lleve un gen capaz de suprimir génica- o metabdlicamen-—
te a esa mutacidén. De hecho y en el curso de estas investiga-
ciones se ha clonado un gen supresor de &mbar segln se
describird mds adelante. Asi pues, se considerd esencial
comprobar la identidad de los genes clonados mediante integra-
cién en el genomio. La integracidén en un cierto locus cromo-—
somico es considerada como demostracidén suficiente de homolo-

gia entre el gen clonado y dicho locus.
Integracién orientada hacia el locus RADS5

Seglin se observa en la Figura 5 , el plasmido
[YEp13-RAD55-13C] tiene un Gnico lugar reconocible por la
enzima BamHI. Segin describen Orr-Weaver et al.(1981), los
extremos libres son altamente recombinogénicos; por tanto,
si se wutiliza para transformar plasmido cortado con una
enzima de restriccidén, la probabilidad de integracién en
una regién hombéloga a la que ha sido cortada en el plasmido

sera muy alta.

Unos 25 ug del plasmido [YEp13-RADS5-13C] fueron
digeridos con BamHI e inmediatamente utilizados para transfor-
mar la cepa XL5-3C (Tabla I). Entre 35 transformantes Leu'
se encontraron 3 (llamados INTS5-11, -12 y -30) en los que
el plasmido parecia integrado ya que no se observaba pérdida
espontédnea de los fenotipos Leut y Rad‘t.Se cruzé la cepa

INT55-11 por la cepa XL30-5A (Tabla I). El analisis de unas
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60 tétradas descendientes de este cruzamiento reveld que
la integracién habia tenido lugar en el 1locus RADS5: los
marcadores leu2 y rad55 segregaron 2+:2-, todas vlas tétradas
eran de tipo parental para estos marcadores y su distancia
a AROl fue estimada en 40 cM, aproximadamente la misma que
existe normalmente entre RAD55 y AROl (Mortimer y Schild,
1980). De todo esto se concluye que el plédsmido {YEp13-RAD55-

13C] contiene, efectivamente, el gen RADS5.
Integracidn mediante el vector [YIpS5]

Aprovechando la circunstancia de que los plasmi-
dos [YEpl3-RAD50-210B] , [YEpl3-RAD51-23] y [YEp13-RAD54-]
214A contienen dos luge}res de cdrte para BamHI flanqueando
fragmentos de 3 Kb, 3,4 Kb y 1,5 Kb respectivamente, se
pensé en subclonar dichos fragmentos en el vector integrativo
[YIp5] (Scherer y Davis, 1979). Este vector contiene el gen
URA3 y es capaz de replicarse autonomamente en E. coli pero
né en levadura de modo que las colonias Urat seleccionadas

tienen el plasmido integrado.

Antes de proceder con la integracién se estudid
si los fragmentos BamHI-BamHI tenian o no actividad Rad*
subclonadndolos en el vector [YRp7], plasmido replicativo
que lleva el gen TRP1 (Tschumper y Carbon, 1980). Asi, dichos
fragmentos fueron escindidos de "los plasmidos originales
y ligados mediante ligasa de T4 al Gnico sitio de corte
para BamHI que posee [YRp7] . Con la mezcla de ligamiento
se transformé a la estirpe de E. coli JA300 (Tschumper y
Carbon, 1980). De entre los transformantes Trp* AmpR TetS
se selecciond uno por gen clonado, a cuyos plasmidos se 1llamd
[YRp7-RAD..-BB] . Se extrajo y purificé ADN plasmidico de
estas estirpes, ADN que se utilizd paré transformar las
respectivas cepas de levaduras. En los tres casos estudiados,
los transformantes Trp+ seguian siendo Rad— lo que indica ,
que en los plasmidos seleccionados en primer lugar, la activi-
dad Rad* estad total- o parcialmente fuera de los fragmentos

BamHI-BamHI.
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Seguidamente se subclonaron los mismos fragmentos
y de igual forma en [YIp5] con las siguientes diferencias:
la estirpe de E. coli utilizada fué DB6507 (un derivado
pyrF de HB101) y losAtransformantes se seleccionaron por ser
Ura*t AmpR . Los plasmidos asi obtenidos fueron denominados
[YIp5-RAD..-BB] y los integrantes obtenidos al transformar
con estos pléasmidos la cepa DBY947 (Tabla I), INTS0-..,INT51-

e INTS54~.., respectivamente.

A) Estudio de las cepas INTS0.

Se estudiaron 32 cepas INT50 distintas, todas
las cuales eran Ura®t Rad* . Cruzamientos por la cepa XS132-
1A revelaron que ambos marcadores segregaban de forma indepen-
diente lo que indica que la integracién no tuvo lugar en el
locus RADS0 y, como consecuencia, que no existe homologia

entre el fragmento subclonado y el gen RADS5O0.

Tres hipotesis podrian explicar estos resultados:
1) Dado que la mutacién rad50-1 es de tipo ambar (ver mas
adelante), el plasmido [YEpl3—B§Q§9—ZlOB] pcdria ser portador
de un gen supresor de ambar. Sin embargo, seha llegado a demos-
trar por cruzamientos de una cepa que lleva este pléasmido
por la cepa 3971-5B, portadora de muchas mutaciones de tipo
ambar (Tabla I), que este no es el caso.
2) El plasmido [YEpl3—E§2§9—210B] podria contener un gen que
es capaz de complementar funcionalmente a una mutacién radSo,
pero s6lo cuando el nimero de copias de este gen en una célula
es alta.
3) La insercién del pléasmido [YEpl3—B§Q§9—210B] podria estar
compuesta por un minimo de dos piezas Sau3A que han sido liga-
das en el proceso de construccién de los pléasmidos (Figura
1), pero que normalmente estan en diferentes lugares del geno-
mio; el fragmento BamHI-BamHI subclonado 1llevaria la parte

que no es homéloga ni contigua al gen RADSO.
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Ninguna de estas dos Oltimas hipétesis ha podido
ser confirmada por los resultados de los experimentos realiza-
dos. Si que se ha podido determinar mediante cruzamientos
de la cepa INTS50-A por las cepas X3127-2A, X4034-22C y
X4035-7A (Tabla 1), que el gen que lleva en fragmento BamHI-
BamHI estd normalmente localizado en el cromosoma XV, entre

el centrémero y el gen PET17.

B) Estudio de las cepas INTS51

Se obtuvieron 7 integrantes INT51-.., todos los
cuales resultaron ser Ura* Rad*. Uno de ellos, INT51-B, fué
cruzado por XS134-4B y por 3971-5B (Tabla I). El analisis
de las esporas resultantes de estos cruzamientos reveld que
la integracién habia tenido lugar en el locus de RAD5l: los
marcadores URA3 y RADS1 segregaron sélo ditipos parentales
y los marcadores URA3 e ILV1 resultaron estar ligados y a
la misma distancia a la que estan normalmente RAD51 e ILV1
(Mortimer y Schild, 1980)}. Por tanto se concluye que el pléas-
mido que complementa a la mutacidén rad5l-1 contiene realmente

al gen RADSL.

C) Estudios de las cepas INT54

En el caso de las cepas INT54, dos de ellas (INT-A
e INT54-D) eran Ura‘t Rad* pero las otras dos obtenidas (INT54-B
e INT54-C) resultaron ser Urat Rad~ . Teniendo en cuenta que
el fragmento BamHI-BamHI subclonado no tiene actividad Rad*
segin se dijo antes, la aparicidén de transformantes Rad~ podria
indicar que dicho fragmento es totalmente interno al gen RAD54.
Efectivamente, la integracién en un gen de un plasmido que

lleva un fragmento interno de ese gen di lugar a dos genes

\

—-pA_B/N\C D, B C B C D
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Esta hipétesis implica que la integracidén debe ha-
ber tenido lugar en el gen RAD54 y para probarlo se cruzd
INTS4-C por X4004-3A (Tabla I). Todas las tétradas derivadas
de este cruzamiento resultaron ser ditipos parentales para
los marcadores rad54 y ura3; ademds se estimdé una distancia
entre el lugar de integracidén y el gen LYSS de 4,5 cM. Todo
esto confirma que la integracidn habia ocurrido en otro locus,

posiblemente en URA3.

El hecho de que una célula pueda sobrevivir tenien-
do el gen RADS54 interrumpido por una secuencia
exbdgena sugiere que este gen no es esencial para la vida.
Lo que si debe resultar afectada por esta interrupcidn es
la resistencia a rayos X; para probarlo se construyé la curva
de supervivencia a rayos X de la cepa INT54-B. Este experimento
fué llevado a cabo a 23°C y a 36°C dado que la mutacidén radS4-3
es termosensible (Game y Mortimer, 1974). Como control se
utilizé la cepa silvestre DBY947 (Tabla I), cepa de la que
procede INTS54-B.

Los resultados de estos experimentos se muestran
en la Figura 6. Segin se deduce de la parte superior de esta
figura, a 36°C la sensibilidad de INT54-B y la de la cepa
que lleva la mutacidén rad54-3 son idénticas a dosis bajas
de rayos X. La diferencia encontrada a dosis mas altas es
indicativa de que la poblacién de células tratada no es homogé-
nea. Esta poblacién estaria compuesta por:

- un subgrupo , mayoritario en un pricipio, muy sensible a
rayos X

- un subgrupo mas resistente a rayos X que comenzaria siendo
minoritario pero que, a dosis altas, constituiria la casi

totalidad de los supervivientes.

El origen mas plausible de esta subpoblacién resis-
tente seria una reversién de la integracién del pléasmido,

lo que llevaria a la célula a reconstruir su gen RADS54 vy,
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Figura 6. Cuac-lrantes superiores: Curvas de supervivencia a ra-
yos X de cepas con distintos genotipos: (X) tipo silvestre Rad®h
(®) INTS54-C, Rad*; (A) rad54-3, Rad~, termosensible.

Cuadrantes inhferiores: Proporcidn en la poblacidn supervivien-
te a las distintas dosis de rayos X de: (O) Colonias totalmente

Ura~ Rad*; (®, colonias sectoreadas Ura~ Rad'/Urd" Rad .
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simultaneamente, a perder el gen URA3, volviendo a ser auxétro-
fa para el uracilo. Para probar esta hipdtesis se trasplantaron
las colonias supervivientes a las distintas dosis de rayos.
X, a medio que no contenia uracilo. Los resultados (Figura
6, parte inferior) muestran que, efectivamente, la proporcidn
de Ura- aumenta con la dosis hasta alcanzar casi un 90% del
total. Es mas: se encontrd que ademds de las colonias totalmen-
te Urat o Ura™, aparecian colonias con sectox:es Ura* y sectores
Ura™ . La proporcidén de este tipo de colonias en la poblacidn

general sigue una curva en campana lo que puede ser explicado
como consecuencia de que el proceso de pérdida del pléasmido
esta inducido por los rayos X. Estos resultados son muy intere-
santes ya que, hasta ahora, no se habia descrito este tipo

de induccidn.

Aislamiento de un gen que codifica un supresor

Cuando se estaba probando el genotipo de las colo-
nias Leu', originadas por transformacién de las cepas XS131-
5A, X5133-3B, XL4-22C y XL5-3C con la mezcla de plésmidos,
se encontré que una proporcién relativamente alta de ellas
(112/10.700) eran ademas Trp*t. Es mas, en el caso de la
cepa XS131-5A (rads50-1) 1la mayoria de los transformantes
Rad* resultaron ser ademds Trpt . La pérdida simultdnea
de los fenotipos Leut Rad* Trp* puso de manifiesto que los

tres se debian a un mismo plasmido.

Dado que los genes RADS0" y TRP1 se encuentran
en el cromosoma IV pero muy distantes entre si, 160 cM (Mor-
timer y Schild, 1980} y que una reunidén casual de estos genes
en el proceso de fabricacién de los plasmidos hibridos (Figura
1) deberia conllevar una frecuencia mas baja de lo normal,
y no mas alta como es el caso, se descartd la posibilidad
de que los plasmidos en cuestién fueran portadores de ambos
genes. Asi pues se propuso como hipdtesis de trabajo que estos

plasmidos contenian un gen que determina un supresor.
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Se considerd interesante probar la presencia de
un supresor en la poblaéién de plasmidos hibridos dado que
son muchos los investigadores que trabajan con esta mezcla
concreta y podrian, si utilizan mutaciones de fin de mensaje,

reaislarlo creyendo que es el gen que desean clonar.

Las mutaciones rad50-1 y trpl-289 son de tipo &ambar

Para que la hipdtesis del supresor fuera plausible,

las mutaciones rad50-1 y +trpl-289 deberian ser de tipo fin

de mensaje. Para probar si esto es asi, se buscaron revertien-
tes espontidneos e inducidos de estas mutaciones sembrando
una suspensidén de células XS131-5A en medio completo sin trip-
téfano; dos de estas placas fueron irradiadas con 3.375 erg/mm2
de luz ultravioleta. Tras una semana de incubacidén a 30°C
aparecieron un total de 102 colonias Trp*, 14 espontaneas y

88 inducidas. De ellas, 85 (13 esponténeas y 72 inducidas)
resultaron ser Rad*. Esta alta frecuencia de correversidn
ya es indicativa de supresidén pero para demostrar este punto
mas convincentemente 3 de estos revertientes se cruzaron por

la cepa 3971-5B (Tabla I) portadora de muchas mutaciones
del tipo fin de mensaje. El analisis de 12 tétradas derivadas
de cada uno de estos cruzamientos mostrd: una segregacidn
de 3+:1- para los marcadores rad50 y todos los de tipo
dmbar, una segregaci6én de 2+:2- para los marcadores trpl

y todos los demas marcadores. De estos resultados se deduce
que tanto la mutacién rad50-1 como trpl-289 son de tipo
ambar y que los tres revertientes probados llevan supresores

de ambar.

El plasmido aislado suprime sélo mutaciones ambar

Con el fin de probar si el plasmido [YEpl3-
SUP 1 era capaz de suprimir otras mutaciones , se cruzb
la cepa transformada XS131-5A- [YEpl13-SUP] por la cepa 3971-
5B (Tabla I). El andlisis de 30 tétradas derivadas de este
cruzamiento (Tabla V) indicd que la presencia del pliasmido

afecta so6lo a la segregacién de las mutaciones ambar.
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Tabla V. Segregacién de los marcadores presentes en el cruza-

miento XS131-5A-[YEp13-SUP] por 3971-5B.

Segregacidn
Tipo de entre esporas entre esporas
mutacién Leu— (sin plasmido) Leu* (con plasmddo)
Ambar :
met8 20+:18- 59+: 1-
rad50-1 18+:20- 60+: O-
arolD 19+:19- 57+: 3-
ade5-7 17+:21- 32+:28~
trpl(~1+/0-289) 0+:38~ . 20+:40-
Ocre:
lysl 0+:33- 0+:60-
ilvl 22+:17- 35+:31~
canl 20+:18~ 26+ :29-

El hecho de que el plasmido suprima s6lo parcial-
mente la mutacidén &ambar ade5-7 indica que su eficiencia
no es maxima. Para poder cuantificar 1la eficiencia de
la mutacién rad50-1 se construydé la curva de supervivencia
a rayos X de las siguientes cepas:

XL16-4B- [YEp13-SUP), haploide rad50-1 con plésmido

XL16-4B , haploide rad50-1 sin plasmido
XL53- [YEp13-SUP] , diploide homocigdtico con plésmido
XL53 , diploide homocigético sin plasmido

Segin se deduce de la Figura 7, aunque la resis-
tencia de las cepas que llevan plasmido es superior a
las que no los llevan, no se alcanza en ningin caso la
del tipo silvestre lo que indica que la supresidén no es

completa.
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el plasmido [YEpl3-SUP]. Simbolos igual que en la Fig. 1.
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Posibles origenes del supresor

Se consideraron las siguientes hipdtesis acerca

del origen del supresor:

A) El supresor estaba presente en la cepa AB320,
utilizada como fuente del ADN de levadura en la fabri -

cacidén de los plasmidos (Nasmyth y Tatchell, 1980).

B) El plasmido [YEp13-SUP]contiene el factor citoplas-

mico PSI.

C) Considerando que el fragmento LEU2 del vector [YEp13]
contiene un gen que determina un ARNt (Dobson_et al.,
1981; Andreadis et al., en prensa), el plasmido [YEp13-
SUP] podria tener una mutacién en ese gen de modo
que el ARNt es ahora capaz de suprimir mutaciones

ambar .

Estas hipétesis fueron probadas de la siguiente
forma:

Hipbétesis A:

Lo mas probable es que el supresor estuviera
presente en la cepa AB320 (Nasmyth y Reed, 1980). Sin
embargo, entre la descendencia del cruzamiento entre derivados
haploides de AB320 por 1la cepa 3971-5B, no se detectd

la presencia de ningin supresor (Tabla VI).

Tabla VI. Segregacidn de algunos de los marcadores presentes

en el cruzamiento de derivados de AB320 por 3971-5B.

Segregacidn
Esperada Observasda
Fenotipo no SUP SUP
Aro* Aro— 2:2 3,3:1 33:28
Ade*:Ade~ 1:3 1:1,6 12:50
Met+*:Met— 1:3 1:1,6 17:45
Trp*:Trp~ 1:3 1:1,6 13:49

Lys*:Lys~ 1:3 1:3 15:46
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No se puede descartar 1la posibilidad de que
AB320 contenga un supresor débil que sdlo se ponga de manifiesto
cuando en la célula coexisten varias copias del gen correspon-—

diente, tal y como ocurre cuando forma parte de un pléasmido.
Hip6tesis B:

Otra posible explicacién seria que el plasmido
contenga al factor PSI del que se sabe que potencia la expresién
de supesores débiles (Cox, 1965). por tanto se espereria
que todas las cepas en las que se detectaban transformantes
Trp* contengan un supresor débil. Esto no parece ser cierto
segin se desprende de los resultados del cruzamiento de
la cepa XS131-5A (Tabla I) por la cepa MT193/3b (Tabla I):
el andlisis de 12 tétradas derivadas de este cruzamiento
muestra que la presencia de PSI no afecta a la segregacidn

normal de trpl-289 o de rad50-1 ya que en todas las tétradas

estos marcadores segregaron 2+:2-.
Hip6tesis C:

El plasmido [YEpl3-SUP] podria contener un gen
para un ARNt mitocondrial, el cual podria actuar como supresor
cuando interviene en el sistema citoplasmico de sintesis
de proteinas. Esta explicacidén resulta, sin embargo, poco
probable dado que las reglas de tambaleo en el reconocimiento
coddn:anticodén que prevalecen en la mitocondria no permiti-—
rian que un ARNt mitocondrial funcionara como un supresor

de mutaciones ambar exclusivamente (Bonitz et al., 1980).

En este punto, s6lo dos posibles hipdtesis seguian
siendo wvalidas: el plasmido podria llevar el gen supresor
bien en el fragmento LEU2 (Hipétesis D) o en la insercidn
de ADN de 1levadura; en este Gltimo caso, se trataria de
un supresor débil presente en AB320 y sdélo activo cuando

su nimero de copias es alto (Hipdtesis A).
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Para dilucidar entre estas dos hipétesis se

comenzd contruyendo un mapa de restriccién de [YEplS—SUP]
(Figura 8). Una primera evidencia en contra de la hipétesis
D vino del analisis de restriccidén con 1la enzima Xbal.

Segin Andreadis et al. (en prensa), la secuencia de nucleétidos

de una cierta regién del ARNt contenido en el fragmento
TCAAGA )
AGTTCT '
secuencia podria haber mutado a

siendo GTT el anticodén. Esta
TCTAGA
AGATCT
para suprimir mutaciones ambar y, al mismo tiempo, habria
ﬁbTAGA) sin
AGATC; '
embargo y segin se observa en la Figura 8, el fragmento LEU2 no

LEU2 es la siguiente:

lo que la daria capacidad
creado un punto susceptible de ser cortado por Xbal (

contiene ningin punto de corte para Xbal.

Para obtener pruebas mas sblidas acerca del
origen del gen SUP se procedidé a subclonar distintos fragmentos
de [YEpl3-SUP] en diferentes vectores. Los nuevos plasmidos

obtenidos se esquematizan en la Figura 8.
Delecidén del fragmento BamHI-BamHI

Seglin se observa en la Figura 8, el plasmido
[YEp13—§gE] contiene dos sitios de corte para BamHI situados
a unos 0,9 Kb. Con el fin de investigar si 1la actividad
SUP dependia total- o parcialmente de este fragmento BamHI-
BamHI, se elimindé realizando una digestién total con esta
enzima del plasmido y una recircularizacién con ligasa de
T4 posteriormente. Asi se obtuvo el plésmido [ YEp13-SUP-A Bam ]
(Figura 8)que fué utilizado para transformar a la cepa XL80-
3A, derivada del cruzamiento de XS131-5A por 3971-5B. Todos
los transformantes obtenidos resultaron ser Leut Trp*t Radf
lo que indica que el fragmento BamHI-BamHI es irrelevante

para la funcién SUP.
Subclonacién de fragmentos de [ YEp13-SUP- aBam]
en [YRp7]

Mediante digestién con las distintas enzimas
de restriccidén y posterior ligamiento, se construyeron los

siguientes plasmidos hibridos:
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Figura 8. Mapas de restricciéon del plasmido [ YEp13-SUP] y de
sus derivados. Las enzimas de restriccidn utilizadas fueron:
B, BamHI; G, BglII; H, HindIII; P, PstI; R, EcoRI; S, Sall;

X, Xbal.
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1) [YRP7-SUP-LEU2] (Figura 8) formado por el fragmento LEU2
de [YEpl13-SUP-ABam] introducido en uno de los sitios de

corte para PstI del vector [YRp7] descrito anteriormente.

2) [YRp7-8UP-SB] (Fisura 8), un plésmido en el que el fragmento
SalI-BamHI de [YRp7] ha sido sustituido por el de[YEpl3-
SUP-MBam ] .

Ambos plasmidos fueron utilizados para transformar
la cepa XL80-3A (Tabla I) en Trp+ .Tras probar la resistencia
a rayos X y el crecimiento en medio sin leucina de unos
25 transformantes por experimento, se encontrd que: todas
las cepas que llevan el plésmido [YRp7-SUP-SB] eran Trp*
Radt Leu” , mientras que las que llevan el plasmido [ YRp7-
§g§—£§g§] eran Trp* Rad~ Leu*t, lo que indica que el gen
SUP se encuentra en el fragmento Sall-BamHI, es decir en
la insercién de ADN de levadura y né en el fragmento LEU2

del plasmido original [YEp13-SUP].
Integracién en el genomio

Quedaba por demostrar si el supresor es tan
débil que no se pondria de manifiesto en una célula que
lleva una sola copia del gen SUP por genomio, como serian
los casos de AB320 6 de una cepa en la que el plasmido estuviera

integrado.

Para conseguir una cepa con el gen SUP integrado
se introdujo el ya citado fragmento Sall-BamHI en el vector
integrativo [YIp5]antes mencionado, obteniéndose el plasmido

HIp5—§gE—SB](Figura 8). Se transformé la cepa XLB0O-3A (Tabla
I) con este plésmido y se seleccionaron las colonias Urat
Todos los integrantes obtenidos, denominados INTSUP-5B-
1 a -14, resultaron ser Trp~ Rad~ 1lo que indica que, una
vez integrado, este fragmento no tiene actividad supresora.
Consecuentemente se confirma 1la hipbtesis de que el gen
SUP sb6lo es activo en células que contienen varias copias

del mismo.
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Localizacién en el genomio el gen SUP

Con el fin de determinar en qué Alugar habia
ocurrido la integracidén, se cruzaron 12 cepas INTSUP-SB-
por la cepa P49 (Tabla I). Del andlisis de unas 10 tétradas
por cruzamiento se dedujo que, en todos los casos, el marcador
ura3 segregaba 4+:0- lo que indica que la integracién ha
tenido lugar en el locus URA3 y, por consiguiente que estos

integrantes no eran Gtiles para localizar el gen SUP.

Otra forma de conseguir la integracién es la
descrita por Falco y Botstein (en prensa). Segiin este método
cuando un pléasmido que contiene parte del circulo de 2p
es introducido en una cepa cir® (que no contiene circulos
de 2y ), el plasmido se pierde con mﬁcha frecuencia a menos
que espontaneamente se integre en el genomio. Asi, un transfor-
mante que mantenga establemente el fenotipo determinado
por el plasmido serd porque lo tenga integrado. Sin embargo,
en cepas diploides heterocigbticas, el cromosoma en el que
se ha integrado el circulo de 2 u se vuelve geneticamente
inestable, segin se demuestra por la expresién fenotipica

de marcadores recesivos localizados en el cromosoma homélogo.

Asi, 1la <cepa DCO4 (Tabla 1I) fué transformada
con el plasmido [YEp13—§gE—A§§E]. Se seleccionaron dos transfor-
mantes estables Leu* (INT-YEpl3-SUP-1 y -2) que fueron cruzados
por la cepa 1453-3A (Tabla I). Los diploides resultantes
fueron suspendidos en agua y sembrados en medio completo.
En ambos casos y a pesar de que entre el 5 y el 10% de las
colonias probadas eran Leu~, no se observé pérdida simulténea
de los alelos LEU2 e HIS4 lo que indica que la integracién

no habia tenido lugar en el locus LEUZ2.

Las cepas INT-YEpl3-SUP-1 y-2 fueron seguidamente
cruzadas nor 3971-5B (Tabla I). Se analizaron 11 colonias

diploides Leu—- de las que 4 resultaron ser también Trp~ Tyr~
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lo que sugiere .que la integracién tuvo lugar en el cromosoma
IV donde se encuentran TRPl y AROl (Mortimer y Schild, 1980) .

La baja frecuencia de pérdida simultdnea puede interpretarse
como que SUP se encuentra distal a TRPl y AROl o en el brazo

cromosdmico opuesto.
Posibles causas de la alta frecuencia de [YEplB—SUP]

Se pensb que la alta frecuencia (alrededor del 1%)
con que este plasmido se encuentra entre los plasmidos hibridos
podria ser debido a seleccidén a favor de [YEp13—§gE] durante
la multiplicacién en la estirpe RRI de E. coli (Nasmyth
y Tatchell, 1980). Para ello nos basdbamos en: 1) La mutacién
endol de la que es portadora la estirpe RRI es de tipo &mbar
(Wright, 1971), y 2) es posible la supresién de mutaciones
ambar tanto en organismos eucaridticos por ARNt procariéticos
(Struhl et al., 1979), como en organismos procaridticos
por ARNt eucariéticos (Capechi et al., 1975; Gesteland et
al., 1976). Por tanto, se podria pensar que células RRI
que fueran portadoras de un supresor de ambar podrian crecer
mejor que las que no lo tienen. Sin embargo este no parece
ser el caso como se demuestra por el hecho de que células
de RRI transformadas respectivamente con [YEplS—BéQEﬂ—ZlGAl
, [YEplS-BﬂQEQ—ZlOB] y {YEpl3-SUP] no mostraron diferencias
en la tasa de crecimiento, ni en medio nutritivo, ni en medio
nutritivo suplementado con ampicilina (Figura 9). No hemos

encontrado ninguna otra explicacién para esta alta frecuencia.
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Figura 9. Curva de crecimiento en medio nutritivo (simbolos
llenos) y en medio nutritivo con 60 pg de ampicilina/ml
(simbolos vacios) de cepas RRI de E. coli conteniendo 1los
plasmidos: (@,0) [YEpl3-RAD50-210B]; (m,0) [YEp13-RAD54-
216A); (A,A) [YEpl3-SUP].
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