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RESUMEN 

Este trabajo ha consistido básicamente en la 

clonación de algunos de los genes de la levadura Saccharomyces 

cerevisiae implicados en la reparación de daños del ADN. 

Así, se han aislado y caracterizado plásmidos que compl ementan 

a las mutaciones rad50-l, rad51-l, rad54-3 y rad55-3. Mediante 

estudios genéticos se ha determinado la presencia de los 

genes RAD51, RAD54 y RAD55 en los plásmidos respectivos. 

Sin embargo, dos tipos distintos de plásmidos, ninguno de 

los cuales contiene el gen RAD50, complementan a la mutación 

rad50-l : uno de ellos contiene un gen capaz de suplir metaboli

camente a RAD50; el otro contiene un gen, SUP, que determina 

un supresor de mutaciones de tipo ámbar. Se ha comprobado 

que este supresor es tan débil que sólo se manifiesta cuando 

las células contienen múltiples copias de SUP. 
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INTRODUCCION 

La reparación de ADN dañado 

De todos es conocido que la información genética que 

permite que una célula funcione está contenida en su ADN. 

Este ADN está sometido continuamente a alteraciones deleté

reas producidas espontáneamente o inducidas por agentes quími

cos y radiaciones. Para contrarrestar estos efectos y asegurar 

el mantenimiento de su identidad genética, todos los organis

mos disponen de sisteméE de reparación. Así y todo, los daños 

causados al ADN, aunque atenuados por la reparación, son 

responsables de la mayoría de l as mutaciones y de parte de 

las muertes ce lulares. 

Ul timamente, el estud io de los sistemas de reparación 

ha susci tacto un interés especial, sobre todo cuando se ha 

hecho evidente que l a mayoría de los daños reparables pueden 

resultar mutagénicos y/o carcinogénicos . Esta corresponden

cia ha sido apoyada por el descubrimiento de que deficiencias 

en la reparación de fotoproductos del ADN tienen correlac ión 

con l a al ta incidencia de cáncer inducido por luz solar en 

la enfermedad hereditaria conocida como Xeroderma pigmentosum 

( Cleaver y Bootsma, 1975). Otras enfermedades hereditarias, 

cuya característica común es una predisposición al desarrollo 

de cáncer, tales como ataxia telangiectasia, anemia de Fanco

ni, retinob l astoma y progeria,también parecen estar relaciona

das con la reparación defectuosa del ADN (C l eaver, 1980; 

Fr i edberg et al. ; 1979; Setlow, 1978). 

En bacterias se conoce con bastante detalle la enzimolo

gía de los distintos procesos reparadores gracias a l os estu

dios realizados con mutantes y a l a caracterización in vitro 

de las enzimas implicadas en estos procesos (Hanawalt et 

a l., 1979; Lehman y Karran, 1981; Lindahl, 1982). En células 
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de mamíferos el estudio de estos fenómenos está mucho más 

retrasado debido, entre otras cosas, a la mayor complejidad 

estructural y funcional de la célula eucariótica. Sin embargo, 

los modelos, metodología e interpretaciones de los estudios 

hechos en bacterias están siendo aplicados al estudio de 

los sistemas eucarióticos con bastante éxito. Aprovechando 

esta circunstancia nos planteamos la posibilidad de estudiar 

los sistemas de reparación en un eucariont.e de fácil manipu

lación como es la levadura Saccharomyces cerevisiae, pensando 

que los resul tactos obtenidos con este organismo serían de 

interés y podrían extrapolarse a organismos superiores. 

Los sistemas de reparación de S. cerevisiae 

La existencia en S. cerevisiae de sistemas de reparación 

de lesiones potencialmente letales ha sido puesta en evidencia 

mediante el aislamiento de numerosos mutantes que son más 

sensibles que el tipo silvestre a varios mutágenos tales 

como luz ultravioleta, rayos X o metano-sulfonato de metilo 

(para revisiones recientes, consultar Haynes y Kunz, 1981; 

Lawrence, 1982; Lemontt, 1980) . Por complementación se ha 

determinado que estos mutantes definen más de 50 genes distin

tos, de los cuales sólo uno parece estar implicado en la 

fotorreacti vación de dímeros de pirimidina ( Resnick, 1969) . 

El hecho de que todos los demás participen en la reparación 

oscura de todo tipo de daños 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 vías · cte reparación. 

l. Reparación por escisión 

Llevada a cabo por los genes del grupo de RADl. Consiste 

en la eliminación del daño 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. Reparación posreplicativa tendente a error 

Controlada por los genes del grupo de RAD6, actúa cuando 

la zona dañada es repl.icada antes de poder ser reparada. 

El ADN nuevo contiene huecos que se presume son el resultado 

de l a no replicac ión de las zonas dañadas. Posteriormente 

estos huecos son rellenados tomando como modelo la cadena 

complementaria. Con frecuencia este tipo de reparación 

genera mutaciones. 

3. Reparación por recombinación 

Está controlada por los genes del grupo de RAD52 y 

parece ser la vía por la que se reparan roturas de cadena 

simple y doble . 

Este último grupo parece estar implicado en otros impor

tantes procesos celulares según se deduce del hecho de que 

mutantes en estos genes presentan fenotipos complejos que 

incluyen anormalidades e n mitosis, meiosis, recombinación, 

conversión génica e inc luso en la transmisión normal de 

los cromosomas en l a mi tos is. Sin embargo, se conoce muy 

poco de la función de estos genes a nivel molecular. 

Nuestro trabajo ha consistido en el a islamiento de 

a l g unos de los genes implicados en la reparación por recom

binación, conc re tamente RAD50, RAD51, RAD54 y RAD55 seguida 

de una caracterización tanto in vivo como in vi tro de los 

plásmidos que l os llevan. Los resultados obtenidos pueden 

constituir l a base para posteriores estudios e n los que 

se podrá determinar los correspondientes produc tos génicos y 

la función concreta que estas proteínas desempeñan en la 

célula. Adicionalmente, se ha llegado a aislar y estudiar 

en profundidad un gen que codifica un supresor de mutac iones 

é.mbar. 
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MATERIALES Y MBTODOS 

Cepas de levaduras: Todas las cepas de S. cerevisiae 

utilizadas aparecen con sus respectivos genotipos en la 

Tabla 1; para su construcción se utilizaron las técnicas 

genéticas descritas en Sherman et al . (1977). 

Estirpes de E. coli: HBlOl ( 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 HBlOl), proporcionada por D. Botstein; RRl (Nasmyth 

y Reed, 1980), proporcionada por K. Nasmyth. 

Plásmidos: YEpl3 ( Broach et al. , 1979) es un derivado 

del plásmido pBR322 de E. coli que contiene el gen LEU2 

de S. cerevisiae y un fragmento del círculo de 2 µ de S. 

cerevisiae que contiene el origen de replicación. El plásmido 

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 replicaciónARSl 

de ~· cerevisiae; fué proporcionado por D. Botstein. 

Ylp5 (Struhl et al., 1979) está formado por pBR322 y el 

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

autonomamente en una célula de levadura pero puede transfor

mar la por integración en e l genomio. Fué proporcionada por 

D. Botstein. 

Medios de cultivos y métodos genéticos: Los de levaduras 

están descritos en Sherman et al. ( 1977). Las pruebas de 

auxotrofía se llevaron a cabo en medios completos a los 

que les f a ltaba el requerimiento en cuestión. 

Los medios para~ · coli y los correspondientes métodos ge

néticos estás descritos en Davis et al. (1980); donde se 

indica, se añadió ampicilina y/o tetraciclina a una concentra

ción de 60 µg/ml y 15 µg/ml, respectivamente. 

Fundación Juan March (Madrid)
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Tab l a I. Cepas de S. cerevisiae uti l izadas 

Cepa Genotipo Origen 

XS131-5A MA1a rad50- 1 l eu2- 3, 112 ur a3-52 trpl- 289 
his3- lll lysl-1 o. Schild 

XS133- 3B MATa rad51 - l leu2- 3, 112 ura3- 52 trpl- 289 

his3- lll D. Schild 

XL4- 22C 

XL5-3C 

MATa 

MATa 

rad54- 3 leu2- 3,112 

rad55- 3 leu2- 3 ,112 

ura3- 52 trp l-289 **Este trabajo 

ura3-52 trp l-289 
his3- ll l his5 Este crabajo 

XL39- 5A MATa rad55- 3 l eu2 ura3 (ura4 ) met8 trp l-289 
arolD his3 (his5) -- Este trabajo 

DBY947 MATa ura3- 52 ade2- 101 O. Botste i n 

XS132- 1A MATa ura3- 52 rad50- l his3 l e u2 trp l-289 D. Schild 

X3127-2A MATa lys7 l eu2 l eu l trpl pet l 7 ura3 thrl 
arg4 his5 a de5 .gall -- --- -- -- ***YGSC 

X4034- 22C MATa adel gall l eu2 trpl ura3 cdc l4 l eul 

h is6 met14 asp5 petl7 YGSC 

X4035- 7A MATa adel trpl ura3 leul arg4 h i s6 met14 

pet8 aro7 gall 2 YGSC 

XS134- 4B MATa ura3-52 rad51-1 l eu2 h i s3 trpl D. Sch i l d 
X4004- 3A MATa ura3 lys5 trp l met2 -- -- YGSC 

3971- 58 *MATa trp l a met8a ade5- 7a aro l Da i 1 v l o can l o 

lysl- lo ura3 ura4o l e u2u gallo SUC ma l YGSC 
XL16- 4B MATa rad50-1 l eu2 trpl l ysl ilv l aro l D ura3 

(ura4) (his3)-- -- -- -- -- Este traba j o 

XL53 MATa/MAT ~ ad50- l l e u2 trpl l ys l i l v l ura3 
aro1DlU"ra4) (flis3) _] __ -- -- -- Este trabajo 

AB320 MATa/MATa [HO trp5- 2 ura3-1 ( ural -1 ) met4-l 

ade2-l l eu2- l lys2-1 can l-1 00 ~ B. Hall 

MT 193/3b MATa SUQ5 ade2- 1 h is5- 2 l ys l-1 trp5- 48 

ca:nl- lci0ura3-l leul [ Psrr- B. Cox 

XL80- 3A MATa rad5o:l"l:eu2-1 trPi"=289 ura3- 52 

hi53- lll ade2 - ~ 1 2 gallO Este trabajo 
P49 MATa :!.ys2 gal2 -- --- YGSC 

DC04 MATO leUZ ade l cir º YGSC 

1453-3A MATa leu2 his4 suc MAL2 ME Ll CUP YGSC 

* a = ámbar, o = ocre , u = ópalo 

** 
Para l a construcción de las cepas se siguieron l os métodos 

descritos por Sherman et a l . (1977) 

*** 
YGSC = Yeast Genetic Stock Center, Berke l ey, CA ., EE . UU . 
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Enzimas: Las enzimas de restricción y la ligasa de 

T4 fueron suministradas por New England Biolabs y Bethesda 

Research Laboratories; se utilizaron según se' indica en 

los respectivos prospectos. 

Extracción y purificación de 

plásmidos de levaduras se utilizó 

Nasmyth y Reed (1980). 

plásmidos: 

el método 

Para extraer 

descrito por 

Para extraer plásmidos de E. coli ·se utilizaron dos 

métodos distintos: el de Holmes y Quigley (1981) para prepara

ciones r á pidas; el de Birnboim y Doly (1979), cuando se 

deseaban grandes cantidades de plásmidos. Tras la extracción 

el ADN plasmídico fue purificado mediante un gradiente de 

densidad en CsCl-bromuro de etidio, según se describe en 

Davis et al. (1980). 

Transformación: La transformación de levaduras se llevó 

a cabo s egún s e describe en Hinnen et al. (1978) con pequeñas 

modificaciones . 

Las estirpes de E. coli fueron transformadas según 

s e des c ribe en Davis et al. (1980). 

Tratamiento con rayos X: La fuente de rayos X y el 

tratamiento usual están 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%) según el método descrito en Davis 

et al. (1980); el tampón usado fue Tris-borato. 

Fundación Juan March (Madrid)
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RESULTADOS Y DISCUSION 

Aislamiento de plásmidos que complementan mutaciones rad 

Los plásmidos utilizados proceden de un conjunto 

de estirpes de E. coli, cada una de l as cuales contiene 

el vector [ YEpl3) ( Broach et al. , 1979) con distintas inser

ciones de ADN de S. cerevisiae. Estas estirpes nos fueron 

cedidas por e l Dr. K. Nasmyth~ su obtención está descrita 

en Nasmyth y Tatchel l (1980) y se resume en la Figura l. 

ADN plasmídico fue extraído de la colección 

de estirpes de E. coli según el método de Birnbaum y Doly 

(1979) y purificado mediante sedimentación en gradiente 

de CsCl-bromuro de etidio (Davis et al., 1980). Estos plásmidos 

fueron utilizados para transformar, según el método de Hinnen 

et al. (1980), las cepas de S. cerevisiae XS131-5A, XS133-

3B, XL4-22C y XL5-3C, cuyos genotipos se describen en l a 

Tabla I. Se seleccionaron aquellos transformantes que eran 

Leu + y, a continuación, se probó la sensibilidad a rayos 

X de estas colonias Leu+ En los casos de las cepas portadoras 

de rad50-l, rad51-l y rad54-3 alrededor del O, 1% de las 

colonias Leu+ resultaron ser además Rad+ (Tahla II); en 

el caso de la cepa rad55-3 esta proporción fue del 1%. Si 

se considera que e l genomio de~· cerevisiae , con sus 123.500 

Kb (Lauer et al ., 1977) tiene capacidad suficiente para 

unos 10.000 genes y que cada plásmido contiene una media 

de de 5 a 7 Kb de ADN de levadura, podría esperarse que 

un determinado gen apareciera con una frecuencia del O, 05% . 

No hemos encontrado ninguna explicación sencilla para justifi

car l a a lta frecuencia encontrada en el caso de rad55 . 
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' 
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(cepa AB320) 
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Sau3A 

' Gradiente de sacarosa 

Frogmentoa lruaai 
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Transformación de E. coli 
(estirpe RRI, AmpgTetg) 

Aislamiento Je colonias 
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Figura 1 : Obtención de la colección de estirpes de!:_ co l i por

tadoras de plásmidos que contienen fragmentos del genomio de 

S . cerevisiae . 
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Tabla II. Proporción de Rad+/Rad- encontrada entre los trans

formantes Leu+ . 

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 o' 5/1. 000 

XL5-3C 14/1.400 10/1.000 

Cuantificación de la complementación de las mutaciones rad por 

l os respectivos plásmidos en las cepas transformadas 

Con estos experimentos se pretendió determinar 

hasta qué punto los plásmidos eran capaces de restaurar l os 

distintos fenotipos silvestres en las cepas que l os llevaban. 

Concretamente, se es tudiaron cuantitativamente l a sensibilidad 

a rayos X y l a esporulación y viabilidad de esporas. 

l . Sensibi l idad a rayos X 

Se cons truyó una serie de cepas haploides y 

diploides homocigóticas Ra<r que llevaban o carecían de los 

plásmidos correspondientes . Estas cepas fueron irradiadas 

con distintas dosis de rayos X; las curvas de supervivencia 

resultan tes se compararon con las de cepas similares pero 

Rad+(Figuras 2, 3 y 4) . 

En todos los casos se observó que l a presencia 

de l os p l ásmidos me jora la resistencia a r ayos X de l as cepas 

que los llevan, si bien e l grado de mejora depende de cada 

plásmido en particular. El hecho de que en ningún caso e l 

grado de resistencia supere al del tipo silvestre puede inter

pretarse como que , una vez alcanzado un cierto niv e l de repara

ción 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 diploides (cuadros inferiores); 

derecha , cepas con o sin el plásmido[YEpl3-RAD50-210B]; izquie~ 

da, cepas con o sin el plásmido [YEpl3-RAD51-23]; ()()cepas sil

vestres Rad+; (O) cepas Rad- sin plásmido; (e) cepas Rad- con 

plásmido; (--) supervivencia de las cepas con plásmido calcula

da suponiendo que en el momento de la irradiación, todas las 

cé lulas tenían plásmido. 
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Figura 3 . Curva de supervivencia a rayos X de cepas con o sin 

e lplásmido [ YEp l3-RAD54-216A ) . Dado que l a mutación rad54-3 es 

termosens ible, los exper imentos se llevaron a cabo a 23ºC (iz

quierda) y a 36°C (derecha) . Símbolos igua l que en la Fig. 2. 
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Figura 4. Curva de superviviencia a rayos X de cepas con o sin 

el plásmido [YEpl3-RAD55-13C]. Dado que la mutaciónrad55-3 es 

criosensible , los experimentos se llevaron a cabo a .36°C .(dere

cha) y a 23°C (izquierda). Símbolos igual que en la Fig.:2. 
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2. Esporulación y viabilidad de esporas 

Una característica fenotípica de algunos diploides 

Rad- es la mala esporulación y/ o la baja viabilidad de las 

esporas resultantes (Strike, 1978). Con e l fin de determinar 

si la presencia de los plásmidos afecta o nó a estos fenotipos, 

se construyeron y esporularon cepas diploides de las siguientes 

clases : 

rad [ RAD ]/ rad, diploide homocigótica Raer con plásmido 

rad / rad, diploide homocigótica Rad- sin plásmido 

rad [ RAD ]/ RAD, diploide heterocigótica con plásmido 

rad / RAD, diploide heterocigótica sin plásmido 

Los resultados expuestos en la Tabla III indican 

que la presencia de plásmido no mejora los defectos en la 

esporulación. Este efecto puede ser explicado, al menos par

cia lmente, por el hecho de que durante la meiosis, se pierden 

los plásmidos con una frecuencia tal que sólo del 20 al 60% 

de l as esporas resultan tes los conservan, es decir &t>n Leu 

Tabla III. Efecto de l a presencia de l os plásmidos en la espo-

rulación y en la viabilidad de las esporas . 

rad50 rad51 rad54 rad55 

% 
vrls .. E~P. vrls. E~P. VI~B. E~P. vrls. EsP. 

rad/rad _ 35 o 17 39 37 95 0,3 

rad [RAD)/ rad 22 o 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 restricción 

La cepa de ~· coli HBlOl (hsdR hsdM recA13 supE44 

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

1969) fué transformada (Davis et a l ., 1980) con ADN de las ce

pas transformantes de S. cerev isiae, según el método de 
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Nasmyth y Reed ( 1980). Las colonias transforman tes de bacte

rias se seleccionaron por ser AmpR Leu+. Se extrajo y purificó 

ADN plasmídico de estos transformantes. Estos plásmidos 

fueron digeridos con la enzima de restricción EcoRI y los 

fragmentos resultantes separados me diante e lectroforesis 

en gel de agarosa. Según se indica en la Tabla IV, se identi

ficaron diversos plásmidos capaces de complementar a las 

mutaciones rad51-1 o a rad55- 3 mientras que aquellos que 

complementaban a rad50-l o a rad 54-3 resultaran pertenecer 

a c lases únicas . Entre ellos se eligieron para estudios 

posteriores aquellos que tenían las inserciones mas pequeñas, 

uno por gen RAD clonado . La Figura 5 muestra los mapas de 

restricción detallados de cada uno de estos plásmidos . 

Tab l a IV. Clases de plásmidos aislados, según se deduce de la 

digestión con EcoRI. 

Mutación nº de plásmidos nº de inserciones Tamaño(Kb) 

complementada analizados diferentes inserción 

rad50-l 2 1 5,5 

rad51-1 6 6 4,3-20,8 

rad54-3 2 1 6,2 

rad55-3 11 3(8,2,1) 4, 7-5,3 

Trans formac ión de las cepas Rad- con los plásmidos aislados 

Se deseaba probar si alguno de los plásmidos 

aislados era capaz de complementar otras mutaciones rad 

además de aquella para la que había sido seleccionado. As í, 

las cepas XS131-5A, XS133-3B, XL4-22C y XL5- 3C (Ta bla I) 

fueron transformadas con cada uno de los plásmidos. Se probó 

la sensibilidad a rayos X de unos 20 transformantes Leu+ 

por experimento resultando que sólo cuando el plásmido utili

zado contenía el gen que estaba mutado en l a cepa recipiente 
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los transformantes eran Rad + En los demás experimentos, 

los transforman tes seguían . siendo Rad - Estos resul tactos 

indican que aunque todos estos genes están implicados en 

una misma vía reparadora, un exceso de producto de uno de 

ellos no es capaz de paliar el defecto de otro. 

Integración de los plásmidos en el genomio 

Un plásmido puede complementar a una mutación 

bien porque lleve el alelo silvestre del mismo gen o bien 

porque lleve un gen capaz de suprimir génica- o metabólicamen

te a esa mutación. De hecho y en el curso de estas investiga-

ciones se ha clonado un gen supresor de ámbar según se 

describirá más adelante. Así pues, se consideró esencial 

comprobar la identidad de los genes clonados mediante integra

ción en el genomio. La integración en un cierto locus cromo

sómico es considerada como demostración suficiente de homolo

gía entre el gen clonado y dicho locus. 

Integración orientada hacia el locus RAD55 

Según se observa en la Figura 5 el plásmido 

[YEpl3-RAD55-13C] tiene un único lugar reconocible por la 

enzima BamHI. Según describen Orr-Weaver et al. ( 1981), los 

extremos libres son altamente recombinogénicos; por tanto, 

si se utiliza para transformar plásmido cortado con una 

enzima de restricción, la probabilidad de integración en 

una región homóloga a la que ha sido cortada en el plásmido 

será muy alta. 

Unos 25 µg del plásmido [YEpl3-RAD55-13C] fueron 

digeridos con BamHI e inmediatamente utilizados para transfor

mar la cepa XL5-3C (Tabla I) . Entre 35 transforman tes Leu+ 

se encontraron 3 (llamados INT55-ll, -12 y -30) en los que 

el plásmido parecía integrado ya que no se observaba pérdida 

espontánea de los fenotipos Leu + y Rad + • Se cruzó la cepa 

INT55-ll por la cepa XL30-5A (Tabla I). El análisis de unas 
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60 tétradas descendientes de este cruzamiento reveló que 

la integración había tenido lugar en el locus RAD55: los 

marcadores leu2 y rad55 .segregaron 2+: 2-, todas las tétradas 

eran de tipo parental para estos marcadores y su distancia 

a AROl fue estimada en 40 cM, aproximadamente la misma que 

ex iste normalmente entre RAD55 y AROl (Mortimer y Schild, 

1980). De todo esto se concluye que el plásmido (YEpl3-RAD55-

13C) contiene, efectivamente, el gen RAD55. 

Integración mediante el vector [Yip5) 

Aprovechando la circunstancia de que los plásmi-

dos [YEpl3-RAD50-210B) ( YEpl3-RAD51-23) y [ YEp13-RAD54-) 

214A contienen dos lugares de córte para BamH1 flanqueando 

fragmentos de 3 Kb, 3,4 Kb y 1,5 Kb respectivamente, se 

pensó 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 ~. coli pero 

nó en levadura de modo que las colonias Ura+ seleccionadas 

tienen el plásmido integrado. 

Antes de proceder con la integración se estudió 

si los fragmentos BamHI-BamHI tenían o nb actividad Rad+ 

subc loná ndolos en el vector [YRp7), plásmido replicativo 

que ll eva el gen TRPl (Tschumper y Carbon, 1980). Así, dichos 

fragmentos fueron escindidos de · los plásmidos originales 

y ligados mediante ligasa de T4 al único sitio de corte 

para BamHI que posee [ YRp7) . Con la mezcla de ligamiento 

se transformó a l a estirpe de E. coli J A300 ( Tschumper y 

Carbon , 1980). De entre los transformantes Trp+ AmpR TetS 

se seleccionó uno por gen clonado, a cuyos plásmidos se lla mó 

[YRp 7-RAD .. -BB] Se extrajo y purificó ADN plasmídico de 

estas esti rpes, ADN que se utilizó para transformar las 

respectivas cepas de levaduras. En l os tres casos estudiados, 

los transformantes Trp + seguían siendo Rad- lo que indica 

que en los plás midos seleccionados en primer lugar, la activi

da d Rad + está 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 HBlOl) y los transformantes se seleccionaron por ser 

Ura+ AmpR Los plásmidos así obtenidos fueron denominados 

(Yip5-RAD .. -BB] y los integrantes obtenidos al transformar 

con estos plásmidos la cepa DBY947 (Tabla I), INT50- .. , INT51-

e INT54- .. , respectivamente. 

A) Estudio de las cepas INT50. 

Se estudiaron 32 cepas INT50 distintas, todas 

las cuales eran Ura+ Rad+ . Cruzamientos por la cepa XS132-

1A revelaron que ambos marcadores segregaban de forma indepen

diente lo que indica que l a integración no tuvo lugar en el 

locus RAD50 y, como consecuencia , que no existe homología 

entre el fragmento subclonado y el gen RAD50. 

Tres hipótesis podrían explicar estos resultados: 

1) Dado que la mutación rad50-l es de tipo ámbar (ver más 

adelante), el plásmido [ YEpl3-RAD50-210B] pcdría ser portador 

de un gen supresor de ámbar. Sin embargo, se ha llegado a demos

trar por cruzamientos de una cepa que lleva este plásmido 

por l a cepa 3971- 58, portadora de muchas mutaciones de tipo 

ámbar (Tabla I), que este no es el caso. 

2) El plásmido [ YEpl3-RAD50-21 0B ] podría contener un gen que 

es capaz de complementar funcionalmente a una mutación rad50, 

pero sólo cuando e l número de copias de este gen en una célula 

es a lta. 

3) La inserción del plásmido [ YEpl3-RAD50-2108] podría estar 

compuesta por un míni mo de dos piezas Sau3A que han sido liga

das en e l proceso de construcción de los plásmidos (Figura 

1), pero que norma lmente están en diferentes lugares del geno

mio; el fragm e nto BamHI-BamHI subclonado llevaría la parte 

que no es homóloga ni contigua al gen RAD50. 
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Ninguna de estas dos últimas hipótesis ha podido 

ser confirmada por los resultados de los experimentos realiza

dos. Sí que se ha pod i do determinar mediante cruzamientos 

de la cepa INT50-A por las cepas X3127- 2A, X4034- 22C y 

X4035- 7A (Tabla I), que el gen que lleva en fragmento BamHI

BamHI está normalmente localizado en e l cromosoma XV , entre 

el centrómero y el gen PET17 . 

B) Estudio de las cepas INT51 

Se obtuvieron 7 integrantes INT51- .. , todos los 

c ua les resultaran ser Ura+ Rad +. Uno de el l os, INT51-B, fué 

cruzado por XS134-4B y por 3971-58 (Tabla I). El análisis 

de las esporas resultan tes de estos cruzamientos reveló que 

la integración había tenido lugar e n e l l ocus de RAD51: l os 

marcadores URA3 y RAD51 segregaron sólo ditipos parentales 

y los marcadores URA3 e ILVl resultaran estar ligados y a 

la misma distancia a la que están normalmente RAD51 e ILVl 

(Mortimer y Schild, 1980). Por tanto se conc l uye que ~l p l ás

mido que complementa a la mutac i ón rad51 - 1 contiene realmente 

a l g en RAD51 . 

C) Estudios de las cepas INT54 

En el caso de las cepas INT54 , dos de e l las (INT- A 

e INT54-D) eran Ura+ Rad+ pero las otras dos obtenidas (INT54- B 

e INT54-C) resultaran ser Ura+ Rad - . Teniendo en cuenta que 

el fragmento BamHI-BamHI subclonado no tiene actividad Rad+ 

según se dijo antes, la aparición de transformantes Rad- podría 

indicar que dicho fragmento es total mente interno al gen RAD54 . 

Efectivamente , la integración en un gen de un plásmido que 

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

incomplet?~ en tandem de la siguiente forma : 

· .. 

B C .. . •.. .. .... ...•.... . . _ _.B ~~ C ~- P '-1 1 _ 
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Esta hipótesis implica que la integración debe ha

ber tenido lugar en el gen RAD54 y para probarlo se cruzó 

INT54-C por X4004-3A (Tabla I). Todas las tétradas derivadas 

de este cruzamiento resultaron ser ditipos parentales para 

los marcadores rad54 y ura3; además se estimó una distancia 

entre el lugar de integración y el gen LYS5 de 4,5 cM. Todo 

esto confirma que la integración había ocurrido en otro locus, 

posiblemente en URA3 . 

El hecho de que una célula pueda sobrevivir tenien-

do el gen RAD54 interrumpido por una secuencia 

exógena sugiere que este gen no es esencial para la vida. 

Lo que sí debe result&r afectada por esta interrupción es 

la resistencia a rayos X; para probarlo se construyó la curva 

de supervivencia a rayos X de la cepa INT54-B. Este experimento 

fué llevado a cabo a 23ºC y a 36ºC dado que la mutación rad54--3 

es termosensible (Game y Mortimer, 1974). Como control se 

utilizó la cepa silvestre DBY947 (Tabla I), cepa de la que 

procede INT54-B. 

Los resultados de estos experimentos se muestran 

en la Figura 6. Según se deduce de la parte superior de esta 

figura, a 36°C la sensibilidad de INT54-B y l a de la cepa 

que lleva la mutación rad54-3 son idénticas a dosis bajas 

de rayos X. La diferencia encontrada a dosis más altas es 

indicativa de que la población de célu l as tratada no es homogé

nea. Esta población estaría compuesta por: 

un subgrupo 

rayos X 

mayoritario en un pricipio, muy sensible a 

un subgrupo más resistente a rayos X que comenzaría siendo 

minoritario pero que, a dosis al tas, constituiría la casi 

totalidad de los supervivientes . 

El origen más plausible de esta subpoblación resis

tente seria una reversión de la integración del plásmido, 

lo que llevaría a la célula a reconstruir su ge n RAD54 y, 
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Figura 6. Cuadrantes superiores: Curvas de supervivencia ara

yos X de cepas con distintos genotipos: (X) tipo silvestre Rad""; 

(e) INT54-C, Rad""; (6) rad54-3, Rad-, termosensible. 

Cuadrantes inferiores: Proporción en la población supervivien

te a las distintas dosis de rayos X de: (O) Colonias totalmente 

Ura- Rad""; I()¡ colonias sectoreadas Ura- Rad"" /Ur~ Raer . 
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simultaneamente, a perder el gen URA3, volviendo a ser auxótro

fa para el uracilo. Para probar esta hipótesis se trasplantaron 

las colonias supervivientes a las distintas dosis de rayos 

X, a medio que no contenía uracilo. Los resultados (Figura 

6, parte inferior) muestran . que, efectivamente, la proporción 

de Ura - aumenta con la dosis hasta alcanzar casi un 90% del 

total. Es más: se encontró que además de las colonias totalmen

te Ura+ o Ura-, aparecían colonias con secto~es Ura+ y sectores 

Ura . La proporción de este tipo de colonias en la población 

general sigue una curva en campana lo que puede ser explicado 

como consecuencia de que el proceso de pérdida del plásmido 

está inducido por los rayos X. Estos resultados son muy intere

santes ya que, hasta ahora, no se había descrito este tipo 

de inducción. 

Aislamiento de un gen que codifica un supresor 

Cuando se estaba probando el genotipo de las colo

nias Leu + , originadas por transformación de las cepas XS131-

5A, X5133-3B, XL4-22C y XL5-3C con la mezcla de plásmidos, 

se encontró que una proporción relativamente al ta de ellas 

( 112/10. 700) eran además Trp + . Es más, en el caso de la 

cepa XS131-5A ( rad 50-1) la mayoría de los transformantes 

Rad+ resultaran se1· además Trp+ La pérdida simultánea 

de los fenotipos Leu + Rad + Trp + puso de manifiesto que l os 

tres se debían a un mismo plásmido. 

Dado que los genes RAD5o·· y TRPl se encuentran 

en el cromosoma IV pero muy distantes entre si, 160 cM (Mo~

timer y Schild, 1980) y que una reunión ca·sual de estos genes 

en el proceso de fabricación de l os plásmidos híbridos (Figura 

1 ) debería conllevar una frecuencia más baja de lo normal, 

y no más al ta como es el caso , se descartó la posibilidad 

de que los plásmidos e n cuestión fue ran portadores de ambos 

genes. Así pues se propuso como hi pótesis de trabajo que estos 

plásmidos contenian un gen que determ ina un supresor. 
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Se consideró interesante probar la presencia de 

un supresor en la población de plásmidos híbridos dado que 

son muchos los investigadores que trabajan con esta mezcla 

concreta y podrían, si utilizan mutaciones de fin de mensaje, 

reaislarlo creyendo qu'e es el gen que desean clonar. 

Las mutaciones rad50-l y trpl-289 son de tipo ámbar 

Para que la hipótesis del supresor fuera plausible , 

las mutaciones rad50- l y trpl-289 deberían ser de tipo fin 

de mensaje. Para probar si esto es así, se buscaron revertien

tes espontáneos e inducidos de estas mutaciones sembrando 

una suspensión de células XS131-5A en medio completo sin trip

tófano; dos cteestas placas fueron irradiadas con 3 . 375 erg/mm2 

de luz ultravioleta. Tras una semana de incubación a 30°C 

aparecieron un total de 102 colonias Trp+, 14 espontáneas y 

88 inducidas . De ellas, 85 (13 espontáneas y 72 inducidas) 

resultaron ser Rad + . Esta al ta frecuencia de correversión 

ya es indicativa de supresión pero para demostrar este punto 

mas convincentemente 3 de estos revertientes se cruzaron por 

la cepa 3971-58 (Tabla I) portadora de muchas mutaciones 

del tipo fin de mensaje. El análisis de 12 tétradas derivadas 

de cada uno de estos cruzamientos mostró:. una segregación 

de 3+:1- para los marcadores rad50 y todos los de tipo 

ámbar, una segregación de 2+: 2- para los marcadores trpl 

y todos los demás marcadores . De estos resul tactos se deduce 

que tanto la mutación rad50-l como trpl - 289 son de tipo 

ámbar y que los tres revertientes probados ll evan supresores 

de ámbar . 

El plásmido aislado suprime sólo mutaciones ámbar 

Con e l fin de probar si el plásmido [YEpl3-

SUP 1 era capaz de suprimir otras mutaciones se cruzó 

l a cepa transformada XS131-5A- [YEp13-SUP] por l a cepa 3971 -

58 (Tabla I). El análisis de 30 tétradas derivadas de este 

cruzamiento (Tab l a V) indicó que la presencia del plásmido 

afecta sólo a l a segregación de l as mutaciones ámbar. 
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Tabla V. Segregación de los marcadores presentes en el cruza

mi e nto XS131-5A-[ YEp13-SUP] _ por 3971-5B. 

Tipo de 

mutaci ón 

Amb a r : 

me t 8 

r a d50-1 

arolD 

ade5-7 

trpl ( -1+/o-289) 

Oc r e : 

lysl 

ilvl 

canl 

Segregación 

entre esporas 

Leu- (sin plásmido) 

20t:18-

18+ : 20-

19+:19-

17+ : 21-

0+ : 38-

0+:33-

22+:17-

20+:18-

entre esporas 

Leu+ (con plásmddo) 

59+: 1-

60+: O-

57+: 3-

32+:28-

20+ :40-

0+ : 60-

35+:31-

26+:29-

El hecho de que el plásmido suprima sólo parcial

mente la mutac ión ámbar ade5-7 indica que su .eficiencia 

no es máxima. Para poder cuantificar la eficiencia de 

l a mutac i ón rad50-1 se construyó la curva de supervivencia 

a rayos X de las siguientes cepas: 

XL16-4B-[YEpl3-SUP], haploide rad50-l con plásmido 

XL16-·lB 

XL53- [YEpl3-SUP] 

XL53 

haploide rad50-l sin plásmido 

, diploide homocigótico con plásmido 

, diploide homocigótico sin plásmido 

Según se deduce de la Figura 7, aunque la resis

t e ncia de las cepas que llevan plásmido es superior a 

las que no los llevan, no se alcanza en ningún caso la 

de l tipo silvestre lo que indica que la supresión no es 

c ompleta. 

Fundación Juan March (Madrid)



37 

12 24 36 48 

Dosis rayos X (Krad) 

Figura 7. Curva d e supervivencia a rayos X de cepas con o si n 

e l p l ásmido [YEp1 3- SUP]. Símbo los igual que en l a Fig . l. 
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Posibles orígenes del supresor 

Se consideraron las siguientes hipótesis acerca 

del origen del supresor: 

A) El supresor estaba presente en la cepa AB320, 

utilizarla como fuente del ADN de levadura en la fabri -

cación de los plásmidos (Nasmyth y Tatchell, 1980). 

B) El plásmido [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_ ~· 

1981; Andreadis et al., en prensa), el plásmido [YEp13-

SUPJ podría tener una mutación en ese gen de modo 

que el ARNt es ahora capaz de suprimir mutaciones 

ámbar. 

Estas hipótesis fueron probadas de la siguiente 

f orma: 

Hipótesis A: 

Lo más probable es que el supresor estuviera 

presente e n la cepa AB320 (Nasmyth y Reed, 1980). Sin 

embargo, entre la descendencia del cruzamiento entre derivados 

hapl o ides de AB320 por la cepa 3971-58, no se detectó 

la presencia de ningún supresor (Tabla VI). 

Ta bl a VI. Segregación de algunos de los marcadores presentes 

en el cruzamiento de derivados de AB320 por 3971-58. 

Segregación 

Esperada Observaeia 

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 la posibilidad de que 

AB320 contenga un supresor débil que sólo se ponga de manifiesto 

cuando en la célula coexisten varias copias del gen correspon

diente, tal y como ocurre cuando forma parte de un plásmido. 

Hipótesis B: 

Otra posible explicación sería que el plásmido 

contenga al factor PSI del que se sabe que potencia la expresión 

de supesores débiles (Cox, 1965). por tanto se esperería 

que todas las cepas en las que se detectaban transformantes 

Trp+ contengan un supresor débil. Esto no parece ser cierto 

según se desprende de los resultados del cruzamiento de 

la cepa XS131-5A (Tabla I) por la cepa MT193/3b (Tabla I): 

el análisis de 12 tétradas derivadas de este cruzamiento 

muestra que la presencia de PSI no afecta a la segregación 

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

estos marcadores segregaron 2+:2-. 

Hipótesis C: 

El plásmido (YEpl3-SUP) podría contener un gen 

para un ARNt mitocondrial, el cual podría actuar como supresor 

cuando interviene en el sistema citoplásmico de síntesis 

de proteínas . Esta explicación resulta, sin embargo, poco 

probable dado que las reglas de tambaleo en el reconocimiento 

codón: anticodón que prevalecen en la mi tocondria no permi ti

rían que un ARNt mitocondrial funcionara como un supresor 

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

En este punto, só l o dos posibles hipótesis seguían 

siendo válidas: e l plásmido podría llevar el gen supresor 

bien en el fragmento LEU2 (Hipótesis D) o en la inserción 

de ADN de levadura; en este último caso, se trataría de 

un supresor débil presente en AB320 y sólo activo cuando 

su número de copias es alto (Hipótesis A). 
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Para dilucidar entre estas dos hipótesis se 

comenzó contruyendo un mapa de restricción de [YEpl3-SUP] 

(Figura 8) . Una primera evidencia en contra de la hipótesis 

O vino del análisis de restricción con l a enzima XbaI. 

Según Andreadis et al. (en prensa), la secuencia de nucleótidos 

de una cierta región del ARNt contenido en el fragmento 

TCAAGA 
LEU2 es la siguiente: AGTTCT siendo GTT e l anticodón. Esta 

secuenc i a podría haber mutado a TCTAGA lo que la daría capacidad 
AGATCT 

para suprimir mutaciones ámbar y, al mismo tiempo, habría 

ttTAGA . 
creado un punto susceptible de ser cortado por XbaI (AGATG¡) . Sin 

embargo y según se observa en la Figura 8, el fragmento LEU2 no 

contiene ningún punto de corte para XbaI. 

Para obtener pruebas más sólidas acerca del 

origen del gen SUP se procedió a subclonar distintos fragmentos 

de [YEp13-SUP] en diferentes vectores. Los nuevos plásmidos 

obtenidos se esquematizan en la Figura 8. 

Deleción del fragmento BamHI- BamHI 

Según se observa en la Figura 8, el plásmido 

[YEp l 3 - SUP 1 contiene dos sitios de corte para BamHI situados 

a unos 0 , 9 Kb. Con el fin de investigar si la activida d 

SUP dependía total - o parcialmente de este fragmento BamHI

BamHI , se eliminó realizando una digestión total con esta 

enzima del plásmido y una recircularización con ligasa de 

T4 posteriormente . Así se obtuvo el plásmido [ YEp13- SUP--llBam] 

(Figura 8)que fué utilizado para transformar a la cepa XL80-

3A , deriva da de 1 cruzamiento de XS131-5A por 3971- 58 . Todos 

los transformantes obtenidos resultaron ser Leu+ Trp+ Radt 

lo que indica que el fragmento BamHI-BamHI es irrelevan te 

para la función SUP. 

Subc lonación de fragmentos de 

en [YRp7 1 

Mediante digestión con las 

[ YEp13-SUP- r::. Bam] 

distintas enzimas 

de res t ricción y posterior ligamiento, se construyeron los 

sigu i e n tes plásmidos híbridos: 
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Figura 8. Mapas de restricción del plásmido [YEp13-SUP) y de 

sus derivados . Las enzimas de restricción utilizadas fueron : 

B, BamHI; G, BglII; H, HindIII; P, Pstl ; R, EcoRI; S, Sall; 

X, XbaI. 
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1) [ YRP7-SUP-LEU2) (Figura 8) formado por el fragmento LEU2 

de [YEp13-SUP-~Bam] introducido en uno de los sitios de 

corte para Pstl del vector [YRp7l descrito anteriormente. 

2) [YRp7-SUP.-SB] ( Fi.ri;ura 8) , un plásmido en el que el fragmento 

SalI-BamHI de [ YRp7 ] ha sido susti tuído por el de [YEpl3-

SUP-llBam ] . 

Ambos plásmidos 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 encontró que: todas 

las cepas que llevan e l plásmido [YRp7-SUP-SB] eran Trp+ 

Rad + Leu- mientras que las que llevan el plásmido [ YRp7-

eran Trp+ Rad- Leu+ , lo que indica que el gen 

SUP se encuentra en el fragmento SalI-BamHI, es decir en 

la inserción de ADN de levadura y nó en el fragmento LEU2 

del plásmido original [YEp13-SUP] . 

Integración en el genomio 

Quedaba por demostrar si el supresor es tan 

débil que no se pondría de manifiesto en una célu la que 

lleva una sola copia del gen SUP por genomio, como serían 

los casos de AB320 ó de una cepa en la que el plásmido estuviera 

integrado . 

Para conseguir una cepa con el gen SUP integrado 

se introdujo el ya citado fragmento SalI-BamHI en e l vector 

integrat ivo [ Yip5] a ntes mencionado, obteniéndose el plásmido 

[rrp5-SUP-SB] (Figura 8) . Se transformó la cepa XL80-3A (Tabla 

I) con este plásmido y se seleccionaron las co lonias Ura: 

Tod.os los integrantes obtenidos, denominados INTSUP-SB-

1 a -14, resultaren ser Trp- Rad- lo que indi ca que, una 

vez integrado, este fragmento no tiene actividad supresora. 

Consecuentemente se confirma la hipótesis de que el gen 

SUP sólo es activo en células que contienen varias copias 

del mismo. 
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Localización en el genomio el gen SUP 

Con el fin de determinar en qué lugar había 

ocurrido la integración, se cruzaron 12 cepas INTSUP-SB-

por la cepa P49 (Tab la I). Del análisis de unas 10 tétradas 

por cruzamiento se dedujo que, e n todos los casos, e l marcador 

ura3 segregaba 4+:0- lo que indica que la integración ha 

tenido lugar en el locus URA3 y, por consiguiente que estos 

integrantes no eran útiles para localizar el gen SUP. 

Otra forma de conseguir la integración es la 

descrita por Falco y Botstein (en prensa). Según este método 

cuando un plásmido que contiene parte del círculo de 2µ 

es introducido en una cepa cir 0 (que no contiene círculos 

de 2 µ ) , el plásmido se pierde con mucha frecuencia a menos 

que espontaneamente se integre en el genomio. Así, un transfor-

man te que mantenga establemente el fenotipo determinado 

por el plásmido será porque lo tenga integrado. Sin embargo, 

en cepas diploides heterocigóticas, e l cromosoma en el que 

se ha integrado el círculo de 2 µ se vuelve geneticamente 

inestable, según se demuestra por la expresión fenotípica 

de marcadores recesivos localizados en el cromosoma homólogo. 

Así, la cepa DC04 (Tab l a I) fué transformada 

con el plásmido [YEpl3 - SUP - ~Bam]. Se se l eccionaron dos transfor

mantes estables Leu+ (INT-YEpl3-SUP-1 y - 2) que fueron cruzados 

por l a 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 observó pérdida simultánea 

de l os ale los LEU2 e HIS4 lo que indica que la integración 

no había tenido lugar en el locus LEU2. 

Las cepas INT-YEp13-SUP-l y-2 fueron seguidamente 

cruzadas r¡or 3971 - 58 (Tabla I). Se analizaron ll colonias 

diploides Leu- de las que 4 resultaron ser también Trp- Tyr 
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lo que sugiere .que la integración tuvo lugar en el cromosoma 

IV donde se encuentran TRPl y AROl (Mortimer y Schild, 1980). 

La baja frecuencia de pérdida simultánea puede interpretarse 

como que SUP se encuentra distal a TRPl y AROl o en el brazo 

cromosómico opuesto. 

Posibles causas de la alta frecuencia de [YEpl3-SUP] 

Se pensó que la alta frecuencia (alrededor del 1%) 

con que este plásmido se encuentra entre los plásmidos híbridos 

podría ser debido a selección a favor de [ YEpl3-SUP) durante 

la multiplicación en la estirpe RRI de E . coli (Nasmyth 

y Tatchell, 1980). Para ello nos basábamos en: 1) La mutación 

endoI de la que es portadora la estirpe RRI es de tipo ámbar 

(Wright, 1971), y 2) es posible la supresión de mutaciones 

ámbar tanto en organismos eucarióticos por ARNt procarióticos 

(Struhl ~·· 1979), como en organismos procarióticos 

por ARNt eucarióticos (Capechi et al ., 1975; Gesteland et 

~. 1976). Por tanto, se podría pensar que células RRI 

que fueran portajoras de un supresor de ámbar podrían 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 [ YEpl3-RAD54-216A] 

[YEpl3-RAD50-2lOB) y { YEpl3-SUP] no mostraron diferencias 

en la tasa de c recimiento, ni en medio nutritivo, ni en medio 

nutritivo suplementado con ampicilina (Figura 9) . No hemos 

encontra do ninguna otra explicación para esta alta frecuencia. 
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Tiempo(h) 

Figura 9. Curva de crecimiento en medio nutritivo (símbolos 

llenos) y en medio nutritivo con 60 µg de ampicilina/ml 

(s ímbolos vacíos) de cepas RRI de E. coli conteniendo los 

plásmidos: (e, O) (YEpl3-RAD50-210B) 

216A) ; <•,61 [ YEpl3-SUP). 

(•.ol (YEp13-RAD54-
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