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Los micromanipuladores han tenido mucho éxito en todas las ramas de la 
Medicina y Biología donde es necesario llevar a cabo operaciones quirúrgicas o 
químicas sobre animales vivos, organismos vegetales, y en procesos que solo pue
den observarse a través de un microscopio. Con el concepto de micromanipula
ción se entiende la manipulación de objetos minúsculos. Las aplicaciones sobre 
todas las áreas de la Ciencia y Teconología son muy diversas como: Microcirugía; 
microinyecciones de biomoléculas; inseminación artificial; producción de culti
vos unicelulares; aislamiento de virus, bacterias, órganos, parte de órganos ó célu
las; medidas electrofisiológicas, etc. En el área de la Biología, se puede incluir el 
análisis genético de las levaduras, ya que es importante conocer la localización 
cromosómica de un nuevo gen ya identificado, una mutación o un fragmento de 
DNA recientemente clonado. 

Micromanipuladores 

Los micromanipuladores se definen como brazos artificiales de manipulación 
de objetos minúsculos, por lo que están acoplados a diferentes tipos de microsco
pios. En general constan de un sistema de manipulación simple o doble, según la 
técnica a utilizar, que puede estar automatizado o no, sobre un material que sólo 
puede observarse bajo grandes aumentos. A su vez puede estar conectado a una 
pantalla de un ordenador que permite observar con mayor claridad la manipula
ción que está realizándose, e incluso procesar los datos y guardarlos. Así también 
se acoplan cámaras fotográficas, vídeos, etc. Constan fundamentalmente de un 
microscopio con unos mangos de sujeción de micropipetas de inyección, o mani-
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pulación en general; a su vez pueden estar conectados a un motor que automatiza 
sus movimientos; un sistema de microinyección; un portaobjetos controlado por 
un microprocesador, que nos indica las coordenadas de posición de las células a 
estudio; así como la conexión a un ordenador, camara fotográfica, vídeo, etc. 

Las micro-herramientas de trabajo son principalmente micropipetas estiradas, 
hechas de capilares de vidrio con un diámetro de 1 mm. hasta conseguir agujas 
tan finas como de 1 f..Lm. de diámetro. Estas se insertan en unos mangos cuya fir
meza asegura ¡.m movimiento suave de microinyecciones o extracciones. Como 
consecuencia de su fragilidad por un uso continuo, existen unidades termoeléctri
cas de estiramiento de capilares para obtención de agujas de diferente diámetro, 
cuya finalidad es la reproducción de las mismas. 

Análisis genético de las levaduras 

El estudio de la genética de Saccharomyces cerevisiae fué comenzado por 
Winge y colaboradores en el laboratorio Carlsberg en Dinamarca. En 1935, esta
blecieron el ciclo celular haploide-diploide. Las células crecen de forma vegetati
va por división celular mitótica. Las cepas de tipo salvaje son haploides durante la 
mayor parte de su ciclo de vida y existen como uno de los 2 tipos de células o 
tipos de fusión celular (mating), llamados "a" y "alfa". No se llaman masculino y 
femenino, o +1-, porque el proceso de fusión celular es simétrico. Como se sabe, 
toda la información de ambos padres, tanto la cromosómica como la citoplasmáti
ca (no-cromosómica), es aportada a los cigotos. En medios limitantes de nutrien
tes las células haploides conjugan (se fusionan) con células de diferente tipo de 
fusión celular o entran en la fase estacionaria. La conjugación conlleva la forma
ción de un tipo de célula diploide; cuando se le priva de nutrientes entra en la fase 
de meiosis y forma una asea que contiene 4 esporas. 

Cuando las células se ponen en contacto en un medio rico, cada una detiene 
el ciclo celular de la otra cerca del punto de inicio de la vía de producción consti
tutiva de una feromona de fusión. La producida por las células "alfa" se llama 
hormona "alfa" y tiene la secuencia (Trp-His-Trp-Leu-Gln-Leu-Lys-Pro- Gly
Gln-Pro-Met-Tyr). La producida por las células "a" se llama hormona "a" y tiene 
la secuencia (Lys-Gly-Val-Phe-Trp-Ala-Asx-Pro). La feromona alfa, tiene una 
función relacionada con el sexo en levaduras, y es similar en secuencia a la hor
mona hipotalámica, hormona liberadora de gonadotropinas (Glu-His- Trp-Ser
Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2). 

El tipo de fusión celular que se expresa en una cepa de levadura depende de 
qué información esté presente en el locus MAT del cromosoma III. Mientras que 
la mayoría de las cepas de laboratorio mantienen de forma estable su tipo de 
fusión celular, las cepas salvajes alternan rápidamente entre "a" y "alfa". Este 
fenómeno es debido a la presencia de copias extra de información de tipo de 
fusión celular "a" y "alfa" en sitios distantes dellocus MAT en el cromosoma III. 
Estas secuencias son frecuentemente incorporadas al locus MAT con eliminación 
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de las secuencias que residían allí previamente. El gen HO necesario para la reac
ción de transposición, se pierde o es defectuoso en la mayoría de las cepas de 
laboratorio, de manera que estas cepas tienen un tipo de fusión celular estable. 
Este control de "diferenciación" celular por reordenación o transposición de DNA 
es análogo a procesos similares en eucariotas superiores. 

Las células haploides de tipo de fusión celular opuesto, aglutinan en una 
reacción específica y fusionan para formar una célula heterocariótica (Heterokar
yon) transitoria que es una célula simple con 2 núcleos. En el proceso de fusión 
celular normal, ésta es seguida rápidamente por fusión nuclear (Karyogamy) para 
producir un célula diploide (el cigoto). Los cigotos pueden ser reconocidos bajo el 
microscopio y directamente entresacados de un mezcla de fusión celular con una 
aguja de micromanipulador. Más comunmente, se selecciona células diploides de 
la mezcla de fusión celular usando marcadores auxótrofos. 

Las células diploides formadas pueden crecer indefinidamente por mitosis y, 
en cualquier punto, ser inducidas a experimentar meiosis y formación de esporas 
por alteración de las condiciones de cultivo. Específicamente, se usa Acetato 
como fuente de carbono (usualmente 1% de Acetato potásico), y se incluye un 
poco o nada de Dextrosa (0,05% o menos) o fuente de nitrogeno (0,1% de extrac
to de levadura o menos) ya que la meiosis y esporulación son inhibidas por los 
niveles usuales de dextrosa o fuente de nitrogeno. El proceso global lleva de 12 a 
24 horas en medio líquido, pero de 24 a 48 horas en placas, y cada núcleo diploi
de experimenta una meiosis típica produciendo 4 núcleos haploides, cada uno de 
los cuales origina una espora. Estas 4 esporas permanecen dentro de la que era la 
pared de la célula diploide; esta pared se llama asea, y las esporas se llaman 
ascosporas. 

El control nutricional de la decisión mitosis-meiosis es mediado por el siste
ma protein-kinasa dependiente de la AMP-Adenilato ciclasa. Específicamente, el 
AMP cíclico es necesario para comenzar el ciclo celular y actúa en G 1 siempre 
antes del punto de acción de la hormona "alfa". Por otro lado, el AMP cíclico 
debe estar ausente para que las células entren en meiosis. La decisión mitosis
meiosis en levaduras es bastante similar a la decisión crecimiento-diferenciación 
en eucariotas superiores. Quizás por ello no debería sorprendernos que las leva
duras tengan proteínas homólogas a los oncogenes "RAS" de los mamíferos. 
Estas proteínas en levaduras RAS están envueltas en el control de la producción 
de AMP cíclico y por lo tanto en modular la decisión de crecimiento-diferencia
ción en levaduras. Actúan como estimuladoras de adenilato ciclasa dependiente 
deGTP. 

Las 4 ascosporas son rutinariamente separadas unas de otras usando una 
aguja unida a un micromanipulador mientras se observa el proceso bajo un 
microscopio. Este proceso Disección se lleva a cabo bajo 250X aumentos. Para 
tener suficiente espacio entre el objetivo y la superficie de la placa de agar 
sobre la que se va a realizar la disección, es aconsejable usar un objetivo 10X ó 
15X con un par de binoculares 25X ó 20X ó 15X. El campo de trabajo tiene 
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que ser desplazado a lo largo de una sección, y por ello es útil ser capaz de vol
ver al sitio donde previamente se hizo la disección. Esto puede ser realizado 
sin quitar los ojos de los binoculares si el campo de trabajo tiene manipulado
res que se mueven 1 mm por vuelta. Un micromanipulador unido directamente 
al campo de trabajo de un microscopio reduce los efectos de vibraciones próxi
mas y reduce la probabilidad de mover accidentalmente la aguja fuera del 
campo. 

Las 4 esporas de cada tétrada son diseccionadas aparte y situadas en una 
zona definida de una fina placa de agar o agar conteniendo medio rico (YPD). 
Esto puede hacerse (1) directamente sobre una placa de Petri invertida sobre la 
aguja de disección ó (2) plancha de agar sobre una placa de vidrio. En el último 
caso, la plancha debe ser transferida a una placa YPD para germinación y creci
miento. Las esporas clones pueden ser luego [caso (1)] replicadas directamente a 
varios medios para comprobación ó [(1) ó (2)] recogidas e inoculadas en placa 
YPD para crecimiento y posterior comprobación. 

Todos los marcadores utilizados en el cruzamiento son generalmente analiza
dos por resiembra en medios convenientes y realizando tests de complementación. 

Esporulación y disección 

Antes de comenzar el experimento, es importante tomar nota de los siguientes 
puntos. Los cruzamientos deben llevarse a cabo: a)Con células recientemente inocu
ladas, es decir, que estén creciendo activamente. b)Unos 2 ó 3 días antes de la disec
ción, los cruzamientos ya maduros (de 2 ó 3 días) deberán colocarse en nevera a 
4°C, de otra manera las aseas se romperían espontáneamente, y así pueden guardar
se a esta temperatura durante unos pocos días. 

Tradicionalmente, la formación de esporas en cultivos diploides se lleva a 
cabo simplemente transfiriéndolos a un medio carencial tal como acetato potási
co. Esto da lugar a la formación de aseas de 4 esporas. Existen variaciones según 
la especie en el uso de medios líquidos en vez de sólidos; de esporular a 21 oc en 
vez de 27°C; etc. 

En orden a facilitar el aislamiento de las esporas, éstas tienen que ser extraídas 
de la pared del asea. Para digerirla, se sitúa un inóculo del medio de esporulación 
en un tubo de ensayo conteniendo una dilución de 1 :40 de enzima, esterilizada por 
filtración, Glusulasa. Este es un método simple y rápido de obtener esporas libres 
para el propósito de diseccionar la tétrada. Existen numerosos métodos alternativos 
usados cuando el objetivo es la obtención de grandes cantidades de esporas sim
ples, entre los que se encuentran el tratamiento por el calor, la parafina y la electro
foresis para separar células vegetativas de esporas. 

Las tétradas son diseccionadas con la ayuda de una aguja de vidrio muy fina 
montada sobre un micromanipulador. La operación de este instrumento requiere 
un considerable entrenamiento y experiencia, pero con el tiempo las tétradas pue-
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den ser diseccionadas con relativa facilidad. Luego se permite a las esporas sim
ples germinar en la superficie del agar sobre la cual han sido diseccionadas. 
Luego, dependiendo de lo que se desee, las esporas conteniendo el genotipo apro
piado pueden ser fusionadas a otras para construir una nueva cepa. 

Un posible procedimiento con los pasos a seguir se resume de la siguiente 
manera: 

1° PASO: Incubación de las cepas parentales en placas con medio YPD al 
0,5% (Bactopeptona 0,5%, Yeast Extract 1%, Dextrosa 0,5% y Bacto-agar 1,5%) 
durante la noche a 25-30°C. 

2° PASO: Mezcla de pequeñas cantidades de las cepas parentales juntas en 
una placa YPD, y dejarlas crecer de 1 a 2 días a 25-30°C. 

3° PASO: Selección de diploides en placa selectiva, es decir, medio comple
to con falta de al menos 2 aminoácidos, uno de ellos ausente en una de las cepas 
pero presente en la otra, y viceversa con respecto al segundo aminoácido, de 
manera que solamente puedan crecer células diploides. 

4° PASO: Después de 2 días de incubación, siembra de las células diploides 
en placas de esporulación (9,8 gr. de Acetato potásico, 2,5 gr. de Yeast Extract, 1 
gr. de Dextrosa y 20 gr. de Bactoagar, para un litro de mezcla). Se dejan en la 
estufa a 30°C durante 3 a 5 días, y ya están listas para su disección. 

so PASO: Se prepara Glusulasa, al 0,5% de concentración final, con el fin de 
romper las paredes celulares y de las aseas, y se añade un gran inóculo de las 
células esporuladas. Se dejan durante 10 minutos a temperatura ambiente, y antes 
de comenzar la disección se observan al microscopio para ver si la pared de las 
aseas está rota y así poder separar las esporas. Si es así, se detiene la reacción 
añadiendo 0,5 ml. de agua estéril y se coloca en hielo. 

6° PASO: El siguiente paso consiste ya en el proceso de disección de las 
esporas una a una, y su colocación en una placa de YPD separadas a una distancia 
de 1mm ya estandarizado en el microscopio de observación, para poder retornar 
al punto de partida donde está situada el asea con las esporas. Luego se coloca la 
placa en un incubador a 25-30°C, durante al menos 2 días. 

7° PASO: Una vez que las esporas (células haploides) han crecido en la 
placa YPD se replican en placas con diferentes medios, con el fin de estudiar el 
genotipo de cada una a través de su fenotipo. 

Finalmente se realiza una tabla con todas las observaciones, espora a espora 
y tétrada a tétrada, de manera que cada colonia (espora) deberá ser estudiada para 
cada marcador, incluyendo el tipo de fusión celular (mating). Asímismo, debe de 
observarse el tipo de segregación, la posibilidad de segregación conjunta de 
varios marcadores (lo que nos indicaría que su posición física está en el mismo 
cromosoma), etc. También se puede calcular la distancia genética usando la fór
mula que se reseña en el apartado siguiente. Tétradas en las cuales sólo han creci
do 3 de las esporas también pueden ser incluídas en el análisis, ya que se puede 
deducir el genotipo de la cuarta espora. 
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Análisis de tétradas 
El análisis de tétradas es el método de elección para la mayoría de los análi

sis genéticos. Si los padres haploides de un cruzamiento difieren en algún rasgo 
determinado por un gen simple cromosómico, los diploides formados por fusión 
celular serán heterocigotos en aquellocus. La mecánica de la meiosis implica que 
2 de los 4 núcleos formados tendrán el genotipo de uno de los padres y 2 tendrán 
el genotipo del otro padre. Esto se llama segregación 2:2 ( ó 2+:2-). Desviaciones 
de la segregación 2:2 pueden ser debidas a control poligénico del rasgo examina
do, y la conversión génica, recombinación mitótica durante el crecimiento del 
diploide, herencia citoplasmática, o aneuploidía. La precisa segregación 2:2 de 
genes individuales permite deducir con frecuencia el genotipo de una espora a 
partir del de las otras tres en una tétrada. 

Es esencial recordar que el factor determinante de la segregación de un mar
cador en un núcleo hijo es la conexión de las copias del marcador a sus respecti
vos centrómeros. Recombinaciones que ocurren entre un marcador y su centróme
ro pueden cambiar la conexión, pero recombinaciones que ocurren en posición 
distal al centrómero no afectan la conexión. 

Si los padres en un cruzamiento difieren en 2 genes cromosómicos simples 
(como AB x ++) y si estos 2 genes están completamente separados uno del otro o 
de sus respectivos centrómeros, las distribuciones de los alelos mutante y tipo sal
vaje de los 2 genes son al azar con respecto uno del otro. Todos los posibles 
patrones de segregación relativa son como sigue: 

AB AB AB A+ A+ A+ 
AB A+ A+ AB AB A+ 

++ +B ++ +B ++ +B 

++ ++ +B ++ +B +B 

PD T T T T NPD 

El primero de estos tipos de tétradas tiene solo 2 tipos de esporas llamados 
A B y + +. Esta es la llamada tétrada-ditipo. Ya que estos 2 tipos de esporas tienen 
los mismos genotipos que las cepas parentales con respecto a estos 2 marcadores, 
es llamada Tétrada Ditipo Parental (PD). La última tétrada también tiene sola
mente 2 tipos de esporas con respecto a los marcadores A y B, A+ y +B. Como 
estos dos son genotipos recombinantes comparados a los parentales, la tétrada se 
llama Tétrada Ditipo No Parental (NPD). Cada una de las otras tétradas tiene los 
4 genotipos, 2 parentales (AB y ++) y 2 recombinantes (A+ y +B), y así son lla
madas Tétradas Tetratipo (T). Como se puede ver, la relación de tétradas 
PD:NPD:T es 1:1:4 en este caso. Existen desviaciones de esta relación indicando 
ó (1) unión de A y B, en cuyo caso PD es mayor que NPD, ó (2) unión de ambos 
Ay B, a sus respectivos centrómeros, en cuyo caso PD:NPD:T::1:1:<4. 
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Si 2 marcadores B y C están bastante cerca uno del otro, la mayoría de las 
tétradas serán PD. Un cruzamiento simple entre B y C cambia el tipo PD en T. 
Para una segunda recombinación entre B y C, el resultado depende de qué par de 
cromátidas estaban involucradas en el primer cruzamiento. Sólo esta clase de cru
zamiento doble entre cromátidas da lugar a un tétrada NPD. A la inversa, una 
tétrada NPD implica que al menos 2 cruzamientos han ocurrido entre B y C, asu
miendo que están en el mismo cromosoma. El otro posible segundo intercambio 
se realizaría produciendo tétradas tetratipo (doble cruzamiento triple-hebra), o 
produciendo un parental ditipo (doble cruzamiento doble-hebra) y revertiendo el 
efecto del primer cruzamiento. Para llegar a una fórmula simple para distancias 
genéticas, se asume que no ocurren más de 2 cruzamientos en un intervalo corto y 
se basa en que (1) las tétradas NPD son un cuarto del total de los dobles cruza
mientos y (2) las tétradas T son la mitad de las tétradas doblemente cruzadas, un 
número igual a 2 veces las tétradas NPD. 

Así, en el intervalo entre B y C, el total de cruzamientos es igual: 

1 x cruzamientos simples + 2 x dobles cruzamientos = 
1 x (T- 2 NPD) + 2 x (4 NPD) = T + 6 NPD 

Ya que un cruzamiento produce sólo la mitad de esporas recombinantes y 
esporas parentales, el porcentaje de recombinación (es decir, el porcentaje de 
hijos que son recombinantes en el caso límite de distancias muy cortas) es igual a: 

100 x Cruzamientos dobles = 50 (T + 6 NPD) 
2 (Tétradas totales) (PD + NPD + T) 

Las unidades son centiMorgans (cM). Esta formula deriva asumiendo que 
ocurren sólo uno o dos cruzamientos en el intervalo B-C. Esto es bastante erró
neo al aumentar la distancia genética. Fórmulas más precisas han sido publicadas 
y su representación gráfica es una curva que relaciona cM con unidades de mapa 
linealmente aditivas. 
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