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RESUMEN

Se estudió la radiosensibilidad y la cinética de inducción de eventos de conversión y
reversión génica en la cepa D7 de Sacharomyces cerevisiae frente a radiación gamma, en
rangos de dosis entre 100-800 Gy y entre 50-300 Gy, respectivamente. Se utilizó una fuente
de 60Co PX-g-30 con una tasa de dosis 49,43 Gy/min. La curva de supervivencia celular
mostró un DL50 de 150 Gy. La cinética de muerte celular fue lineal con un ajuste superior
a 98 %. La inducción de eventos de conversión génica fue significativa respecto al control
a partir de 50 Gy. Por el contrario, la reversión génica fue significativa solo a partir
de 200 Gy. En general, las frecuencias de eventos de conversión génica fueron superiores
a las de reversión, esto sugiere que la radiación gamma induce preferentemente eventos
recombinogénicos. Tanto para los eventos de conversión como de reversión génica se
obtuvo una dependencia exponencial de la dosis de radiación gamma. Se discutió sobre la
utilidad relativa del ensayo para estudios de mutagénesis y antimutagénesis.

Palabras clave: Daño en el ADN, radiación gamma, conversión y reversión génica,
Sacharomyces cerevisiae.
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Las radiaciones ionizantes en su
interacción con el ADN producen una va-
riedad de daños, entre las que se encuen-
tran: modificaciones de bases, rupturas de
enlaces fosfodiéster de la hélice, uniones
covalentes intracadenas e intercadenas y
entre bases y proteínas.1 Muchas de estas
alteraciones en la estructura de la hélice
del ADN están directamente implicadas en
eventos mutacionales y recombinogénicos
y se le atribuye un papel determinante en
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la génesis de los procesos carcinogénicos y
de envejecimiento de células humanas.2-4

En esta dirección, la estandarización de
ensayos que sirvan de biosensores de daños
genéticos producidos por agentes
mutagénicos, constituyen un tema de inves-
tigación de actualidad y de gran importan-
cia práctica.5

El ensayo de genotoxicidad con la cepa
D7 de S. cerevisiae desarrollado por
Zimmerman en 1975, permite medir 3 tipos



de eventos génicos diferentes: entrecruza-
miento mitótico, conversión y reversión
génica. Dicho ensayo permite evaluar 2 ni-
veles de expresión del daño en el ADN (daño
primario en el ADN y mutación génica) y
su utilidad ha sido probada tanto para agen-
tes químicos como físicos, incluidas las
radiaciones ionizantes.6

Considerando el eventual uso de este
ensayo en estudios de mutagénesis y
antimutagénesis que utilicen radiación
gamma como mutágeno, el presente traba-
jo tiene como objetivo caracterizar la in-
ducción de eventos de conversión y rever-
sión génica en la cepa D7 de S. cerevisiae
frente a este tipo de tratamiento.

MÉTODOS

MICROORGANISMO Y MEDIOS DE CULTIVO

Fue utilizada la cepa D7 de S.
cerevisiae desarrollada por Zimmerman7 en
1975 de genotipo a/a, ade2-119/ade2-40, trp5-
112/trp5-27, ile1-92/ile1-92. Esta cepa per-
mite evaluar 3 eventos genéticos: entrecru-
zamiento mitótico, conversión y reversión
génica. Las células de levaduras conserva-
das en el medio descrito por Bronzetti8 en
1995 y con previo chequeo del genotipo,
fueron crecidas a 32 ºC durante 72 h en
medio completo (A) hasta fase estacio-
naria de crecimiento, centrifugadas a 4
000 rpm durante 15 min, lavadas y sus-
pendidas en agua estéril. La suspención
celular (4-5 x 108 células/mL) resultante,
fue conservada a 8 ºC hasta su uso en los
ensayos de conversión y reversión.

IRRADIACIÓN

La irradiación se realizó en una fuente
de 60Co, modelo PX-g-30M. Las células
fueron irradiadas a diferentes dosis depen-
diendo del tipo de estudio, a una tempera-
tura de 2 ± 0,5 ºC. El valor de la tasa de
dosis fue de 49,43 Gy/min, calculada con el
dosímetro Fricke9 Luego de la irradiación
las células fueron colocadas a 4 ºC hasta
su uso.

RADIOSENSIBILIDAD CELULAR

El estudio de radiosensibilidad celular,
se desarrolló a partir de un cultivo crecido
durante toda la noche en similares condi-
ciones a las antes descritas. Suspenciones
celulares que contenían entre 6-8 x 107 cé-
lulas/mL fueron lavadas y suspendidas en
buffer fosfato (pH 7) y distribuidas en via-
les de irradiación. El rango de dosis gamma
utilizado estuvo entre 100-800 Gy. Fueron
plaqueadas diluciones entre 10-4 y 10-6 para
el control y las dosis 100 y 200 Gy, y entre
10-2 y 10-4 para las restantes dosis.

EVENTOS DE CONVERSIÓN Y REVERSIÓN GÉNICA

Las células crecidas hasta fase esta-
cionaria fueron lavadas, suspendidas en agua
estéril y distribuidas en viales de irradia-
ción en concentraciones de 107 células/mL,
para el estudio de reversión y de 10-5 célu-
las/mL para conversión. Las células fue-
ron irradiadas en un rango de dosis entre
50-300 Gy. Para el cálculo de las frecuen-
cias de conversión y reversión se procedió
según lo indicado por Bronzetti, en 1995.

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los valores medios de viables totales,
convertantes y revertantes fueron calcula-
dos mediante una prueba de Kolmogorov-
Smirnov y posteriormente se comprobó la
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homogeneidad de varianza de los datos por
medio de una prueba de F-máxima. Los
valores medios obtenidos por dosis de ra-
diación, fueron comparados con los contro-
les no irradiados utilizando una prueba de
Dunnet con una significación de 95 %.10 El
ajuste de los datos experimentales al mo-
delo teórico fue desarrollado en el progra-
ma Microcal Origen-PC, versión 5.

RESULTADOS

En el presente estudio, el porcentaje
de supervivencia celular fue considerado
como una medida de la toxicidad de la ra-
diación gamma sobre S. cerevisiae. La curva
de sensibilidad celular mostró un DL50 de
150 Gy (fig. 1).

Con el objetivo de caracterizar la
cinética de muerte celular por este tipo de
tratamiento, se desarrolló un ajuste a los
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datos según el modelo descrito para estos
fines en bacteria.11 Según este modelo exis-
te una relación lineal inversa entre el
logaritmo de la supervivencia y la dosis
aplicada de radiación gamma. Adicio-
nalmente, la muerte celular es consecuen-
cia del daño primario en el ADN produci-
do por la radiación gamma. (fig. 2). Los
datos experimentales obtenidos en el pre-
sente estudio mostraron ajustes de regre-
sión con el citado modelo teórico superio-
res a 0,98 (tabla 1), sugiriendo que este
puede también describir los eventos de
muerte celular en levaduras.

En la tabla 2, se muestran los valores
medios de viables totales, convertantes (me-
dio B) y revertantes (medio C) obtenidos a
las diferentes dosis de radiación gamma. La
inducción de eventos de conversión génica
fue significativa respecto al control a partir
de 50 Gy. Por el contrario, la reversión génica
fue significativa solo a partir de 200 Gy.
Fig. 1. Fracción de supervivencia celular (%) de
la cepa D7 de S. cerevisiae frente a radiación
gamma.
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Fig. 2. Cinética de inducción de los eventos de
conversión y reversión dependientes
 de la dosis de radiación gamma en células de S.
cerevisiae. Dosis (Gy)
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Tabla1. Valores medios de fracción de supervivencia celular, su logaritmo y desviación estándar obtenidos para la diferentes dosis de radiación

                                                                           Dosis(Gy)
                                Contro                       100                     20                  400                    600            800

Fracción de sobrevivencia 1 ± 0 0,58 ± 0,29 0,41 ± 0,25 0,11 ± 0,06 0,03 ± 0,02 0,01 ± 0,07
Ln S * 0 ± 0 - 0,6 ± 0,4 - 1,0 ± 0,4 - 2,4 ± 0,8 - 3,7 ± 0,5 - 4,4 ± 0,6

* El coeficiente de regresión para el ajuste según el modelo descrito por Iwanaami y Oda, (1985) fue de 0,98 (p< 0,01).

Tabla 2. Valores medios de colonias totales, revertantes y convertantes obtenidos para cada tratamiento en la cepa D7 de S. cerevisiae. Son
presentado además, los valores medios de frecuencias de conversión y reversión y sus desviaciones estándar

                                                                                                                                 Dosis (Gy)
                                                Control                              50                                100                           200                           300

Medio A n=52 n=51 n=53 n=53 n=55
Número de colonias totales 143 141 125 129 127
Medio B (typ-) n=21 n=42 n=38 n=44 n=35
Número de convertantes 34 99 163 236 289
Frecuencias de conversión x 105 0,6 ± 0,4 6,3 ± 3,8 * 10,1 ± 7,5* 18,5 ± 9,1*** 23,0 ± 10,9***

Medio C (ile-) n=21 n=31 n=26 n=35 n=35
Número de revertantes 1 6 13 18 28
Frecuencias de reversión x 106 0,4 ± 0,2 0,6 ± 0,5n,s 0,13 ± 0,9n,s 2,0 ± 1,7*** 3,1 ± 2,6***

n: número de réplicas con que fueron calculados los valores medios tabulados; * y ***: significación respecto al control una prueba de Dunnett
para un 95 y 99,9 % de confidencia, respectivamente.
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DISCUSIÓN

En el presente estudio, fueron caracte-
rizados en la cepa D7 de S. cerevisiae los
eventos de muerte celular, conversión y
reversión génica producto de la acción de
la radiación gamma.

El estudio de radiosensibilidad celular
mostró un valor DL50 de 150 Gy. En estudio
previo12 se obtuvo un valor de DL50 de 400 Gy
para la cepa D7 de S. cereviciae. Las dife-
rencias encontradas entre ambos estudios
pudieran deberse al uso de diferentes tasas
de dosis de radiación gamma. Diferentes
autores13 han encontrado que la tasa de do-
sis puede ser un factor determinante en la
sensibilidad celular a este tipo de
mutágeno.

Con el objetivo de caracterizar la
cinética de muerte celular de la cepa D7
producto de la radiación gamma, se desa-
rrolló un ajuste a los datos experimentales
según uno de los modelos que describe di-
cho evento en bacteria.11 Los resultados
mostraron valores de coeficientes de regre-
sión superiores a 0,98 (tabla 1); esto sugie-
re que dicho modelo puede también descri-
bir los eventos de muerte celular en leva-
duras.

Se ha planteado que las roturas de do-
ble cadena en la hélice producidas por irra-
diación gamma son determinantes en la
muerte celular.14 Dardalhon y otros,12 en-
contraron que las roturas de doble cadena
son las responsables de la muerte celular
cuando la cepa D7 de S. cerevisiae es tra-
tada con este mutágeno. Dichos autores
mostraron que a dosis de 100 Gy se podía
detectar este tipo de daño. Los resultados
aquí presentados están acordes con los ob-
tenidos por estos autores.

Como se conoce, el ensayo de conver-
sión génica permite obtener un estimado del
nivel de daño primario producido en el
ADN. En este son detectadas únicamente
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lesiones potencialmente recombinogénicas,
las cuales son susceptibles de ser repara-
das. Por el contrario, la reversión génica
es una medida del nivel de mutación fijada
en la célula. Los resultados obtenidos con
los ensayos de conversión y reversión génica
sugieren que a dosis de hasta 100 Gy una
buena parte de los daños producidos por la
radiación gamma pueden ser reparados,
dado que estos no son fijados como muta-
ción. El hecho de que a dosis menores de
100 Gy, la fracción de supervivencia (fig. 1)
es aún relativamente alta (fracción de super-
vivencia de 60 %), sostiene esta hipótesis.

En general, la frecuencia de conver-
tantes obtenidos en el presente trabajo fue
superior a la de revertantes, lo que sugiere
que la radiación gamma induce preferente-
mente eventos recombinogénicos. Estos re-
sultados están en correspondencia con los
obtenidos por Hoffmman y otros.15-17 No
obstante, el ensayo fue lo suficiente sensi-
ble para detectar mutación, es posible que
de diverso origen y preferentemente indu-
cido por lesiones del tipo modificación de
bases. Otros autores, han mostrado que la
radiación gamma produce mutaciones
génicas en otros tipos de microorganismos
como Salmonella typhimurium.18-20

El ajuste de los datos obtenidos a un
modelo teórico (fig. 2) evidenció que tanto
los eventos de conversión como de rever-
sión siguen una dependencia exponencial de
la dosis de radiación, con un ajuste entre
datos experimentales y modelo teórico su-
perior a 95 %. La cinética de inducción
descrita por estos eventos en S. serevisiae
es similar a la obtenida por otros autores
en Escherichia coli,21 cuando el daño pri-
mario producido sobre el ADN se estima
de forma indirecta por medio de genes re-
porteros de respuesta SOS en bacteria. Esto
sugiere que la radiación gamma produce
daños genéticos a través de mecanismos
comunes en ambos modelos biológicos.



A modo de conclusión se puede plan-
tear lo siguiente:

1. La muerte celular en S. cerevisiae tiene
una dependencia lineal de la dosis de
radiación gamma.

2. La radiación gamma es un potente in-
ductor de eventos de conversión y rever-
sión génica en levaduras.

3. La inducción de ambos eventos cumple
una dependencia exponencial de la dosis
de radiación gamma.

4. La naturaleza del daño preferentemente
inducido por radiación gamma en leva-
duras es del tipo recombinogénico.

5. El ensayo de conversión génica resultó
ventajoso porque permite tener un esti-
mado del nivel de daño inducido en el
ADN a dosis de radiación gamma rela-
tivamente bajas.

6. Los ensayos de conversión y reversión
génica en levadura pueden resultar efec-
tivos para estudios de agentes, tanto quí-
micos como naturales, que modifiquen
el modo de acción de la radiación
gamma.
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SUMMARY

Radiosensitivity and kinetics of induction of gene conversion and reversion events in Sacharomyces cerevisiae
strain D7 to gamma radiation at dose ranges from 100 to 800 Gy and 50 to 300 Gy respectively were studied. A
source of 60Co PX-g-30 at a dose rate of 49,43 GY/min was utilized. The cell survival curve showed DL50 of 150
Gy. Cell death kinetics was linear and adjusted over 98 %. The induction of gene conversion events was significant
in relation to control from 50 Gy on. However, gene reversion was significant only at 200 Gy. Generally speaking,
gene conversion event frequencies were higher than those of reversion, which indicates that gamma radiation
preferably induces recombinogenic events. Both the conversion and reversion events showed exponential dependence
on gamma radiation dose. The relative benefits of this test for mutagenesis and anti-mutagenesis studies were
debated in this paper.
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