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RESUMEM. 

l. a transmisión de ca rae ter es e i tc•P lásmi ce,~ así cc.mo 1 a E 

1 nteracc iones núc l ec0 -Drqane 1 a1·é'::; se '1<:111 es LL1d i adc• en ~·u1· i i\s 

especies, por medio de la fusión de protoplastos con orgnnetos. 

Basadt'ls en la observació11 de que la resistP-nc:i::i cierto~ 

células de mamiforo~ está dRd~ por herencia citoplé~mica. 

Cl~rl; y Sh="Y (1982) demc1stra.1·r.•n que l.""' mite>cc:.ndrtas obtenidas a 

parbT· de células CAP ... •¡ EF·- pc·d.ían trans.ferir sL1 i-<:::isistcmcia 

a célula!':: sensibles pc1r medie:· de end~·c.itosis. con ltna alta 

Frecuer1c i a. 

En Si01.c.:c;.l]~i:Q.m~s§'.2 ~~[~!:'.'..i.§!_@o, Gu,1ge \ 1979) indL1jo L:, ·fusi<'>~l 

de mitocc·ndrias con protoplc:\sto::. p1·ep"'1-adc•s ~ p-~rtir de.- una Cl':Pi:l 

mL1tantl~· pF.tite nE?uti-.;d. 1 con o"".yli.Ja de, ¡:0 1,,lll·til:.:nglit'ul (PE:GJ. 

se ob tuvl c\·on c:é lulas resp i i~a t;o1 i u compe t:e·it-e~.. Si 11 ernh,::;1-gr: , 1 c•t: 

mec:ani"=.mot: pc:•r leos cu.:.des se:• 1 le-.'c-> i'\ cr!;,c: tal pn:oceso, ~r·n lla!:tt-i 

obsta\ote s~ h-=-1n 

pcisit.d !jrJ,,uJes: la prime1-e 

dP. J.~ céluld 

recepto1 ¿ y el ADN mitocondi··iHJ se~ liberad~ de11t1·n d8 lA célul~ 

par :'llql'm p1·r·ce-so rle pinc•c::ltosi'3 y I"' i:;egL•ndi::l, pi·üpc1ne l:< entrad:..~ 

del C<J~anelo intac:tc.• {en este r.asu 10 :nitvc:nnuc1"1) ~-J.:. r::élul..-. 

~ec:eptor~ por algdn proc~so de r~guci~osi~. 



Lc1s trabajos mencionados. al igu.ol que muchos otros, 

basan en las Ci5rc?.cterístic4'\s 'fenotípjc.as de lo~ p1-oductc•s df! 

fusión obtenidos. pa1·a demost1-ar ls tra11sferencia qenética. 

Nuestro ~otud10 tiene la finalidad de demostrar. ni\'e] 

molet:l.tlar. que la transmisión de caracteres extracromos(.micos. -en 

c~te caso mitocondriales- tiacia célul~s receptoras, ocurre poi 

modio do 13 fusi~·n de m1toco11drias resistentes a antimicinc"l A con 

protoplactoa 0bte111dos a partir da una cep& de lov~dur~ sensible. 

p.,_,,-:i. t~l fin. realt=aron tres fusiones entre diferente$ 

c~pas de l'lll~~~r~my~~§ !~~~j§ y se obtuvieron varios producto~ de 

íusióil que se sele:cclonaron por su i-t:!sistenc1a a la antim1cin<:..\ Y 

ceps:. donadora-- lo q1u~ hi:.::c• supone1· qul? se trataba de la fil1Sffi3 

mLd:iilr.:iC.n. 

Pc•steric11-m1?nte. e-e <Ji5ló el f1[1N 1t1il't:•Cc•i1dr!Zd <ADt-1 .nit) do 

c~da prod11cto de fusién y se cortó con diYer~as enzimas de 

n:•=trir::c'ión aprc•vechendo el pc1limorf1smo del AON m1t. (de l'°'s. 

receptora>, y encontré• que c~l patrCd\ 

mitocondr1al de cada tr~nsformante, corresponde ~1 de la cepa 

·..-ec:eptot·d-

De :< 1:ueído se c:lc.nó el 

fragmento de ADM mi t de uno de los pn:•ductos de fuei ón ( lt:, 



tran:fc.nnante C) que cc•ntiene al t;1en que crJdificC\ par-a el 

~poc. i tc·c~r omo b, el cual lleva. Ja mutación p¿-11~n la resistem:ia • 
ant1m1cin~ A corre';!.pondientc al da l• cepa donador"', 

C'bs:el· Vt(rtdr.1 que:.> la mutación dada por uno. dP.leciC•n de 6 

nu::\e6tidc:os, e5tá pn~sent.e en Id cepa TC con lo cuc.l se c:c.ncl1..1ve 

que di c.hrt transforn1ante es un pn1duc: to do fusión verdadero. 



1.0 INTBIJDUCCION. 

J~t Generalidades. 

Las levadLJras son m1croo1·qa1·11smos euc:aric•ntes unicelulares 

que de acL1erdo a su morf'olc1gia .• t=c C:C•ns1deran como un "esto!ldo" en 

el ciclo de vida de los ht•nqos h1f.':'les. 

tres Al Bl Levaduras 

b~sid1ospGrógcnas y C> Levaduras imperfecta~ <20). 

l.~ rél11la >Je levetdura e5tá constituida por la envoltura 

ci!1Ul:3r que con~iste de 1~ mc-mbran.:i plo&sn1át1ca~ el espactc1 

per1ple1smáf;ico. la pc¡red celula1- y eri alqunas especies L<nu c¿i,pa 

·.'i scos::1: l 3. pared c:elular confiere estabilidad mecánica a la 

célula~ n1ienlras que la membrana plasmática constituye el sitio 

pr1mar10 ptlra la requli'lción del intercambio de scdutc•s entre el 

citoplasma '/el medie•; el e~pe.cio per1plai;:;.mát1co, es une; r·eg1C·11 

de loa. envoltura la CLtül está definida po\- la memb1-ana plasmáticC3 

l,::. p~~1·f-c- int.ei-11¿-, de la p~1-ed ci:::•lu]aí; la cr.tp.;.; visceo':la es uncit 

,·eQión pei-iférica de la envolt1ffa, lo cu.:.l está usociada más o 

menos: r.:t-11 la pi.H'te e?~: terna de la pared celular t2~3>. 

Las 1evadL1ras pueden crecer como células haplo1des 

dJplrJl.des y nc<1-malmente se repn..1ducen a~e~:ualmente pc·1- gemac1(..11 

-mitosis ~s1mútr1ca-

reprc1dur.:irse se~:ualmente; e:te l.'.lltimo caso. dos célulan 

h?ploide~ de factor ~exu~l ~ de c~mpAtibll1d~d contrarios~ EH 

fu=lonan paí.:l así fc•r-m.;r un rll:lc.tc• diploide el cual puode 



multipli~arse mitóticamante 

producir nuevas células haploides (1). 

Las levaduras han sido util i.:::adas en d1versc:1s estudios como 

un mode l C• de orqan1 ~'!!1c:1 $ euc.;11- 1 cintc'3, los cu~lcD ~~ pueden 

investiqsr los fenóme110s celul~res, ¡a poseen 

caracte1 h.;ticas, cc:•mo: 

- M11estr<:1n un crecimiento f~ci 1 y 1 apido, por lo q1Je proveen 

una.b1cim~sd micr~b1ana adecuad~ p~ra su estL·d10. 

- Tien~n altern~ncia entre la 1·eproducción se>:ual y •sexual. 

Algun~~ de ellas ~Dn anBeróblcas facultati\·as, par lo cu~l 

pueden derivar su enerqia do qluc1Hisis únicart:e11l:e. 

- Present~n C:•f""Q.:lnelos cc:•n m~te1-jaJ qenétict'• pcopir•, tales 

como la mitocond1·L~t. 

~ Crecen en colonidS lo qua facilita al ~islam1ento 

caro:1c:terjzación de mutante5. 

y 

facul tat i v¿¡s lc:i que hC\ far: i 1 i ladi:· mucho eJ t?stud io de l .c:i5 

fusion~s mitocondriales en ellas. 

Las mJ tocondr1as qeneralm~nte se descrlben como esb·uc.turas 

cilíndricas ri9idas y alarqadus con un diámetro de 0.5 a 1 µ1n~ 

Sin embargr.1. se ha observado qne pt•seen ciE'•ta pla!:';ticidad \" 

movilidad de acuerdo a la especie y al ost3dC• fisiológico de la 

célula, que están ?.socindas: c:on 1.:>rJ ndci-ott~bulos del 

ci toesqueleto en las células eucarionte2. < 16). Las levadLu-as 

P. 



poseen dH 2 ~ 50 1nitocondr1~s pt)r célL•l~. Las n1itoco11d1·i~~ estér' 

cons ti tui r1as de.> di fercntes l·eg i t•nes que:- scin: 

Al que c:cn1t1cnc mucha~ copias de las 

pr~teina~ lran5portadorAs, ld<::: cu.:iles for,nan gr<:i.ndes po1·0!:: 

~CllC•Sc:>5 ~ través de lt:1 membran"' lipídica, y permiten la r~ntrada 

dF? mrilécuJa5 de 10,000 Daltones o menos. 

BJ Memb1·=-i11a intei·n=i. la cual está plegada en nL1merosas crestas y 

po5ee 01 andes cantidades de ca1·diolipin~, fc•sfol ipido que 

lleqa :i 1:i:1n:=.t1tuJ1· 1111 lOX del c:cH1t.e11ldo de lípídC•S en la n1emb1·a11c;1 

y QL~f.:: lF! ayudn L"' =er impermeabl~ a los tc•nes. También posee: 

i J11n::1. ve1i-i1.:idu¡j do protein<:ls t1·a11sportadoras qw~ le otorgan u11a 

per meab i Ji U.;i;d selectiva moléclllas pequeñt:ls, que serán 

metal:tc.J i: ·~·.i~s pr.11· en::im!.is mi t:c•CC•ndrl .,.les r.:oncent:radC\s en l~ 

p1-0dL1ce AíP en lo matriz y iii) proteincis que llevan a cdbo l~s 

CJ L~ D:.lt:11;:: posee una me:.-cld dlt~me11te r.oncent.-~dc:\ de m1les de 

e11:-i111él!:: diiP.rentes, ir1cluy_end1• Jet~ requer-id,:.;s pcir.~ la o~:id.;¡ciDn 

Posee tClinbién algunas copias 

i.déntic,;i~ dP.l qenom~ m1 toc:u11d1 i =il ~ r 1bo!:Eomas mi tocc:indf ia.les. 

ARNt y vii:r1i'lo;:, Pn:"im¿\; que: s~ 1 equJeren p..-r~ 1:3 =-~:presi~·n de las 

Q~ne5 mi t1•condr1Ale!;;. 

D> Espi:!:c-iC. int.ermembranal, tie11P. di 11er:a::is enzimas que permiten 

pa"Ear al A1P dl e>1terior de l~ mo01tr1z dcindE pu~de íosforU~w 

of:r1:.s nt1i:!P.1~tidos y s.ustratos. 



Hay tres clases dú funciones mitocondr1ales: 

l) Las f•mt:iones liqadas a la producción de energia, que emplevn 

eJ qr·adie1,te de protones formad~ por el pas~ d~ lo~ electrones 

l:r<:1vés dP. la cadena respiratori3. 8n la fos·fDrilación de ADP a ATP 

<iosfori lc..ción Q~:idativa> ~ tran~h1droqenac161. entre 

ntH:loót:1dos d~ piridina y la translr:icación de solutos y iones. 

2) Las funciones cMtabc.Hic:as y ~nabólicas. que illt:lt..\yen L .. • 

oxidBCión de los ácidos qrdsDs v piruvato, asi como l~ si11tesi~ 

de pc·t f11·11 ~s. fosíolípidos y ot1·c.s. 

3) ~lgunas 

levadltra<;;. en las cu~les dos células haploides de diferente 

fcictor de c.cunpatibilidad (a y a) y qui:? son igualeG en tümaño se 

fusion.:ir1 y c .. tc•rgan igualP.s cant:idades de AON mitocondrial "'-l 

;: iqC• t-C•. 

ambas células contr1buyer1 igll::<lmente a I« pc•:::a genét i Ci-1 

mitocnndri~l de la progenie, sin embarqo. despt..1és de varias 

qenera.1:1c.•nes de cn;;cimiento vec;U:!t~tivo~ t?l g~nc•:na mitc-1c:o•¡dr1al !!E.1 

estabiliZC1. 

C"l~SP.rvz¡ciones de r.:élHliis ,_.:¡·,~s indican que la 

mitoccn;dria r-o solc• se divide., sinc-. que ocasi.onalmente también se 

fusion~ con otras. Asimismo, en muchas celulas 1<:1 duplicación 

del ADM del C•rganelc-, OC"J está J imi t~da " 1~ fnse de. ·síntesis del 

ADN nuc:le~r -fase S- sino que ocurre a tr<.\Vés del ciclo celular 

.< I). 

L.:. uenética de la mitoc:ondri:3. se ve compltcada por el hecho 



de que e,.;,isten muchas copldS del qenoma m1tocondr1al, qua tiene 

itproximadi'lmente de 2 a 50 mcdéc:ul as de ADN por orga.nelo, lo que 

consti Cuye el 15'l. del ADN celul M t')tal, ounque el número exacto 

de copias en unil célula es tc•davla incierto. 

es t111.a moléculi'\ duple>: circ:ul~r- t:err.oi.da, con una masa C4pronimada 

de E!.O o f'iO x 10• Daltones. Ahc•ra es conocido como el centro de \111 

sistema Qenético semiautónomo. el cual posee un contenido 

qenétii:o único que es expresado d. través de la maquinaria de la 

tran~c.r·ipc1ón y traducción, dentro de las cu¿..les se inclLtye a los 

ribosom~s mitocondriales, ARNt, arnlnoacil sintetasas y muchas 

otras 01lzima.s. El tamaño del qenoma m1tocondrial y 

oi-g:..ni ~:3.c i ón 

eucariontes .. 

de la sec11encia variar enti"f.? los diferentes 

Los qenes mitoc:t:'<\H.h iales cc•d1f"ic~n e~enc:ialmente 

para pocos pol1péptidos eje los complejos respiratorio y cte 

ínsfc.r i l<::1cié•n de l~ membrana inten1a, además de componentes del 

Eist~ms 1tc tr~ducclón n1itoccndri~l. rlprc• ~: 1 m.:\d<:imente el ':f5}~ r1e 

las pn>tel11ns mitc•co11driales !!on codifici'.das en ol m'.tc:leo. 

sinteti/~d~G en el citoplash1a e inc:orpor~das a la 1nitocondrid 

(24, ?5). 

El AON mit varí" en fo1-ma. t:ama~o y cco1nposic:ión de b~ses .. 

En las levaduras oscila entre 12:.8 Megadaltor.es ~ 6f.tm, 18.9. f,b ,e11 

I~.CY!QP~.is ql~ll.t:.~Ü.ª (O'Connor et al., 1976, tomado d~ CO), d 71 

Megadaltor1es (34 t-tm, 1Ci8 Kb) l-"!11 'Qi..:~.t.~ªDQ!T!Y.~4ª~ G~?~~C?.i.i (C\,:lrk

l.Jalker et al, 1981, tomado de 20). 

5 



EJ ADN mit de ªª!;GJ::rnr.2!!l':i!~f€!i r.:e[gY.i§lBQ consiste de c.lrcult-=i 

de 50 Hegada.ltones C25~m, 75 Kb>. <Hollenberq et al 1970, tomad(• 

de 20) y el de ~1V'lYgC.Q!!!'l!.~'2~ 1ª-i;t:is, la. le-vadu1· .. "' aquí estudiada, 

es de 24 Md, (11.4 pm y 37 ~:b) (23). 

EJ ADN mit puede ser separado del ADN nucle~r aprovechando 

que posee comparativ<lmente un menor contenido de G + C y que 

estructnrct. es circular c:e>1-rad.;, c:on diferentes tét:nicas, ccomo 

grad\entes de densidad de cloturo de cesio o cromatograf1a e11 

hidroxi¿¡pa.t J ta. 

Entre los qenes mitocondri3les se encuentran los genes mit y 

los genes syn. Los genes syn c:odifican Pe"''ª cc•mpc•nentcs de l~ 

maquinaria de sint:esi$ de prot.l,.ina$ 111it.ocondriales. Esta clase 

incluye JCJs genes de los ARNs ribosomales y un conjunte• completo 

de qenes rJe ARNs de transferanci0:1. Proteini:'s <:-senci.:\les para la 

traducción 1 a mi tocoridr i.., r:n•eden t.:1mb ión ser CC•di f icadas r~n 

este genoma~ come• el qt:m var de S)ªi;~bfil!:.Q.ffi't!:.~á ~€:'C.~Y~v2.!ªJ~., qLH? 

codific:~ para una protelna ribosonial. 

Lt•S qenes mit, t.:C•difican p::H·a p1~oteinas que forman parte de 

la cadena respir3toria. Esta cl.:."'se qe qenes est1~uctu1-ales están 

involtu:rc.-1dos en la biosintesis de tres subunidades de la 

citocromo oxidasa, el apocitocromo b, que forma parte del 

c.omple,10 cnenzima QH_.-citoc:romo c. O}:ido-reductasa y de dos o tres 

subunidades de ln ATPasa sensible a oligomicina (25). 



maquinar·ía de tran~cripc1ón trad1u:ción de lo 

mitocondria, tc•davía está eiendD investigadi.1, ya. que po~ee 

divereoo componentes con diferentes fltnciones cada En::imf\S 

m1t~condr i~l~s, para producir ca11tidades estequicmétr1cas de la6 

s;.ihunuJ~dr~s que la conformeo.n. Estu ~oordinac1ón podria llevarse 

a cabo ~ tr~vés cJe se~ales c~luld•C5. que aseguren una sír1tesis 

proporc-:ion;\l· y ordeni:\da de los p1 r,t.ein.:.\s. 

Hay !:!Videncia dr;i que existen mutac1c•nes nucleares, que 

~pagan J~ ~íntesis de prodl•ctos genéticos mitDcondr1ale!:'.; 

31mples. Sin embargo. e::isten qenes m1tocondriales tales co1no 

los qclles para el citocromo b y la st.1bL1nidC1d 1 de la citocrc.'1110 

º"Jdasa~ que nfrRcen medidas elternati·1~s para el control nucledr 

comn 5,·.n l<-• preo;;:~r.c:ia de "intrrines ~1.1 neneim~ y e 1 c>.u to-

prr.ce':>::tm1+.2-ntr• (8u1:0-spl1cinq). LiJ 1nayc.1·\¿, de los polipéptidos 

m)tt·c·1)1'ch·j,,1_]Q!:- srm codi·f11'.".r1dc•s e11 ~l núcleo. L;.\ cluplicJciOn y 

'""~:pres11'.n ele lns gen1.:-~ 111i t:oc.c•11d1·iales t-.c.n también procesc.s 

dependientes del nt.kleo, ya q~1e Ir. peolimerasa del ADN mit, la 

polimeras:t del ARN y las prot~inas 

especificadas por genes nucleare9. 

En =ll911113s or:asionr~s, puede ocurrir que- lt:•s l}enes nuclea1-~!ó 

sufreHl 1H1tc:1c io11r~s que afecten ¡.¡J. con•pcu t 1n1entr• 1111tocc..ndri~l 

lo cual pr ovot:a un mal funciltni:tHi"ÍPnto del organ•:?lo, lv que se 

mani"fim::ta pc·r la inc~pacidad dP. 101.s células para cr·ecer en 
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mi:dÍo'!J 11r*J fe1·ment~bles <mutaciones "pet"). Lac. 01L1t'ac101112s rtue 

:.tf"ec: t~.n a los genes raqu l ado.-es puedt~n ten•::-1· cc•nst"·c1.1enc i üS 

simpleo:: o n:.mplejas. Pc•r otra pcl1 te, enl!::lte11 muchas mutac:ic•ne~ 

que c:onfieron resi5tencia a droqas y ant1biC.ticos, r.¡ue a·fec:t~n1 al 

sistema m~tocondrial en forma espec.i·fica. 

b!;Jsta J3s pre• t:e i n~s mitocondriales~ 

sintetizadas sobre lo~ ribosomae citopl~smicos, necesita 

trc;nsportadd del r.1f'r..1p1 cJ!:::ma a 1 o~ compm·t imeontos i nternc·~ del 

organ~lc.:.. L..::.t-e prt•ce~c· prob~bler.1cnte involucra rJc:"::: ~ventc:.s: al el 

f'Qcor.vcimii->nt-.o r/E' un¿\ membrana b1.::inc:o y bl la tra11slocc;ici~q1 dU" ltt. 

proleJr,3 a tra'..-és de las memb1 fl(li\5. El flecho de que c~da 

membt·ana r.:ontenqa c:omo parte de uu c:onsti tuc1ón un conjunto de 

prc..·,ti:.->ínnc:::, rmdría r:er· le\ ex1stenr.ia de 1·ec:eptc•res membrana.le$ 

:;;c•lilmente un subconjunto de proteínas 

ci topl,;;.~urric:c:<s; sin embargo. el transport~ de protelnas 

mi f:or.ondr 'tales difigort:.• dF.! ac-uerdo a cada proteína~ En el case. de 

l.::i mitocnndr·ia, ?ilqunos de lc-Js naceptc•res -nrc.tr. .. ínas~ llpidos o 

w1a combinación d1~ ambos·- u~sirlm1 en lC\ membr,Jna e>:ternQ~ Los 

pi-oce~c.o.:: td:ili:o:.:1dos p«ra su tr.:111srJ01-te, pueden ser la diíusión 

pasi"'"' 

faci l i tcido en el r:ual t1ay ttrlñ 1 ntF.'rMCC: i~·n -cJ l ;ec tn de la proteín.:i 

con ~lqún componente de la membr,Jna~ La membrana interna funcion.3 

r.omo un¡;; s:cgund¿. barrer~ y actüa· distribuciósi de las proteínas 

ent·.-e la 111atri~, el t:.>~.pac'l.o intermembran.:tl e• J¡~ membr¿¡na. interna 

mis.mc1 (20, 2::i). 
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Ya que 1~ mitocondria tiene su propio ADN, es posible hablar 

de mutaciones mitocondriales. El ejemplo c1as1c:o de este tipo 

ha sido la llamo.,da mutación "petite 11 en§~ ~~·=~!::'.i~Hª~' la ._~1~1 

fue descrita primeramente por Ephrussi hace más de 30 a.~05. 

En e:zt¿\.f3 mutuntes h¿:i.y delec1cint'2"-· más e• menos grandes de.i f:\DN mi t 

y el fr·aqmento que subsiste es 1eiterado, hasta llegar a tener un 

t='-maí1c• similar al del AOt·I qw? le• originó. DeE'puési de Yi.'rt~5 

qener·e.c:iC\flQ\5• esta qenoma adquiere caracter:!stlcaa fij;as•y es 

tr!lnsrr.it:ido a la prc•genie. F"1:11· ser una delccic!·n~ la mutC)ción 

"petitr.?" e!iS muy estable. LL-is mutantes petite son c.;1.paces de 

crecer en medic•s con qlucos'"' como fuente de c:a,·bonc., ya que 

derlv~11 enerqia de la glucólisis. 

En cui3lquier "fase da su clclo de vida, la!!. coloni<:11s 

provenientes de la.s mutantes, s:r,n mucho más peque1':\as que las 

formadas por célulo.ts r.01·mates, de ah.i. el nombre de muta.·1t.es 

'
1petite-culonie''. Cuando trr\nsferidas 111edlc•S no 

rern.entabl8S comD ml ql1cerol. el etdnal o el lact~to, l~s 

mL1ta11tf.!'3 pet1 te no o;:on ce.pace~ de crecer yi:l. que c:nrecen Me un¡, 

mi tocondr i a ftnlcional. 

H::iy diícrent~s tipr.•s de u.utantcs petite: equéllas que no 

tienei1 AOM mit y que son ll'""madíis m~tantes F:ho 0 y las llamada~ 

111utan tes Rho-, las cu a les <.:::.e p~·C?sent~n cc:·n a 1 t? ·frec:uenc i a y. que 

son e1 1·esultado de delec:ione~ grandes del ADN mit; como ym 

di jimc•s., en E:ste caso los residuc1s de ADN q1,1e quf~dan ,·so11 

rei te1-ados. 
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LilS rnntantP.s Rho- tienan w1:::1 b11ena viabilidad '/ crecimiento 

en medios de qlucosat en cnmb10. li.\s mutante Rhr•" rm.1estran un 

r.:1ec1mient;. pobre y una baja viaoil1dad <e4~ 25> .. 

Un el 

medie. fermentable. Estos agentes rtctuan cc•rtio 

E.E•ler:ti...,.CJ: de la síntesis de proteínas mitocc•ndriales, de la 

cadena 1 c>f:.-plratc•ria terminii\l~ o de la ATP s1ntasa Lensible a 

C'll iq0Hilc111:\. E~-dos t.icnP.n ccinccntr~ciones mínimas inhibito1·ias 

qL1e !:ll)l\ t;ign1f1cativ~meote bajas en medios n~. fermentables. en 

Algunos ejemplos ~on: 

acrif1avinB, bromuro de et.idlo. 5-fluorouraci le- y ben::idina·, 

entrP. C:•trr•!E, tos cu;;.les .1.11duce11 la mLttación petíte y ademé.s 

bloquean Eelectivamente l~ t1·a11scripción d~1 ADN mit. Otros 

compuestos r~mo ~l cloranfenicol, la oliqom1c1na y la antimicina 

A. ir.hH1::m la r.ubunldad r1t10sL•mC1l cu·ande, 1,:, ATP sintasa y l~ 

1:oenzimio\ OHn-c i tc•cromo red11ctasa, a 

concentr.:4r:1C:•i1ES es~equiométr1c::a~. Sin embarqo. se han aislado 

.cepas 1esistente$ a critrom1c:in3. cloranfenicol. antimicina y 

oliQDmlcir1d. Las cepas re~istentPS ~ ant1bióticos. probablemente 

ti•~nen m11tacionP.s puntuale: o p~queí'ías deleci.c•nes en los genes 

mit o S)'ll 1 los cunles dlEfl•inLl'fEn la afinid.?.d de unié•·., del 

c~mponente afectado por el antibiótico (20, 25). 

El s\st~~~ genéticci rnitocondri~l es un blRnco prim~ria par~ 

L111a qran varied~d de mut~geno:;. químicos. S\n embargo~ la 
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mi tocond1- i a 

producido~ por 

tamb1én susceptible 

aqentes qt11~ 1 t~PCC i c•rian 

efectos inhibito1-ios 

1nitocondrisl. Estos afecta11 1~5 1:ar~cte1·ist1cas funcionales de 

la mitoc:ondr1a y entre ello5 se incluyen comf)llE!stor.; c.::omo drogas, 

tr1cicl1c~s. ·fen1l buta:ona. écido a:ele1co d1carbo,:ilico y ~cido 

dc·decadin1co. v1tamin« A "I aspirina. Est<Is drogil.~ pued~n mostno 

1tr\:':I 1nhib1c1ón rte la resp11·e1c1C•n. pe1·0 en p1·uebas 1·eali:::ildas cc111 

áclrlos t.iic.:ñrbo>:ilicos, v1t.:imina t-\ y aspirina. se obuervó que 

pc•dian t.:\11:bién estabil1=-~i- f-•l '."f~•t:ca prc•dL1.:1dc• ;,.c.bre 1~! s1sterhr., 

mc111b1 t:111<·d. eran u=:adas ~ b.:.\Jas concentrc-1cic•nes, dc1ndo come· 

1·esult<;1rl11 el incremento de 1..t =-~c:t1vic.lad r~-=.pir·atori.a, lt::. cu.:.1 

prt)pc•rci1.•nó un.;i m8did<\ di: protet:clón en c:c·nb·ii de los efectc•s del 

bromu1·0 tlP. et1r:lin, de l.:.t adr icHuH. in¿:¡ y oe la 1.1 iqc•mic1n:J., :1ondo 

t~~tc< 1111a c~¡-~.cter·ístic.3 p~..i.rtic.:11),;n- dt" l.;. '""~·11·1rh~ i'.21..1). 

El ~DN n1it~ct•ndr1~l de 6sta c~~s1ste de n1olécul9~ 

r.irculare:::. ccin una lonqitud de \.1nc1s 11.4 IJJO y 

~p1·c.,"1m...iC1,..,.1o?Pti:> 37,(!(l(I plJ. l.:< mi.t~cJ df,-} trim~:?ít:t del genc-imci 

1111h-1r:c1odri.,,ol dt= §. ¡;1;[~:·d.?!.'?''E ~1 cur.i.l es t!P. 75,000 pb ce1~. 

Los ei:perimentos dtl' h1brirf:::<t.:.lón re~liz~dC:•<5 con fr~qrnentos de 

ADN mitorc,11drial d~ § .. ~~(eyj~iaH, píc-•veniente de-· una =~rie dP. 

ml1t~~1 t~n "pet.i.te-" c.c•f!lf) mc.111ilL11~a;., CL•n ADl. mili:.•Ct.•ndfli1l de· t; .. 

lª~t1.~. revelaron la aparición de ~ecl1enc1as. t;r .. mólL'QaS un el ·gen 
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que codificet para la ~L1hunjdade~ 6 ')' 9 de la ATP ~1ntnsa, ARN 

r-ibosomales y ARN de trdnsferenr:ia {26), asi como par.;¡. el gen que 

codifica par~ el apoc1tocromo ''b''. 

ut1liz~r l~ lact~sa. un 

rtisar:árir:lc• que consiste de gl11cos:\ y unidades dl~ qaluctc.s.:1. El 

mecanii;;;:mo dH toma es muy similar r!l realizado con la maltosa. La 

l~cto6~ es t1·ansportada a través de la membrana celular por medio 

de un sistema de permeasHs. 

I<\. lil!;!.!.g posee también cepas p1-nductoras da la to>:in~ 

"l<iller", un~ proteína con p~so molecular de 11,470 o, y 

plésmidos de ADN 1 ineales, los cuale5 estan asociados con este 

caract:ei-. 

Los plásmidos son moléculas de AON e):trac1-omos6mico qw!' son 

ar . .arn~:.do:.; en cada generación célul6r. Se encuentran en muchas 

especie!S de biRcterias y confieren CClíacter.i!Sticas fenotípicas 

l~ célnlr.\ hospedE:.tra, t.ales c.ti1n~ 1·esi.stencia a antibióticos Y 

meta.les pesado~:: y capacidad para pn:oduc:ir proteínas particulares~ 

La d1Jpl icación de un plásmldo requiere de que éste posea un 

oriqe11 de duplicación y de que las enzima~ de la duplicación 

f!Btf~n dl~poniblii!s. Dichas t=.mzimús son gt?neralmente dadas por la 

célula ht•!::pedero', peí'O el origen de duplicación es activado por 

p1·oteinas codificadas por ~l propio plásmido. La dLlplicación del 

plásP1,ido es controlada por un rep1·esor codificado por él mismo y 
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la interacción de esta protPina c<:tn ~itios sobre el ADN deJ 

pl.Asmido, determina el nUmero de cc•piil!:i de éste por célula. 

Enisten dos tipos de plá5midns: ,;d lc:•s plásm1do!i unic:opia \· 

b> los plámidog multicc:•pia. can 10s cu~les se ptu~de obtener una 

qr~n cantidei.d del fragmento de ADN d clonar de!::.eado. 

Las ..,entajé.\S que ofrecen los pldsmidos como vectores de 

clonación. son las siguientes: 

ProveP.n qrandee. cantidC<dl::'S del ADM insertado, en el caso d~ 

los plásmidos multicopia. 

s~n fácilmente seleccionables. 

Son de fácil manejo poi~ Sl.15 !::.it;ios multiples de clonación. 

Los plásmid9s da bajo p~so "111olecular facilitan su separ-ación il 

partl r del AON c;romosom1co, ddt:m&s de que ir1crememtar1 el nLirne>l""D 

de.copies y la estabilidad UP.l plásmido. 

EJ plásmido utili:ndo en C!~te t1-~bajo, el pTZ 1BR, es tin 

1ferivado del plásmldo M13 (17>- En la figura 1 se muestra un 

diaq1-~ma d~ ést~. 

L::is caracterí<.!.ticas del pTZ 18R son las siguientes: 

- Posee un sitio múltiple de i:Jon~ción lo QUI::'. facilita el l.ISC. de 

diversas Fm2imas dR rP.'3tricclón 

- Posee el qen lac Z, el cual per·mi te seleccionar a las clonas 

cuyo i11sl,.1 t:o. de interés se enc:uentre en el pl~smido que son 

aquel las r:olonias que presenten 1111 color blant:o en la cual el qen 
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FIGllPA 1. PLASMIDO pTZ IBR Etl EL CUAL SE 11UESTRA SU ORIGEN 

MULTIPLE DE CLONAC!Dtl, SU OF:JGEN DE OUPLirnCION, SU PHOf10TOR 

V LA REG!ON OUE LE CONFIERE RESISTENCIA A AMPICILINA. 

t ~I 

l!btd !!1 
Sph l 
P4.t l 
Sal. ¡ 
Xba. 1 
Ba.m ¡;¡ 
Sma l 
Kpn l 
So.e ¡ 
Eco Rl 



le.e 2 ya 110 puede e>:presarse. La.~ clonas en l~s q11e si se e.-:prese 

el qen li:1C Z se obsei~varán de cc:•lc•r azul. 

- Posee una req1t'•n 11, la cual pennite la P,rt<dut:ción rápida de 

cantidades de ADN del pl~smido d~ cadena simple. 

· Pc.o1;:r~11 un pri:.1 mc•h•f para l.:i ARN polimerasa de 2 .:t 4 bases 

p~rtir del sitio de clonación. 

- Poi:;ce u1l marcado1- de !:C?ler:clón que c~s la resistencia a 

:impic:illn::o v, 

- F·1:rsP.:- 1111 P.spacio de .o.p.·c·~'.im~.tdamentc 2.9 11."b p.:u-a el .;i.comc·do de-

i 11o:::er to~ 1.-. r·cr1s. 

De :H.:ue1-dc• ~ las c~ra.cte1 ist:1c;.i5 i:lnteriorC?s. se deduce quP. 

el pTZ 18f:: es una buend r.pc:l·~·n c:nmn sistema de clc:•nac:i~·n. 

L.~ ;·•-'P"' recipiente L1till".!ada ~1.:ira l~) t:lonl*.ción, es ".'l1a c:eps

de E. c:r•li V.12 (JM 1(13). Esto C:E!p<-1 po:::ee diversas mut:i'\clones 

r.nti·e l::o~ que ~e enr::uer.t-r,__rn A J.~Cf:!CQ• f~c; ~ y !;;. t1~§ .. 

·:.~ .m.1t.~H .. ·1·~11 Z M!S prt:opl··1·c1:¡1·,:.t J.:1s r.a1"<:tr:+cri"."-tlt:rlS de 1·ei:::t1-1cc1ó11 

uL :onc•S, ~;::, d~c l r.. qL1e ne· n.:-y 'i~n:: 1 m,_H; di'? rf.!5 ti-ice. i i~·n presentes en 

esti.1> !1~c:fc1 1~. CC"•ffil' es e·l c..:. .... '!io dE"- l~ e,·1=im~1 Eco Rl y otras, las 

t:113les Í'11~·ian dr-qre;1rl;:;.r ~1 AON llt-:! pl.~smidc:1s e~:t1-años. En c-ambiu~ 

son fu ne\ t111=i les .. 

Lo 

~01nplemcn~~c:lón de l~ defic~enci~ rle prolin~ por Q} epi~cQa F es 

usada C:t~fl!O:• ltlla. se>lecc::iófi·en contr·a de lñ pérdida del 'ep1soma .. La. 



pér-j1d"" del ep1st•ma previene Ja lnfccción por el ·í~go y llr:vo 

un:1 prorlucciC·n pc•bre de fnrm.::H!. duplic:ativ~:;. deb1dc• <.~l 

crFct1?1iento de células no infectadas. 

El ep.\s<;•m? también ~cor...:~~ ~l operl!•n ~ª-~ con 1:.s s1guioni:es 

muti:lciont?~: al llílc3. mt.1t.:!cil!1 n en Pl r1-c.motor ceprE'st11- lªG' que. 

c . .:;1..·~ ~' 1.n1:l ~t.·breproducc 1C•íl del r eprP.<:;c•r lªi; le• ql1f.' cvl t:ü la 

t:itul~t:ic.'.•n d-:.:?1 n.•presor .1ª.s: pe.<· el ADN c•perc_-dc.1 l.ª''=• y con lo 

ctt.:•1 sE: er1cuentr? f>n nil1ch<.-t!: cr.·p1as st.•bre )f'I io1-m;;:>. d\.1pllcatlvi:\ 

del f:'qo; b) una d~leción en el uen cstn.1cb.q-~,1 para la {1-

q;;-!?ctc.sidi\se, !?Spfl.ciandci l:a infc,,·mación a partir del resi.duc• de 

LCi célula hospede1-"' no infectada es 

entonces lª~- y pn.•duce un~ {!-qalactostdasa dG!fer:tuo!:;a. E.l 

p\·.:iducto pol1peptidicc• ele la i-i~gión l~i; del episom"' '/el fago, 

forman u.n t.Pmplein de prc.tcdné> e11 el cual ld .:i.ctividad dt? la (!

Qalactosid'3sai <.:-s 1-estaurada y las células infectada.s vl.enen a ser 

lt~· '17) 



2. O AtlTECEOHITES. 

2. t fíansformaci<!•n con ADN nuclear. 

Han !: ido 11 ti 11 =ad as d l ve' sas técn1 Ci\5 par-a i ntroduc l 1 

secuenc:i:a.~ dn ADN en una cél1tli;\ dete1·m1nada. con lo que se 

DbtieHe el procese• llama.de· "tl-<:\nsú.ffma.c:iC•n". que conlleva a la 

apa•it:ión de un c.::1.rnbio heredable, que se e:-:pít:'Siil en l""s 

qeneraciones Sltbsocuentes. 

L~ J111pu1·t~11ci•l dul estud~o de la transformación celular, ~~ 

la pt1slll11 ide1d de enle<:;ar los conc:•c.imientos del compr.1-tamiei-.to 

del 1"'1Dtl "111 vivo" "in v1tr(:.'' le• rn~s d1rectamente posible, 

c;i.den;,!i.s de obtener células ce.o lci in-for·mac:ié<n ~enétic,"'l desE:'adc:. 

o::e:po de le'1r.dL11·et ( le:uE~-) la ,;u..., 1 fw-1 t;ans·ftn-mada ct•fl un pl é~m1dn 

(C11lEl) q~1e llL::v.;<b<:1 S1>'?CIH?nc1<.1s 1j'""J ¡¡en qL1e cecdif1c~ P"-'1'2' lt'.'U24 En 

e!::lt'=! rn;;tc...1dio se demostró, con téc\11cas de mC1.peo c:on endc.m.1r:leas~= 

rJe 1·estl ii:c.·1ón hibr1di::é.-1r:i1·.n~:.~ que las set·uen::i:oi5 di:?l ADN 

;.'\c.:,:,.rre.-1.d=ls en el plásmido, :e i.nteqraban ~'1 c1·eimos-eirt1.:>. de la 

lovadu1·i:< t-·11 form::- cditiv"' e• s11::t-1tttt1v~ (11). 

P~1·dJel~mente a estos estudios, se reRJi:aron experimentos 

p~1r.:.i lc•Q1 :..il una t.·C1ns·form::ición 1:1ás P.fit:i~nte. Uni:• dP. éstos, se 

r·eal 1 ;:6 c.:011 células l ntc.,ctas de S. ;;~r:É'~.!!'..ifil~, las cuales fueron 



d~l AON tr~nsf~rmante a tr~vés J8 ld pared celtJIJI" C4). 

dt?SplJós d~ un ti·atami+:ntc. ccq1 pi.:·lieti.lenglicc.i. Lc•s resultados 

obsc-rv~dt.:· .. ~ dem•:H·.ti-aron que despi.és de 48 hor.Rs de la fusión la5 

cétul~s e~p1·~~~ban las pr0teín~s virales introducldas <17). 

2.2 11 .. 111sf'r•rnk1c1c'on cc:·n MDt-J ml tocandi-i.d.l. 

cr.,r1 mitor.1•ndr1as. e han de<z;crJtr·· los siqttil':ntes e!-:per1mentc .. .:: 

pet1te neL1t1·~~1 

1-c·lfl;ie~ent-P resist!?11te a ·,! iru:··o¡1r ·.n~. y ssi '!~le1:ci1:.n3ro11 ciqL'el :~::. 

i::c· ! oni fl!'.> tra·nsfor-m~ntes r-esp1 íi:I t()I i.···-•--r·"'rr· ':"L:¡ ,-1-,,: 1 e~ l st.t:1;teE 

~1~~nm•~i01 J 1:on l?s cai·~~t~~i,bicHq d~ 2u·:otrof'~ de l~ cepa 

recr.ptorH. L.J f1..1siór1 fL•e r~al1~~r10 en nre!::ern:ia de pol1etilen-

qliccd <3t.)~!J y CaCla 10 mf1 \9J. 
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en loE ll~rnados ''mini-protoplastu~·· -prot~plast~$ que care~en de 

nüclec·- dA cepa respiratorio-competente. y se obtuvieron 

célul~s l eep1ratorio c~mpetentes diver!5o5 medios selectivc•s. 

Se c:u~nt.itºiró el conterndo da ADM de cada tr.:msfo1·mante (8). 

Poi" o l.1 .¡ parte, :e demostró que leos extremos del ADN nuclear 

:::on ~l t-=1111~nte recc:imbinc19én1c:os y que in~eractúan con secuencias 

homólnqa!Z, C.df:'más dn que la diqcst1t!•n con enzima~ de restricción, 

dent1·0 dH 1111~ 1-eqión hornóloq~ ül AON c1·orr,r;¡5(,m1cc• de la lcvad\.11 "", 

ampl1fh.r;t lti efic1em::1a dP. integ1 o::lCll'ln (181. 

Li:ts 1...élulas de rnandfercJ l1~ll sido t¿,,11bién utilizai.das 

prucb~!: de transformC:1:ción celular con mitc•c:ondrias. Con lcis 

;1nter.1::!dentes de q11e lo.~ resistc.~11i:ia :e\ cb~r':0s antlbl6ticos como el 

clor~·rnfenir:ol ~CAP> y la efrapep1:h1.t (EF~ en ;::élulas de milm:l.ferc:.~ 

es hl?n=:>tl~d.:c en fo1·m~ e: i tr.•p l ásrnir a~ se d¿!flos ti·ó que ml tocc.ndr i ¿,s 

pr·ovenJr..:-ntes de ::elL\las 1·esistentcs o CAP ..¡ EF son tc.mad.:ts por un 

de 1:?ndc11:1tc0 sis v tl·an:,fc,rm ... r células sensibles en 

1·c5istcntc:~. 

alta fl·m·11P.nt:id. y fueron t~st°"blt::!s (5). 

Pm P t;r.;~ parte, se han redl i .-:etdo e::per i mento: para prc•bar 1 ~ 

po=ihi 1 id:od de us~r el método rle t.,·ansf·")rmación de li;!vaduras que 

produi:cc.1 Ulld al tC'. frec:uencia de t1·ilnsformación, como un medio de 

;:;clecc:·t1\n dt~ st?cuP.ncias de AON 111i t qL•E· r.onfieran .:i.utónomamente 

unes func:ión dupl1cativa. El qe11•l111e\ 111itc.cc·ndrial de la levadu1·C\ 

pe ti te S:3clJci.t:t1.ru)!.c:.§e. c;:.~cgY.!~iª-1?, ftte insertado P-n el vector VIp5 y 
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~1~s111irtr) t1ibr1dr• <YRMp1) fUP 1.t1l1:ado p~ra transformar A l~ 

lt'1;:1d11ra. El pl~smido YRMp1 p1nrnr; .. 1i~· lit tr:.ns·fonr.ucil~n. con un"' 

~lta frecLtoncia. de l~v~dur~~ s~l .wstres y de n.utantes petite 

<.-::t1·i::11t•~$ d~ f.¡[•M 1ni t· r 13). 

Oh-e• r1f- leos tt·abaJt'"IS reali::r.dos. l!S el de la tr~nsformar.:it..'in 

~~ d~s l inc~s célularea sensibles ~ c::loranfenico] p~•- niediD de l~ 

1ni1:rr•invt>t···.ión rie/n1r.occ.ndrlio\:;: de h'Jrnanos aislad:::is. las cualt?s 

J le'"°"'' 1 esisf:e'1cia a cloranfc:n1cr..1 en su qennm,-\.. Dichns l incar.; 

c1:.·lul:H"P.S 1:,·11·1-?Cidn de ADN u1i to...:c1ndrial porque fue1~c1fl sometidas 

µrevi~mcnte a t•n trñtitmiento c:r,n bromuro de etidit• el cu~l =e 

1 n t-en: s. l ~ ont;-e lo=: parPs dr. b ;ses pro'IOC: ando Lula di stc•rc: i.ó11 

cc1nformdc::1onA.l de ln hélice p1·1~duc1endo moléculas de ADtJ mág 

peqw~ñ3s~ 

.. , 
L;;. rn~i:ui:inc:ia de transf'rJ1-macié•n estim~da fué de e a 3 ~: 10-

oüc..-c•lllYECc.ié·il~ el 1-ec~mpla::am;c:1-.... c.;. del ADN mit endógeno por el 

ADM m! t- ei;Oqen~ fué total, lo 0 1rn ::uqirie1·e qLte la s~lec:ción del 

AOtl 1ül intrac:.elulai-, J11eqa un papel crucial el 

tlá!'? rec..ir:!nte>ment:e se han raal1'Zado exµer1mentos de fusión en 

c.:impos F.?\éctr1cos '/ la elec:t..-c.pc.ir~r.:ión. La elec:trofusión de 

célul~5 vivas tl1vo un impacte. siqnific:ativo en el estudio 

bi.:•4L•iv1icc., inmLtnoll~q\r:r.•, genético y rnicrc•bic:1lóqic:o. Los campos 

eléctricos y los iones cam• inducen la fusión de membran~s 

mitci;::ondri~lcs~ pero un estudio que implicara la fusión de 
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m1t()condrias no se hBhÍc:\ realizadl'· todaví.:1. UnCJ dE~ ellc•s fue eJ 

realizado con rn1tocondrias de hep .. ,tc•cit:cs de rolt.J., en que la 

fusión rnit.occ•ndrial ocurre en un ca1t>pr, eléctrico de 1.56 a 1.58 

''V/cm, t.t t.1lmperatura ambi.P.nte. Sln embtJrqo. se ob!3erv~· que \ln 

incrGmEnto en el campo eléct1·icn mayor a 1.8 kV/cm~ traía c~mo 

i:oí1s~cuF.H1c'1io\ P.l 1·c<1np1mient.o del orq~nelo (10>. 

Ot11.s métodos que se han de':!.nrrollado. son lo& llamados de 

''b~J ístic a biológica". Estos =>011 uti 1 i::ado~ pcwr"l iJCC:W1··car ADN 

dent1·0 de células de levadur~ y t.1 ans·formar de manera est,¡.1ble 

mi tot:ondri.::ts .. la cual 

una deleción en el 

mi tocondr i;;tl D~!i3), fue "bombardeada 11 t.:on mic1·opn:1yectiles du 

tur1q5tr.:1w. cubie1·tc1s con secuem.~icts de ADN qufi podían ccirregir 18 

deleción s~ Llb t.uvi ernn transfOJ"ffi,Jntes respiratorio-

competente~, en las c:uñlcs el ADN con la secuencia del gen. oxi3. 

fuP. 111t11•d11r_it10 e i11t:t::>qí¿tdC· 1'?11 1111 s'lt11:. hVtf'~•ll'.•Oo 

m1tc.co;.d1·i~l <l't). 
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3.0 0BJE11VOS. 

1) ,, fr'an!>formar células de la lavadura IS.h!'iY§'LQ.ffiiG.ge li.H:.l:..!s~ 

sensibl.e;:;: ~ c.ntimic1na A con mj trJcondrias provenientes d~ c:epaEO. 

1·esi.<::te,1t.9s en las que ~-:;e conor::~ la mut'7-lc:i1~n que otorqa dicha 

res:i=tet•< l ~. 

2> Estudiar s\ e::iste algún c:amb\o en el qenoma mitocondrial de 

las e.e lCtn; ::1-s transfo,~ma.da.s. 



4.(i. M/.HERIALES '{ NETODOS. 

'-1.i Cepas. 

SlgLdentcs: 

!;~P.e E~Dc:!i!BQ 

~J 600 B "• e.de 1 ¡ide• leu 

AM-34 oc, lisi A,,,.,111.734 

\.IM-·37 a, his 

AM-13 ,,, } lS1 A"a.,,,3 

4.2 Medioe de Cultivo. 

Los medios de cultivo fueron los siguientes: 

a> Medio mínimo SO: B"se nl ti·c·~enada de levadura 
Glucosi3 
Aqar 

b) Medie minimc• SG: Base nitri:igenada de levadu1·a 
Glicerol 
Aqar 

e> Hedin cornple~o VPAD: E::tr O"Cto dt~ li:ovadura 
Pepton~ de gel~tina 
GlLIC:O!'::~· 

Agar 
Sulfato de adenina 

dJ Medio completo VPAG: E::t~acto de levadura 
Peptona de gelatina 
Gl ic:ef'c•l 
Agar 
Sul·fato de edenína 

e) Medio de E>ctracto de M~ltC1: E~~tracto de malta 
Agar 

?.3 

0.67 % 
2 y, 

2 ~· 

o.67 Y. 
3 

1 ~~ 

1 Y. 
2 Y. 
2 y, 
80 pg/ml 

1 :'1 
1 " 
3 Y. 
2 %. 
80 11g/ml. 

5 ~~ 
3 r. 



f) Medio de C:\qar suave: Baae •n troqenada de levadura 0.67 y, 
sin e1minoáci.dos 
Glt11::osci 
Ac:¡ar 

Q) Madios selectivos SG: Base nitrogenada de levadura 
sln aminoácidos 
Glicerol 

+ a.mino.ti.el.dos: 
Ade11tn~ 

Le1..1cina 
o Hist1dir1a 

+ f'ntinncina A 

h) Medios con antibiótico: 

3.0 y, 
o.e x 

0.67 % 
3.00 ~'· 
2.00 r. 

eo ttqlml 
30 ~g/ml 
20 p.g/rnl 

5 J-lg/ml 

•> YPAG + Antimicina A (5~g/ml> 
b) YPAG + 01urón (de 50 a 200 µg/ml) 

~I) lti.O!~i.o LB: Clortiro de Sodio 
B.:1c tc·tr1ptona 
Ex t\·ac te• de levadura 
Aqar 

a> SoJ1tción SEH; Sorb1t:il 
EDTA 
!,l.-mercap tc•etRnC.•l 
pH 8 

b) SolU!:.i.l!·TI SEC; Sorbitol 
ED1A 
Citrato de Sodio 
pH 5.B 

el S1•llt1 .. íón ;;ce: Sorbitol 
Cloruro de Calcio, 

24 

1.2 
25 
0.2 

1.2 
10 
0.1 

1.2 
10. 

1 Y. 
1 % 
1 :-:. 
2 

M 
mt1 

H 

M 
mH 

M 

11 
mH 



d) Solui::ión lEM: Tr1s 
EDTA 
(.l-men::apt.o et.:n1c·l 

EDTA 
Sorbitol 

f > Se. J uc i t_i,n HTE: M.:Hü tol 
Tris 
EDTA 
pH.7.4 

q> So~uc1é•n PSC: F'l:..li1.2tilengl:&.col 
Sorbitol 
Cloru1·0 de Calcio 

h> Soluc1ón El't EDTA 
¡~-me1~c:ap rei e ta no l 

i) Solución SET: Sorbitol 
EDTA 
Tris 

i> Sol1.1c:ión TEN: T1·is 
EDTA 

1: > So luc ·eón TE 

Clo1·uro de Sudio 
pH 8 

Tris-HCl 
EDTA 
pH 7.5 

l) Solución EAS: Etanol absoluto (3 volúmenes)· 
Acetato de Sodio <0.1 11 l 
tAF:N 
pH lt.8 

0

m) t1e7~la de liqación: ATP 
·1 igása T4 
Solución amortiguadc·r~ de 
li gasa 

25 

10 ml1 
mt1 

50 ml1 

10 mM 
l ml1 
1 11 

0.6 t1 
20 ml1 
5 mM 

3(1 Y. 
1.).8 11 
1') mM 

50 mM 
0.35 M 

L35 M 
0.1 11 
0.01 11 

lü mM 
10 mM 
100 mM 

10 mM 
mM 

3 M 
?. ¡d 

25 mt1 
2 lt/µJ 

10 .. 



n > So 1 uc i é•n STET: Sac:arc•sa 
lr1tón X 10(1 
ED1A 
T1-\s 
pH 8 

Cd Li~o.·1ma STET: En la c::=r:iluc:ió1'"\ STET 

p> t-le:zcla EtOH/Aceti;:itu rk. <:<•din: 
EtOH <50 ml> 
Acetatc de 2od10 <8 ml) 

QI Scdl!Cl~•n PEG/NaCl: Pt·lietilonqlicc•l 
MaCl 

El y, 
5 X 
50 mM 
5(1 mr1 

w mg/1111 

100 X 
3 M 

.20 Y. 
2.5 M 



4.4 Formación de Protoplastos. 

Se llevó a cabo de dos manaras: 

A) El prime1· procedimiento fue una modif1cación de la técnica de 

DLm11 y colaboradores <7) que consiste en lo 2iquicnte: 

Se csecen las células en medio YPAO a 30°C con ag1tación 

const~nte, twsta la fase estac1onaria temprana. 

LaE cé1ulas se colectan por centriiL1gaci6n a 3.44(1 :: q 

dio-ante ~ min, se lavan con .:..qua y se resuspenden en So•bi tol 

1.2 N~ pH 7.5. 

SP. resuspenden la solución amortigL113dora SEM y se im:ub~n 

10 m1n 30°C. Se lavan d~~ veces con Ecrbitol 1.2 M y 5e 

1·esuspenden en la solución amortlguacfoi·a SEC, se r.1gregan ! .5 

mg/c;¡ de células de Zimoliasa (73.400 u/gl a una com::entrací6n de 

l .. :=i mQ/q de células <peso húmedo) y ~e :i.111...u~;· 11o":Ji.a J.a fc•rmación 

de protopl.astc·s. Esto toma aproximadiimente de 30 a •tO mir,. 

Se vp1·1fica la form.:1ción de protoplastc•S con una alicuc•ts de 

la SU!'>pensión celular. la c:ual se resuspende en agua pa.ra 

provocC'r un c:hr.•que osmótico y Sf? observa al microscc•pic• en 

fa.ses. Cuando ~e ~btiene una lisis de 

apro>:imadi.\m•.'?ntc 80 a 90 r., los protoplastos se colectan peor 

centrifuqac:ión a 860 ,.: q durante 5 min. 

Los p1-c1toplastos se lavan dos veces con sc•rbitol 1.2 M y una 
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con la solucif'·n amo1-t iquadora SCC. Finalmente se 

resuspenden en 0.3 ml de la miema solución amortiguadora y t:ie 

transfie1·en a un tubo Eppendo1··f. 

BJ El sequndo procedimiento e!:: una modificaciCrn dt?l desc:ritc.o pc·r 

Br§tislav y colaboradores (4), el cual ~mplea célul~s 

intactas en 11..tQAr de protoplastos. Para ello, se 1-esuspenden la!:i 

células en la coluc:ió.1" c;¡mo1-tiqu.::1dora TE/'1 y se incub~n 90 minutos 

en un b~rít.• de ñgua a 30°C con aQit.ación SLl;,tve. 

Se ·.1H-r i·fJ.ca df:! igual ma11e1-a la formoción de célul¿i¡s 

competentes en el microscopio dP. contraste de lases ob5ervando ].;:. 

:1p3.rición de células c•sc111·as p1 oducto del choque osmótico y se 

Ja.van con la solución amortl.guado1·~ iES. 

Se resuspcnden on r).3 ml de Ja solución SCC y. se tran!lfieren 

a un tL1bo Eppendorf. 

4.5 Ob1;encd•n de mitoc:ondri~s~ 

Lc:t ttknica que se utili.::6 es una modifica.ción de la descrita 

pc11- H? l leinberg y colaboradorns ( 12> y consiste en lo siguient~: 

Se crecen l.;1.s ct?lulas en medie.. YPAD a 30GC con agitaci~·n 

constante~ hasta la fase estacit•11ar ia temprana. Las células se 

colet·tt:1.n Poi· centrifugación a 3,440 H q durante S min y se lavan 

dCJ'S ·1oct·m c1.•1l agu¿:i; destilada fría. 

Pc:istcwiormente,,,. se resuspende11 en la solución amortiguado1 <=\ 
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MTE y se vacían en un frR5C:o de vidrio que tiene un volumen de 

perlas de vidrio de 0.45 mm de di.ámetro, se agitan manualmenta 

durante v,;.1rios per ~odos de 3 min, y se enfrian en hielo durante 5 

min, hast.a la aparición del 80 a 90 X de c:élulag rotas, 

y se decantan posteriormente, lav~ndo las perlas de vidrio 2 o 3 

veces co11 la solución amortiguadora MTE. 

Se colectan las células enteras y los 1·estos celulares a 

1,680 x Q d11rante 5 min (BAJA> y al sobrenadante se cent1·1fuqa ~ 

12:,000 ~: q durante 10 min <ALTA), pdra bajar las mitocondrias. El 

paquet:e resultantP. s~ resuspe1ldP- en la SC•lLLclón amo1-tiguado1 a 

MTE, y SR centrifuga a altCi y bajn velocíd,;:;,d varias veces pera 

limpiar los mitoc:ond1·ias de restos celulares .. Las mitocondrias se 

resus:per.den fi11almente en l<:'! solución SCC du1·ante 5 nnn y 5e 

colectan em un tL•bo Eppendorf con 0.3 ml dt:: la scduc.ii!·1·1 sc:c. 

4.6 Fusión de ~1itoc:ondrias con pr~topl~stos. 

P~ra realizar la fusió11 de mitocondr1as con protoplastos, 

obterudos ppr cualquiera de los dos n1étodos descritos, se utilizó 

la téc:nic.a de Gungé <9) n1odi·ficada y que consiste en lo 

siquiente: 

Las mi tocondr ias y lc•s protoplastc•s contenidos en la 

solución SCC de cada tubo Eppendorf, se centrifugan a 13, 1:100 )i 

g en un.i microcentr.i.fuga Beckman tipo B y ~.ad=i LlnO de éstos ~e 

resuspenden en 500 ~l de la =olución PSC. 
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Se mezclan los protoplantos y las mitoceindrias en un solo 

tubo y se incuban a diferentes tiempos, entra 20 y 120 min 

de acuerdo a cada tratnmíento, a temperatura ,;tmbiente. 

SP toman alicuotas de la suspel'\5i~·n 1·rJsultante, se me;:cli;1.n 

en 10 ml de medio i.'\gar suave, ge siembra en medios solectivos SG 

antimic:in~ 5 µq/ml + los aminoát:1dc•s corrt"?spondHmt.~s y se 

incuban de 15 a 20 dias a 30°C. 

4. 7 Análisis de los productos de fusión. 

l~s c:ulonias crecidas en los medios selectivos. ee aislan y 

se crece11 e\1 medios de VPAG + Antimicina~ y se incuban ~ 30°C 

durante toda let noche. Posteriormente, se prueban los ma1·cador-es 

de ::ll.1}:nt:r1)fia y se verifica su ·fenotipo. 

5-= determina la segregac:i6n 111eiótica y mitótica del gen que 

confiere li::l .-esistern:ia a Antimirina, de la siquiente manera: 

~) Segr·egación meiótica: So cru;:an en medio de extracto de 

mal ta las colonias transfo1·m~nt:es, con un,:\ cepa sensible 

Antimjcin.:i y c:on marcado1-es de auxotroíi.a complementarios, 

:ielec:cicu1an t:ll:inas diplcii.des en medio mínimo SO y se induce la 

meiosis en medio de ~~:tracto de mc\lta, se reali::a la diseccit!•n de 

tétr-.:idds. 1 C•s seqregantes se 1:recP.n en medios YPAG, medios 

selectivms y en medios de VPAG + Antimicina~ 

bl Segregación mitót1ca: Se re.::ili~a la cruza como en "aº, 

selcc:c:ionan c:lonas diploides e11 medio minimo SD, se cr~cen en 
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medios ypr~G y se replican en YPAG + antimic:ina. Las plac:.::1s s:e 

incuban i:1 30°C t:rJda la 11oc:he .. 

4 .. 8 Pltrificac:ión del ADN mi h·c:ondrial .. 

La técnica ut1lizada en esta otapa es una modificació11 de la 

descrita por Sander5 y colaboradores C19) de la s1quiente manera: 

Se crecen las células en medio YPAD y se incuban a 30°C c:on 

aqitac1ó11 constante hast~ la fa5e estacionaria temprana. 

Las c:élUlds se colectan poi centrifugación a 3 1 440 q 

durante 5 min y se lavan con agui::t fría. Se resuspenden a ra:::ón 

111? 4 mllq de célL1las (pP.so húmedo), en la sc:.luc:ión amortiguadora 

EM y se j nc:uban a temperatura ambiQnte durante 15 m111. 

$2 t:olec:t.:-n por c:1:mtrifuqac:ión a 3,440 >: q dlwante 5 min y 

Ci:l.da qraMc1 dF; .:.1.!rlul~::. stt r·~s:t.1spe11de efl 2.5 rnl déo> lri scdución SET 

y se li:lv.:in rJ¡;.s VP.<.:es 1:c•11 le jn1am;1 sc•lLu:ión .. 

P51-~ formar protoplast~s. las células i nc:L1ban CCHI 

7imoliYS3 (1.5 mq/q de célul~sJ, en la solución SET. Una vez 

·rc.irmados, se colec:t.:m por centrifuqación a 860 H q durante 5 mín 

y se rest1spenden a razón ne 6 ml/g de células de la Golución 

amc•rtiquadt•I"' SEAT, y sf:! licuan 4 veces.durante 1 min enfri~ndei 3 

ml 11 cada >1az. 

Post.P.r ii:.irm1:mte~ 

describió anter·iormente. 

ctislan L.~s mi tc•condrias como se 



Las mitocc•ndrias se resuspenden en 9.8 ml de l~ solucio11 

amortiquarlora TEM~ se ~~req~ 0.2 ml de L-lauroilsarcos1nc 

(sarl:osyJ) al 2 %, y se incuban et. temperatura ambiente dut"ante 

15 min. 

Se ;.\dic:iona cloruro de cesic• al 55 X Cp/v) y se incuba a 4°C 

dur·ante toda la noc:t1e. 

Se re11tr1f11qa a 12,000 >: q durante 30 min y se decanta la 

fl'lle~lr .;... quedando llna nata de pr·oteínas l\dherida a las parede!:S 

del tubo. Se .ajuste. l::?l índice de refracción en un ref1·actómet,-:i 

Ame1 ic:.rn Optic.;al a una lectur-t-l de 1.39'~0 a 1.3960, se aqreg~ 

bisban/iini<lto\ (200 µq/1111> como cc:dorante. se c:c•loca la muest1·a 

e11 u11 1 otr~r vertical 8ec:kman VTI 5(1 v se c:entrifuqél en 1~ 

i:ent:rí F1.19a Beckman L5-50 B '"1 ~ ·,:+ .i:.11·10 a dL11· ante 2.4 hrs. 

Se t:iisla el AON mit obte11idu del qradi.ente Cbanda superior) 

sH lf' \?}:t:rae el colorantr-i t:on :c-lcr·hol isoetmilico sc:.tur.::1do con 

Post.eriormenh~. se dt luye el ADN ml t c:on 3 

·.-cdúmP11!=)=. d1~ 1.:::1 solL1t::i1'111 a1nú1-t:i.qu~dooa TE y después se ag1·ug:::in 

2 voll1n1ene5 de etanol absc•luto y se incuba. n - 4ºC dur"'nte 2 hrs. 

PostP\ :irn ment.f=?, se r.ent:ri·fwHl a 5,900 ); g durantF-- 15 iniu, 

y s.:i J"f.'!::1t!"ipende el precipitado c.-n a~o JAl de la solucit'in TE. Se 

~ñaden 3 "'ºlúmenes dP. ata11ol 1:obs11J11to y 0.1 volúm~nas de C\cetsto 

de sodio 3 M y se lnr:uba 70°C durante 20 rnin. 

St" -;c1:a la muestra nn un"' frill:rofuqa Speed vac Co11centrato, 

SAtJAMt· y Eie 1-esus=pcnde en 150 JA] da la soluc:lón TE. 



4.9 Análisis de restricci~•n de los AONs mitocondriales. 

El ADN mit d& cada colonia tran~f'ormante. 5e analizó con 

endonuc:loasas de restricción del tipo II, las cuales reconocen 

se1:uencj as pal indrómit.:a!3 de 4 a 6 pares de bases. 

ENZlMA SOLUCION AMORTIGUADORA 
DE RESTRICCIDN 10 X 

Ec:o R I, Hae Il l y T1·is-HCI <pH Bl 50 mM 
Hind III t1oCI~ 10 mM 

MaCI 50 mM 

Hinc I l y Sma I fris-HCl <pH 7.4! eo mM 
MQCla 5 mM 
KCl 50 mH 

Rsa I Tris-HCl ipH S> 50 mM 
MoCl,. 10 mM 

4.JO Diqestiones. 

Se realizaron digestiones sencillas de los ADN 

mitocondr·iales con las enzimas indica.das anteriormente, incubando 

a 37ºC hasta C•btener una dig8stión tc•tal. Posteriormente~ se 

scimet~cwon a electroforesis en geles de agarosa al 0.5 (p/vl 

que se tiñeron con una solución da bro~uro de etidio (5 J.lg/ml.> 

durante 15 min y los patrones da restricción obtenidos fue.ron 

analizados. 
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4.11 Cloní'lción. 

4.11.1 Ligación. 

Se elactroeluyó el "fragmento de. AON mi t que contiene, desde 

la región 5• hanta el sitio único de restricción para la enzimo 

Hc:'le !![ (:¡prc>:imadr:lmente 1.1 Kb>, del gen que codifica para el 

apocitoc:romo b, y se precipitó con la ·solLtción EAS, intubando 20 

min a -70 °C. Se lavó posterio1 mente con etanol ~1 70 Y., se secó 

y se resuspendió en tú J.tl del omo1·tig1.1ñdDr TE. 

Se realL:ó la reac:ción de 11 llgttc:iónu con el plésmido pTZ l8, 

digr:!rido con la endonucleasa Sma 1, y se utilizó la mezcla de 

llq~ción Lon la cu~l se incubó ~ 20 °C durante toda la noche. 

4 .. 11.?. Formac:i~·n de c:.élul-=is competF-ntes. 

Se st:tubraron células de E.t;.Q!i (cepa JM 103) en 100 m1 

de medio t.B y se incubaron a 37 "C ccon agitación t::c•n"!t3nte, hQst~ 

nbtcmet u11a den~idi:\d de 55 unidade~ Klett. 

Se 1:olectan l.;;ts células i:I 4,CIOO >: g dLirante 10 min, se 

resuspenden en .20 ml de CaCla 50 mH y se incuban en hielo 20 

min. Se colectan las células centrifugación y se 

íesuspenden an e. 5 ml de la misma solución .. 

Se mezclan las células compet:entQS con lü mediO de ligac:iót•. 
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y $e inc:ubdn en hielo 20 min, despuAs de lo cual se da un choque 

térmico y las c:élule.s se colocan en unn baño a 45 ºC durante 3 

min. 

Posteriormente, se recuperan las células agregando 1 ml de 

medio LB incubando 1 h~ra a 3?ºC-

Sa colectan las células y SP resuspenden en 14(1 p.l de medio 

l.B ~l cual ~e le agregan 50 fll de una soll1c:ión de 5-bromo-4-

c lon:.i-3-l ndc•l i 1-(J-0-qalac:tósido C XBAL> como sus trate• sintético 

de la galac:tosidama y 10 J-ll de un inductor para la e>1presión de 

la misma, el isc•propil (l-0-tioqC\lactopiranósido C IPTG>. Se meo:c:lo 

bierl y se siembra en placas de LB+ Ampic:ilina (50 p.g/ml) y se 

inc:1-1bc-n toda la noche a 37 ºC .• 

4.1J .4 Mini-preparaciones de plásmidos rec:ombimmtes. 

l.a !~lección de las cepas que contiP~Pn a los plásmidos 

rec:ombinantcs, es decir. aquéllot:: que llevan insertos de ADN 

mit, SR realiza por crecimiento en parche a las colonii:lS blancas 

medios LB+ Ampic;ilina C50 ¡.tg/ml). 

Una ve-z crecidas, se realiza una mini-preparacic!'•n del 

plásmido de acuerdo con la técnica siguiente: 

Se c1·ece a la cepa en medio LB+ Ampicili.na por una noche, 

y se resuspende en :350 )-ti" "de la solución STET calentando 

posteriormente en un ba~o a 100 ºC dl1rante 5 min. 
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Se centrifuqan a 13,000 >: ,q en una. tnicrocentrifuga Bed!mam 

dur~nte 15 mio en fri.o y se 1~emueve el precipita.do. Se añaden 350 

µ1 de isopropanol y se incuba a -?OºC durante 15 m1n. 

Posteric.rmente se centíifuga durante 10 min para remover el' 

isopropanol, y el precipitado se resuspende después en 200 µ1 de 

la ~olución TE, se le añaden 600 ~l de la solución EtOH/Acetato 

de Sodil"'l y se inr:uban a -?OºC durante 15 min. 

Sn cnloctan en frie• dur~nte 10 min y se decanta el 

sc•b1·en~d~11te. y el prPcipitadl) se lava cr)n EtOH al 70 ~~. Se seca 

E"l prct·ipitC'tdo c.:r,n vac:lc. en un "Speed vac: Concentrator"~ Savant y 

se rest,spe11de ~n 100 µl de la soluciC.·n TE. 

fj11c1l1t1ent1? las prer1araciones del plá5mido sc.n anal1:zad"'e poi 

cortes cnn endi:+r1\tc:lñ!as;;1s par.:t 'le1 i ficar la presenc:ta del inse1 to 

de ADN mit por medio de electroforesis en geles de agArosa. 

4.11.~ Subclonación. 

El fragmento de 1.1 Kb clon3do en pTZ 18R se corta con la 

en::im~ Rsi:I l. se electroeluye el fragmentc1 de 250 pb y se liga 

de nue'/D f?H pTZ 18R. cortado cnn Sma 1 bajo las condicfones yei 

de=c1 itd~H 

De 1....,;:;. clonas que llevan C()11sigo el fragmento de 251 pb, se 

obt1enc.m moldes para la secuencj ~.ción. 
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4.1! .6 Prepi:\rac:i.ón de tk1 ldcs. 

De las cepas obtP.ni.di'S en la subc:lonacié•n, se toman moldes 

de la siqL•lcnte maner·a: 

Stt i11ocult;1n !""'!:'.cepas en 2 ml de medio LB+ Ampic:il1na <50 

>-'-Qlrnl >, y se inc:ubr.n n 37 ºC dllr._...ntf> 2 horas. Se aqregan 10 µ1 de 

una S\l5'.pe>11sión del faqo M13 t~07 y se incuba a 37 °C durante 

hora. Postc-r1nrmente se toman 100 1-1 l de este c:ul tivo y se 

inoc:ul<.-1n 3 ml de med1t:1 LB t- t~anamic:ina (7(1 µq/ml> 

t0d.:i ) et rnor·he d 37 °C. 

incubando 

L3s célul8s se r:clact.coin poi· r.:e\;trifugdcion durante 5 min, 

Ee agreqnn (1.3 ml de t~°' o:solució11 PE8/NaC1 y se incLtba 30 min a 

temper~tura i'mbiente. Posterior111~nte se cc.lecta durante 10 1nh1 

y se decento:\ el ~c.brcm"ti"nh.•. Se li:t.v;:i. el precipitado con EtOH al 

70 % y se set:a. s~ resuspende 1?n 21)(1 ¡.tl rie la solución TE y se le 

añaden tCtO t.tl de Llna mezcla de fenc:il neutrt:ili:zado con y 

clr1 ro·foím!:'.· P.n igual propt•rci.ón, se rne::cla. cui-ante 40 segundos y 

s@ colect~11 µor cer1trifuqación d11l·~r1te 4 min. 

Postf:"r iormente se eY.trae el cloroformo con un volúmen de 

éter si:1tur~do c:on agua, se desec:h~ la fast.> de éter y se precipi.ta 

E>l fa1=10 con la soluc:i6n EAS ain ARNt, y se incuba -70 °C 

durante 30 min. 

El f~qo $P. colecta durante 15 min y se seca el precipitado 

y se íf!Sl..t!:>pende en 100 JJ.l de la solución TE, verif1cando lo:i 

p1-l-!SP.n.:i.i:' riel rnolde de ADN con en-..:im;ts de restricción. 
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El p1 t.:•tocolc• de la reaccil!on de> ser:ueni::idci1h1 fué rt!al1::ado 

de .;~c.uei d1J ,-;.l ni~tc.do dP"'ir.:r l tr· r~n "Seql1enase" Version 2. Uni ted 

St~tes B\1,l·.hemic:~l Co1~pc11~at.ic.n 0:22J. 
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5.(1 RESULTADOS Y OISCU510rJ. 

5.J fieJecc1é:1n. 

'3a J"f!.J l 't;:a1·on tros r2::perimentos de fusión on los cuales la~ 

cepE!s Ml13~1 ·; 1,J600EI sensibles e_.¡ ... 11ti!r11c1nc. f-1 =:e c:on·.11rtierc.'n en 

prt:• ~r.,p l f•:3 hos ·¡ "'-e ~Jmp 1 ea ron cc•mo i::é l L1 1 ,:is recep to¡·as. LilE 

mj te<cc•nd1 i ..=!!'.: 

1·es l S t:entr?":> 

partir de Ja~ (TJLI tan te'= 

~i.nbmic:ina A AHl:.3.,. AM34. Los .-..~sult.;,dos de las· 

Y.J. q11e 1~s li:v1:1dLw~rc; c-.-e•:id':.l<:, en r1:n:tic«.:; compli?los con 

i'lnt:ibn.'.it·11.r.1i;:;. rH1•?dE~n s1..1fr11- mut<'\t":iorie--i: C-!sp-::•.,l:°~ne<'ls )' ma1'lJ.festC:\r!:E 

ant1hiL'>ticc•, 1,... 

Jc•s ::un\nc·~ci.dcis requeridos pc.1· !=i:; Ct':-J:>i!S i-eceptoras •· Anti.micl11::1 

'I :e ut i J j :.?<:trc111 c:ep.:-\s recP.ptt·r·¿i.s cein Vñr l'•S requerimientos de 

3u:~.ot,~ofi~, pare'! así aum1?nta1- l~ c-fec:t-1vid.:od del !3-ist~ma da 

dr2terc:Jt.11\ deo• mut~nte!'.: espc:•ntánEH~r:. ·:. c¿.!ltl :'<$ rJe la ce.pe don~dtl'r.:i 

flLI~ pudlF:r-Jn esla1- cc111tarn1na11d1) J~ prepclrac1ón df:!' mitoc:ondr1as. 

A!iiJ pues, se- util1-;:C1.ron medios SG + ?\ntimiciria + Ade + L.el1 

pi:.rn tl6l10B y SG + Antimicin.:. t- His para ~-JM37. poi- lo que, oLmque 

cc:tbe la posH;iljd;d. -serid muy diíiril encro11tr~r- colonia:;:. dP. 

céluL.is ri1.u:o h11'JiF?r~n pe1·dido mi:frcado1·es de eit.•Xc•trofía \' que 

hubierc..r. ddquiridr, a SL\ vez, un marc~dc•r :111 t;coc:c-,ndriétl cc•mt• lo r=s 

ta reslshm~ia a antimicina y que r:rer:1er::'n fill'l estos mt::!dios come 

pro.dueto de una mutaclón eF,pont:in::::-::1. 
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IAILA l. HUMEYO DE COLONIAS IRAHSFORllAMTES OBIENICAS EH CADA rnmmto 
DE FUSIOH CON wm ' A!ll, ·~;u; ' AKJI y moe' AKIJ 

1it5pri dE 
!uutn (hr!I 

rntHHmto 
f¡Ui h 
t-btencicnde 

·p.-ritopl.u\o~ 

l!ed11nje 
~eleccíón 

Vbluaenesdt 

Protlthlo: 

SG 1 u 
Antí•lctn~ 

té1Jhs se1tn1dn 350 
en•ed:t! seltttivn 

(pl! 

hnOJ1fl!C1b.i de 
lis.ct.oltir.ht ll 
transfori!r.tn 

Nri, de colonias Prrit!tlitnc 
hansfc.runtn 
ribttni1n VMO! 1 ~"3:¡ 

Crin .:11':li.f.s1 
:i· 

Cc.nt IHCJpto-

e\Ufll lbJ 

s;t:je+leu+ 
.\1ta1cin1 

J'S~ 

'"'' n 

'b) f2 
lcl 1J 

Ho. de colo~1u Pntltllht 
tr1nsforuntes 
t·btenidn W600B i AIUl 

Cor.Z1ullHl 

'"' l tal 
Con J •ercaph-

lbl ~ etanol ibl 

SS~idt+leu• 

Antilicinil 

JSO 

lal lA 

18 
lbl lt 

TO 

lio. de: calrinin 
tnn!lforun\es 
flbhn1dn 

(ll 1 

\bl J 



Adeuds este• es veri fic::.::ido p!:•r la aL1sencia de c:i-cc1m1ento de 

colonias en las placas de medio mlnimc• con .:-im1nc1 ácldos, sc·rbitol 

y '='ntimicina A, utilizadas como ct:.•ntrc•lt?s de mitL,cond1·1as y 

protopla~tos, estos rosultados ~e ~bservan rr~ Ja Tabla II. 

5.2 Fa~tores de cnmpatibilidad. 

Otrr. ,;:i.specto que se tomó en c:uenta como control de falsa.E 

transt"c.¡-m=int'2s. f1Je el fa.cto1· d~ compatibilidad de cada cepa. 

~!::tn pc.rque cm la fusiór. r-eali~ada con WM37 >: AH3't, las dos 

r!ó•!:f..'l::·:I i>.,~:·i;,1tr>. pr.•r le< r¡ttP roe pttdo haber pens.;:i.do que. ya que la 

nbt<:?r.r.:~r!tn de r.1it.D-:r,11d1·i::.~<.:: nf'.'l es 100 :~ pura. las células que 

httbier·an qt•~d~d~ 0r1 pJ lotP de 111tocc)ndr1~~ pudieran reqen~r~r y 

p1-r.•1:f11c11· 1•n ci•}"t'r· p1·c·d:1ct:r-. d1? :_. i'".t'21""tl1 :!~ jr·n p1·r:.t;1=:plc.:stc·~ r~I 

donador y el receptr•1" dL-i n11tr>r:n,-ici1·i~r=. o<\L1ntit11? r···.t·n en 

pa1·t:e tlescartado en las pl~c~s cont1·oles para mitocondrias. Por 

lu t.;:i.11to, o:,.,, l.ltil1=!'· f'"''"" ... =,...:t;•,..,...<::>··· ..... r:rl'."''4 11 1:-•)08 la c:ual es del 

tu1:=m!'• fi;tcl:r:i1· dP r.ompatibilitiad qu'e ld AM3¿t V AH13 u): y O:) OC•I" lo 

que 1.i ra·obiilbilid.o>.d de que C)Clti-rc. una fusión d¿- protr•pl~st~s es 

111J.:mc•r (T,,.bl~ I). 

Se 11tl li::6 la c:t.>pa AM13, /?J que -.idum.!•::. Lle ~r . ..?r n:~:.b.tente .. 1 

~ntimicinai A ceotno lo es la cep<.> AM34, tiene unH delet:ic'·n de 6 

nuc:leótidos que ocas ion<:\ un cambio en la ffiD•J'l 1 idi:id 

elec:troforétu::a de un fragmento qenC?rado ccm la endonucleasa Ro;;;a 

I y que permite su fácil dAtección. 
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IABlA 11. EIPERIKElllOS COMTROl.ES PARA LA REALTZACIOM DE LAS FUSIONES 
COM 11"37 t A/'13,, W~OOB 1 APl34 y 116009 s t.103 

Vol. dt c~luln 
5etbradis en 
SGtutSorbihllAl 

Vol. de c~luln 
y 1itocondrin 
seatindu u:· 
YPAG lBI 

IJr;l, drcUulas 
subradn en !Al 
tc.udas de una 
di1uci6n 1:10V 
del nortiguador 

SEC 

Vol. dr ct1uhs 
se•bradn en 191 
toudn de uH 
diluciór. htM 
enagua 

PROTOPLAS105 
t~K 37 1 W !00 BI 

5Q-IOO pi 

50·100 ,, 

'ºº'' 

'ºº'' 

SEC1 Sortlitol t.2 K 
EDTA 10 •K 
Citrato de Sodio 0.1 tt 
pH 5.8 

S/DtSlndilucidn 

D:D1lucid!l 

tlo.decoloniu 
obtenidu 

S/D:iNinguna 
D ~ Nin~un11 

S/D"t 
D•<Moamo 

ftllOCOHORIAS 
tAK 3\ 1 A.'! 131 

so,1 

tlo, decolonin 
obtenidas 

S/D" Ninguna 

SID•ó 



5~3 Tiempo de Fusión. 

En lo que se refiere al tiempo de incubación de la!l me::clilfl 

de protoplastos y mitocondrias en cada experimento d~ fusión, 

éste sr- varió de 1 a 2 horas para ver\ficar si influía en la 

obtenclón de más o menos cepas t.1-ansformantes, con lo cu;:.~l se 

obse1·vo que el tiempo no es un factor que pueda var1ar l.:.~ 

product:iGn de cepas tra.nsf'onnantP.!::, o bien, que no se puede deci1· 

nad~ con 1·espec.to al tiempo, hasta reali::ar un experimento en 

dcmdf.1 el tiempD de incubación de Jet ·fusión sea mayor de 2 horas, 

lo cual todavía nrJ ha sido probado <T.:.bla ll. 

5.4 Fusión. 

Otro aspe,:to que se tc•mó como variable, fue el del método 

para la obtención dP. protc•plastc•s. ya que se habia observado que 

la t1·ansformación cc•n p1ásmir1os de ctllulas, tratadas con (l

me:captoe.t.anol, tenia una mayor eficiencia de transfo¡m.:1ción (4) ~ 

por 11, que ae probó este mét.oclo además del qLle utiliza zimol1asa 

c:onio en;:im.:i. que dicüere la pare.el celular. 

Come• si:- observa en la fi;ibl::• I, si bien no hubo un inc1-emer'lto 

signific:ativ<;' cm el e':perifTlelltú con (l-merc:aptc•etano l, s! 

crec:ierc-,n de 2 

e~~pe1·imento con zimol ias..-. 

LOE resultados presentados aquí ~ comparadeos con los 

obtenidos en el trBba,jo de trans..formac:ión con pl~smidos ( 13> 

'ft.tcron m1_1y bajrJs, ya que f?\1 estos óltimos la uflciencía de 
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tr:tr.~formación con el tr~t=-m1ento de {l-mercaptoet~nol fue 

ir:crementada aproNimadamente en 25 veces~ comparado con 

eficienci;. C•riqinal. Sin emb<:1rq1J. an los resultados de eo;:.te 

4:ra•1cj:.. l<i amplificacíón de la. e·f1cicmcia de tri.·msformación no 

ftu:- r.;in ~~lt:l. ,:\Unque esto pued~ d2berse"' que la probe1bilid"'d de 

q11~ ~u~cde un~ fu~i611 protopla~to-111itocondria es muy baja <Tabla 

[>. 

L~ expl ic<:1ci611 p~ra ld nb::;c1 "'-'c1ón del aumento de ct.-..pas 

t.1 "°r';;;f1·:1 ,11c-1o1t:c.s e·n el trñte.m\E-ntt:. ce.ti (J-mercaptoetane<l pc•dríü sew 

qui; l:t ·lln1olia~~. al d1r¡Prir casi el te.tal de la pared i::olL1la1·. 

hc:tt.~ q11P. o;t<:t célula tnviertn máe. tiempo, y tenga por tanto más 

dificull:ad, p~ca n~gener·::1.r e11 P'°'• ed en cc.mparación con la t:Clul"' 

c:t lsi que e.e lf: diqi.ri~· 'Et•l.:lmentP rilguna regiC:•n de la misma, pt1T 

i::. 3cr:it~11 fiel (l-mercc¡ptoPtanc.1 y i:ontonces. aunqL1e enistieran 1n~\o:; 

l~Ellilt::1!; '2], .. 1 casi la tc.telidad de su pared fu<iionada!i c:on 

estas c:elHlds t.e11drían menor probab1 l idad de 

>' r..!o el caso de quf~ ln loqran.in. éste. les llev.:.r·ia 

111~s ti.-ampo compar<:'das 1:nn eiquél la~ que tienen que reqenerar 

W::nr:" c.~nti.d~d de pnred. 

Poi lo que st-? t-efierP. cil t;·iempv dr.- incubación, se c:onsidEwi.'I 

~lt~ a=te fttE =:trfic:jente prti-~ qLltt lf\5 cél11}.;tS ,-Z?qeneri:\ran su pt1.red 

nti:\ntuvi;::.ro11 d~ 15 a 20 días a 30 °C. De. 

ac.:ut:t dn esto es más íactible pensar que prDbabl~mente el 

f:lcl:· .. ~ q11e jn.f'luyó en los t.rat::t11dentos fue li"t baja viübilidad d9 

lei.::. cé)tJJ:(~. 



Poi "ti'~ parte, como ee C•bse1 va en la T"'blt:< I, el número dv 

CIJpas trans·formantes r:1btrn1das r11e bajo en Jos tres e>:perimellt0:.1. 

¡:¡c;.r ln q1.1~ se coinpruebé'l. que el evento de fusión tiene una 

baja ft"F.!cuencia. Esto está Clpc•·rado por lci observa.c:iOn de l~ 

~u!:!e11ci~ de crec:imient:c• dP c:r•lt•niCts en los mPdic•S controles p.:\r~ 

protcoplestos <Tabla 11>. lo c:u~l quiere decir que las colo1li~s 

trans1c.•rrudntes que crecieron C!n los medios selec:tivC•S ne• son 

fal~a5. E~tos resultados verifl~3n los y~ 1·eportados, en los 

quP. EP. 1•b:n1vn qu~ la frecum1c1a pant c·btener produc:ta<l dF. 

ÍU$.it'1n pf'otoplastr:•-mitocondria en le·.1adur~ ~s de 1 ): 10-• <B>, 

por lo que 5e considern q1.le los resultados C•btenidos en cadet 

P.>:pHrimr.rntü rJe fusión t•ueron positivos. 

El c:fec:t;c, producidt:• por el pi:ilietilenqlicr:il tc.dC1via e~ 

dP-3Conr•ctd'j' E'.in embargo, se h~ prot.ad.:. ~v·::< ld e·ficiE¡ncia de 

trsnsfor111Mci6r1 d~p~nde er1 qrar1 parte de la presencia de este 

compuP.~to En nste trsbojo concentr~ción de 

rwlir:-11lenqlic:ol t:tt mantuvo fiJn (3(1 ~~). rc11- lo que no se sabe- si 

Pn cd;raE cr,.nce1-it1·¡.,c:1oneg pt.tdier-'=i 1:. nó c.wment<?r 121 efj1:lcnr.:i¿\ de 

t r-ans far !ll~C ic'111. 

C"4bP h:Jr:m· ncot.:1r qtte r-11 lo post~1-i,:.,· nrJ SP. i-eal izaro11 

e~¡µerimentns con ln cepit obtenida dE1 la. fusión de lr/1'137 ~: AM34. 

ya quP. P.1 medio d~ c;::eler:c:ión r:arecía d~ sorbi.tol. lo cual 

hizo dificil ld regeneración de los 11rotoplastos 

r:eimi;. procluc"t.eis rte fu.siL'in. Esto co1uprueb¿. i::i s1.1 vez, 1 ¿-¡ func:i~·n del 

r-.:c.rbitnl L.E:tmn un re~cti.vo ql\P. mantiene las cc.•ndicir;.nes isotOnicaE 



dal medio en el cu.;..l lr:\!i célul~H: ~P. re>1~enera1-í.:\n. de no e~li!:t.j1 

~1 snrbitol la v1abil1d~d c~l11la1· 1Jec1-ementa. 

5.5 Curvas de crecimier1to. 

Se h1.t":1eron curvas de crecimiento rle 

tr~n~ fon11t.\ntc!;; obtenidas de lat: c:r u zas de 1,-J6(1(18 ~: AM34 y t~601)B !! 

At11:?., p"4n' los. tiemp("JS medios de Qf!nFffL\Ción L:etírespondHmtes. lo="> 

c:u.,,.les fuenYn c:alc11lados a parU1· de 1..md. regres1C:m lineal de c:adi-' 

Se 1 r--a 1 i zc~ 1--1s te oxper i mento~ ya. que se ha.b í. .:.1 ob!...;ervado q1,.1e e 1 

c.rec:-i.111le11~u de: las cepe:ts transtc•l u1antes en lBs plac:<.ts de mediou 

'{PAG C!Jfl y s111 .;;tnt-i.micin:.t A, f:?-1·~ \in por.o más l~:-nto comparado CC•ll 

el crecimiento df-1' l<:-,s cepfi rPceptm-a. de mitoc:ondr1as (lJ600Bl~ pc•I 

lo que se ~uiso observa1· ~i he:lbi~ u11~ diferencia significativa 

entn:: El r~1·eciroiento delas colonio!i transformantes con respecto ~ 

1~ cep~ receptora. 

Li:l Fiqln-a 2 1i:1.1e5tr~ le:i5 1:UT·vas de u·ecim1ento di? !Z\S 

c:ep.:o.s ti·~n<:> fc.ii·me\ntes c-ibtenidC'to dR ln ú1sl ón de lrJ6CIOB ~: ·At134. Lc.•'S 

v=-leores ele tiP.mpo medio de IJF.-11~•1 :ici1)n CTMGJ se muestran en 1::1; 

ít cre;.i(1 Pll 1:55 hor~S 1!1d$ lf::!11t'':l; la 1.:epO T2 C:r'eC:iÓ Pn 55 fuin 

111as Jeot~ ').' lñ cepa T3 creciC• en 1 :05 h mas lent.,.¡. 

Por r.itrti:\ p.:\rtr-, r.ompar:c11do los THG con 1.::1. cepa donadora ele 

n.1toc·rq~1~1 1~s:, AM34, !!e C:•bser1.:. qu.,_, la ·1ari.act<'OJ'1 fuR me-nor. ya que 

le. cPp~ J1 1..-~cit!• en 1:30 hnn:ts 111:.s lenta; 1.=:i cepa T2 creció e\1 



150 

100 

óO -

CURllo\8 DE CRECIMIENTO DE U.S 
TRANSFORMANTES OBTENIDAS POR 

LA FUSION DE W 600 B x AM 34 

u'-';;;;..,j;!;;~~E:=:r::~- ~~~~~~~~~~~~ 
13.5 14 14.5 16 16.5 16 16.6 17 17.6 16 18.5 ¡g 19.5 20 

Tiempo {horas) 
- 'NM 37 -r- W 600 B -J(- AM 34 -e- Tf -H- T2 ~ TS 

Flrµa 2 

TMG DE LAS TRANSFORMANTES OBTENIDAS DE 
LA FUSION DE W600B x AM34 

·~ 

weooe 
AM 34 
WM37 
T1 
T2 
T3 

TIEMPO (bra) 

1:00 
1:25 
1:00 
2:65 
1:06 
2:05 

TMG • TIEMPO MEDIO DE GENERACION 

TABLA 111 



CUR""-S ce CRECIMIENTO oe LAS 
TRAN6FORMANTEB OSTENIOAS POR 

LA FU610N OE W 600 B x AM 13 

o 0.46 1.15 1.45 2.16 2.46 3.15 3.45 4.26 6 6.3 6 

Tiempo (horas) 

- TA --+- TB 4'- TO -e- TD -*- AM 13 

TMG DE LAS TRANSFORMANTES OBTENIDAS DE 
LA FUSION DE W600B x AM13 

_QEfAS 

AM 13 
ll\ 
TB 
TC 
TO 

TIEMPO !hrnl 
2:15 
2:15 
2:04 
2:30 
2:30 

TMG • TIEMPO MEDIO DE GENERi'ClON 

TABLA IV 
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3(1 111~s lent:.:1 y lcl copa í3 creció e1; ltO it:lf"I rn~s lenta. 

cepas tr~n:sformantes obteni~aa dr- la fusitn de W600B }~ AH13. En 

la Tabla n· !;e dan los tiempos medlC.,1!5 de ::er.e1-ac1ón. y se C•bs:erva 

Ulli:' var i. ~e ié•n del doble de tiempo con ,·espec to lP cepi:i 

tecept:c•rB ~J600B ya que la cP.pa TA creció en 1:15 hor-a mas lent.:i~ 

)C:11 cepa TB F.!11 l:04 hora mas lenta. y las cepils TC y TO crecieron 

en J :30 horas mas lentas que la cep=' 06008. Sin eíl1barg(_•~ 

comp:i1·~ndo lc•s TMG calcula.do:: con respec::• a la e.epa AM 13, !'.>!:? 

observ;1 que la cepa TA nci cr·Pr.:e <:i. la m1sr!'a .'elocidad; l.;J. CE::!pa lB 

complet:.i su TtlG 10 mi n ~ntes qrn=~ 1 a r:ep¿. At-1 13 y las cepas re 

TO tienen una 'la.r!.at:ión de 1~ min má~ aue l ..... cepa donadora de 

mi tn~c·ndr l 3'5. 

Lc•s déltos de cada cnrva de c:recimie-fl~C> fueron sometidc•s a 

la pn1eb<J estadística de "t" de st11dent en donde se demostró que 

con 1·espect.o a l.::i varif3;c1on q1•fl 8;:iste ¿.-!1;:,-,,.., los datr.•s de:! ca".i~ 

c.urva, C~t<.,1!: ~on estadisticamente f'.iqn1f1c:-t1vos. 

l.os ··i=su l tildos ob trm't do~;.; ~ par t l r ~e \as Figuras 2 y 3 

mostraron c:.ualr¡u"iera dR lñs dos.= f·J:;tc•nes, que la= cep~s 

tri::lnsfo1·m~11tas t.i1?nan una vcleo1~id!J•j de c-rer::lrril.e"<'lt:o muv pa1·ec.ida .a 

la de las capas donadora5 de mitor.('lndr1as (AM:34 11 AH13). ya qlie 

varían en ~píO>(im;3.damente 1 hora .nás que le da 13 cepa receptof'i:I. 

de mi tnr:ondr i ns ( H600B) • 

Esto::i resultados pueden ser dtscut.i.do=. bi::1sad6s en 



"l'';li?r ime1l~1.. .. s <20> en los q11P. se demostr~· qu~ CLli:.nlde> s~ cn:n:e11 

c-~r<:°•hir..:~mcnie céll1las de lr·Nrtdui r1. 1crrmales en medios de cultivu 

r¡"~ cont~nqan t"uent:es de carbt:tno no fenno11t:ables, tales co1no 

~l1ce1c.ol, etanol y lactato, la 111itLJcondri~ con lo~ componentes dE 

-~ cade11a respiratoria, in~luy~ndo cit:ocromos y la eintes1s de 

:1eróbic.,11n~ntH en medios que '-'~ntenqan glucos'"'- cc•mc:,. fuente dP. 

~fi.::!'l"'OÍ~ i:i11tonces on lc3 u11tr .. t:c.o11dri:;i. si=- 1"'eprin1~ la 1·espir.;.c1~·11. 

E::ist:cn cttn~E t.rabi'l..irJS <27> en los quP. 

d11tlbiót\t.o~ con10 la e1·itromic~na el 

clcr~nfe11irül ~ tienen un c:n~ci111iento más lento yct que ~e ha 

nivel <le 

r:: i toc.ro111rJE- inhibiendo difen~nte!i sitios de le 

i..:lc11.,e, y-:0 quF> las t:e.p~s aunque son crm::ida=: en presencii'\ de 

,~J u:e,·r.1 i o.ne• f•.1ente de t~'"11•bn1ro, en au~oni::ia de ar1ti~ióticos, 

t1f:ne11 •IH tiempo medio de qene1·ación más lento que la cepa 

1·€c.eptol"'o, por lo fltH::! puede del·ir"S0 que si estas cepas antt,s 110 

po5~J dll l d fE-!S1stenc i li a ant imíci n;,t A y ahorH que la poseen ~rH• 

entonces SP. d¡..;.cJuce que la presencia de tal 

está afectando de clguna rnaner'a a la cadelld 

;:e~pir~toria. No se pued1! s;ibe1~ tcodavic, ¿'I qué nivel porqL•e aún \10 

nE,,,05 te,..li.=ddo medicionss e\ nivE!l di: citocrc•mos, sin emb~rg?• 
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l~ presencia de tal retraso C!S o•.ndente .. 

5.6 Resistencia cruz~da a Oiurón. 

Basl?'dos en el c:onc•C.U1'ientn de que la5 cepas donadoras de 

mitocondri~s, poseen r~sistencia a antimicina A y resistencia 

cruzada a Diurón <herbicida que func:.iona como inhibidor de \d. 

c:aden3 1-espirt:'torial. amb:;¡s 11bi;:adas on el qenoma m1tocondrial, 

!!F. ve• i ftc~· si las cepas t1·ansformantes presentaban tal 

~e&ist~nci~ como un• ~videnct~ 1né5 del evento de fusión. 

Los resultados del crec::i111iento obtenido a diferentes 

concent~aciones de Oiurón poi- otro lado en pr~·sencia da' 

antimicina A son mostrados en la Tabla V. 

TABLA v. RES!STEMC!A A OIURDtl (50 • eoo ~g/ml) y ANTIMICINA 

A !!'i ~g/mll DE LOS PRODUCTOS DE FUSION. 

~I 600 B >: AM 3t+ 

116009 AM34 AM13 T1 re T3 

Oiurón + 

Antim. + + + + 

~J 600 B x AM 13 

TA re TC ro 

+ 

E•tog resultados ~uestran que las. cep~s transformantes, 

productos de la fusión da l-16008 >: AM:34, tienen resistencia a lcis 

misn1aa coHc:antrac:iones de diurón y antimicina A que la cepa AM34 .. 
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Igualmente, las cepas transTormitrltes prc•duc:to de la fusi~·n 

de WOOQB >1 AH13 tienen reaistencia a antimicina A y sensibilidad 

a diurón rospectivamente, como en el ca9o de la ceps AM13, por .. lo 

qua estos f"esultados son Ltna evidencia más que apoyan el hecho 

de que J a9 cepas transformantcs. son prc•ductos de fusiones 

,·ealas, ya 11ue la resistencia sólo pudo habar sido c:onferida por 

la!: mí lor:::ondr·ia5 presentes en la copa W600B, 1"" cual· era en on 

prim:jp¡,, •:mns1ble a los doa antibióticos. 

5.7 SPQregñción meiótica. 

Además de lo anterior, se estudió la herencici de la 

resistoncid a antimicina, haciendo cru:::os de cada tranmformante 

con una r:~pa senmiblP. é!l antibiótico, se indujo la osporula!:ión y 

&e real izaron disecciones de téla-adas, de cuyo nnálisis rei:mltó 

una sfTqr eqac:ión an prrJpon::ión 4:0, es decir, no Mendeliana y 

eat.s pr11cbP. indicó, al igual que lñs anteriores, que se tratl!"ba 

dE' prort•u:tos de fusión vP.rd.;idalT•s, P-11 los qi~e la re!>istencia al 

ant:ibióticn es pr-opor-c:ionadiJ ptW las mitocondrias de las cepas 

c:!on~doras .. 

5.8 Pruebas de ülelismo. 

lJnc.-1 .. :!]z obtP.nldos los rasul l;ados anteriores, y ya que se 

s~be qutt )c'IS 1nutantes AM34 y AM13 mapean en dos loci di"ferentes. 

so .ident:i·ficó el locua dant:ro 1h~l gP-n en el cual sa encuentra la 

mutac:ió11 a antimic:.ina en las c:olnnias transformantes, el c:uai . 

h~óric:iniente, se esperaria que ·f11er a el mismo de la cepa· donador:\ 

cc.1·rcspond icnte .. 
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l.<1~ 1·f•sul tMdr··s df~ 1"1r~ r.ru;- ... ..:: df:! c.-=td<'\ c:~p<-t t1·c11s1-01-mante. c.c•n 

cma 1·.epi:\. qul~ posee lci resistern:i"" a ¿intim1c1na en el mismo r- ~n 

diferente locus son riresentc.1dor, en ld télblc?! 1JI. 

cru::.ad CIS c.~. 11 J i:\S si qui entes cepas: 1lli\ ~-G-77-JUD cuyo fenotip11 

PS <:l, h1~. /~.-~-,..::i y 2>1 •. 1 LG-90-38 c:uvc· feneotipD es a, arq. 

cc·JoniC:t!:i que prcs.entc1f'11n Llll 1ü0 :1, de crecimientc• en 

med i C:•!: YP1'4G y YF'AG + An t rr::;.s:p~c !: i ve.ir-~,, re. r :imb i én ::e c•bser ~·6 e 1 

c:on l:c1 .:-·i:-ip~• l<G-90-38, /rJ qu~ prt:oduj:e1-on cc•loni.as rHploides que 

c:reC"ienH1 'líl 100 './, en a.mbos medjni::. 

de l/6(10B :: AH34 c:on lt'\ C.C"pt-t l•.G-90-3B it..1en:.r1 pco5itivos~ ya que ~.e 

tr.?lnsfc.rmantc>s, poseiH la mutHr1r'>n dP :i.ntir.dcin-n r1 ftn el mi=.m<· 

locus que la cepa donadora de mi tocc•ndri~s. poi· lo que 1::1 

que dé 

re:.ult;....dcJ 1111':< r·olrmia s8nsible ~1 =intibiC·tic:c• t::s nL1lci. 



TABLA Vl. NUtlERO Y F'Of-<LEl1lTAJE DE COLDMlAS DJF'LUIDES 

R~.:.S {SfENTES ?I l'\t.JT IMIC 1 l'IA ?\ 08 íEMI DAS DE LAS CRU::AS DE C:AOA 

L?\S CEPAS 1 Fl-7' 1 • l ')D l·:G-90-3fl. 

CRUZAS so YF'Af:i YPllG Ant 

LG-77-100 12.52 12.52 1252 1(1(1 

2 t<G··?':'-1(10 1't97 1't97 14'17 t(lO 

/::t3 ,,~ 1.:10 J :~ti9 1369 1369 1(h) 

l·.G-90-38 119(1 11º0 1 t?(I tOr) 

2 :.: l',G-9)-38 1039 10::19 103° J(!(I 

3 ~·G-q(l-38 t':'.3() 1530 153(1 l t_i(I 

A l:'.'.G-·7'7-1 i"1D 56't2 561i2 5642 10(1 

0 X l:G-7'7-1 C.D 3263 3263 3263 100 

(' ., VG-"?'"1 .• t t'J~ lt293 1+29.3 t1293 1(1(1 

D >: l<G-77-100 6825 6825 6825 1 1)0 

H l<G-t1(,-'.?9 3015 3015 3(115 1(10 

1 G-CJ0-'3tt 2120 2.12(• 2121J 10v 

e " l<G-~i:\··'3D 10~(1 f (•9(f .1(184 99.99 

1 G··9(1-'2(' 1'19'7 139'? J Jo::' ... l •)0 



Cc•n n2spcc.to u. )<lt.; cep,:~c; lr.:ü1~fc·1 111..-.nt".:'s- cru::ad~,s con l.; cep,;i. 

•(G-77-100 se c•bst:?rv~. Hn"' üusenr:l'"' ¡j;_:. cc•loni::\s ~<?nsibles. lo cu.:il 

puede =er demc1 st1-ado con bi:\se en el hecho de que la dist.::i.,·1c1~ 

entre un locus y C•ti-o -rn.1c:lP.~1tido:J 93 y 288/295 respectivamente

es muy ~ortb. por lD que la r110Lab1lidad de ~u~ e::ista un~ 

rccombin:3ción r¡w~ dé como n:?sul tado un~ cc•lonia i:;ensibla er,:, muy 

baje.. 

t t"lffl~ndo dislaron CDloni~s 

diploideor. pa1-tir de la c1·l•7~ de las cepas tr~r1sforn1antcG 

\.16(108. ~· AMt 3. Lc•n 1.o.i;; miGm::.s cepa5 .. 

L~s C(l]or11~s diploidce result~ntes de la crl1~a con la cepd 

i>'G-77-100 tuv1en·¡n 11n l(lt) ~1• dP cn~cim1entc• en presenciu y en 

.:1.usencia del ant1bi6tico y &st1.• fue C•bservadc.i en todas las 

trBns·fnnn.:mtes. Sin f-:>mbarqo. Jas 1:c•lonias resultantes de ld cru;::.a 

r.on ld cepa t<G-90-38, tllviernn un 1(1(! ~ de crec:imientC"• e:-<c:eptn 

poi· 1-3. i:ep3 TC 1.:- r:uo:1l L>í'I meOic• 1jP. YF-AG + Al1tl1riicina, pn~sent.f') 

un.o\ l iQer 21 di!?.111111lll::ió11 q1.1e~ eiunque est .::.di:=. t icC'\mente no es 

cCll'lS'.ldPr::!rl.:< 1:mr1:1 1;.üqni·ficatiVi.:>., es 1 11-i n':'sultadC• positivo~ ya que 

ii.l ~e.- u~t.:i cepa quo poset--!' 1~ rnut"c·ióf1 lc·c~li=s>.da t."n diferente 

lcocus!' l~ probi:lbilidad de que se reolice u,-,a 

?.Lh1qLtP. e~ -muy haja~ por l<'\ cerc:a11i.:< de los loc:i~ es f.1ctible quE! 

se prl-'st-onte y t"sto puede dar una Hvidenc.ia de que lai mutacié•n en 

transíc-rma.ntei;; dieron Ltn 100 ~. d~ crecimiento en pr-P.sencit:\ y en 



;_n1;:enr:1.:\ dl"1 C\nt1buH.1cc.•. E-;;to ~udo h.::·b~r sido qu1.:-a por 1?] 

número d¡..o 1:olo11ias sembi-cjd.;.•5 en nue~:.trd técnica, ya que es 

rwobah1~ c¡lle cc•n un númcrn m<•yo¡ de t:l!.lul as s8mb1·r.dt=1s -=e puede'\ 

~1(1n1f1, =il1vr. 

111:i ~f"' c•o::.e1-·Ja1·cH' 1·P.combin1:1nh~s µlid 1f:-1·a lQl•i:.dme,·,t¡~ df..>be~·se J ,,,1 

ccrc.:~11l~ df~ lt.•S locl. 

l.;.. }11:;tific.a1:1ón p~ra },,,., 1 e':!.liz='cié.n de 1-1ste estudio fu& 

pc.1·q1u."" <::;.• plt111\;P.ó 101 hip~•tcs1r:: de ~lle 51 l•n~ u1itc•ct.tr1dria.~ n 

·/~·-i:i=.. 1 ...-::;1;;.tentes 8 ~11tinnci11':!. y con un drte:1·m1nadc· patrón Lle 

qenomé'.I. pt:!oeb-dbrt e;, una célula que posel.;.i 

111i1:ocr1i-1d1 i,,,..;:;;, rc•n 1liíe1-H('lt~ p:-1tn'"1 !i(" 1".eo;;h·i1·ciün y 1;:1 1r.1to1:011d1 .l;:t 

pc·di11 fl1nr.1onar en el interior, entc:onces t.t.11/c:· que hi:\lH~í sucedidc.,. 

,:L1:.tl•1u11or~ d1-:: lc•s siquientes hechos: 

l) 1~ mitccc:<ndria ~R 

1111\ltipliea1 ~ junto con las 1111tc:ot 1q1tl1·ias or1gll1i<1les 1 sin ten~1 
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ce.in lo cual la 

rnitoc:t•ndrja permanecería en la célttla por un periodc• de tiempn 

poi· l~ p1·esi6n dP selección que ejerceria el a11tibi6tico y 

pos ter ir.rmente se perderia, e', 

2J Que l~s m1tc.icondi~ias oriqinales de lo célula, se fusionarl\11 

cc•n l~ nueva rnitocc:•ndria, dP. t.:cd fc,rma que adquirieran li.~ 

1-P.sistenc1:.,, ~1 c:lntibióticr• por 1uer1in de u11i'I recombinación grUP.S:.t 

del qe:no111o-t 1:. una. por una 1-ccc•mbinación sitio-especifica. 

L.;l prlmer.;. opción se desc:;;wté• por que la resistencia a 

í:lnf;1m11:in~ no <:.e perdí.e• r1 tri-1:vés del t1e(f>nc· por Ja que se pensó 

en J~ pt)Stbilidad una 

rE·c:omllinar.:ión. por 1~ gener-ac:ión de ltn nuevo patr(.1n de 

rlH- J"" rer:c•mbin.;i::i~·n del Aot~ de J.::t 

mitocond1 id resistent~ con el dw lil sensible. 

De ~q11í li'I utilidad dP. la. c:epa AM13, en la cual s,.;r. sl:'be Q\le 

e] noveH!O fr-ci.c:¡ment.c. en t;;mañr· ~:-bterndc:. pr•r digPs.tión con J~. 

Hnr1onucl~,3S~ Hae III. posP.e parto'! del fJ~n que ccodific:a para el 

ci tocrr:.mf.o h, el cual lleva ] .,t 111ut~i:1c.'•ll QltE' d;:i. resistenci.::t \..., 

Antimicina (6), p~r lo que uquí seria f~cilmente identificable 

algun,,¡ vad~c:i6n. 

Lo:=. pat:ronras de ¡-f.>sb-icr:J.On de J;;.s c:ep'lS donadciri\s \,' 

receptonn:;. así como de las cepi:'e lr¡;msformantes, son !Tl~•stradoG 

P11 la Fi0w .:i 4. 

Los rP.sul tridras obtenidos Bnte1·ic•rm~nte. ne• muastran ning~.1n_d 



FIGURA 4. F'f'ITRONES DE RESTr.¡{CC:IDt·J OBTENIDOS A P('IRTIR OE. 

Dl\'éhS~S DIGE"STIOtlES cm1 Ftl[)OtllJCL fASl-\S llE LAS . CEPt~S 

TRtitlSF"tlRMC;NTES f:'OMPARAOAS COM Lí-)S CEF'AS DrJt.JADORA Y RECEPTORA. 

EcoRI HmcBil. 5ma 1 ~ae m 
i 2 j 1 2 3 ~ 2 3 1 2 ~ 

------ ----- -- -------- ------ ------- - -------- ------ ------ -------- -- ----= ------ -- ----
~== ------------- ---- -- ,-------- ------ ---- --

J: CF.r.i~ rccr:pto1·a l·l600Et. 
?.: ;:el"'las tr~n<sfr.:·rm~ntP.<::: rt, r2. T3. TA. TB. TC~ 

3: Cca~s dcmadoraf1. Af13'-t y Hl1J3. 



dif<::-renci~ en el p.:\ttón de l''=!:lt;1·Jc:c:it~n, cc•n 1·espec:t(,J al de li\~ 

r.epas n~c:J?¡:itoras de mil:occ.ndri .. ~s:.. poi· lo que se podt~i.B pensa1· que 

no hubo \.\n~ recomb1nac1~.n qeni~i~Jc:n tan qrñnde, que pudh.:-1·...i 

mt•dLf1.-:;r t!?l o)·den dP- los ·fri..~Qmf..>ntr•s de r1~str1c.c1ón. Sin embtl\-qo, 

t.;.. pc•síbilide.d de qui:;i haya sut:.etlJdt1 tal recort1bin.:o.e.1é·n, no pttede 

ser eli.mlnada del todo, ya quo p\.tdo haberse dado pen:• a un 11i•.1el 

tñn f ith\, que s~·l-:< una lec-tw ~ de l~ ?:iecl.1encia del gen 

c.o·,·rP.spondi~nte, pod1-í.c.1. dHter:t.arlo. Este. se 1·e,_.1l1::6 ya que se 

tiene la sec::uencia df::'} acn que· ci:•dificc.. para el npcu;:itt.•crr:imr. b 

l~o:; cepas 1-eceptoras y iJr.madvras .. 

5 .. JO ClonaciC.ri .. 

log rf!SLd t . .=odos c.bte11idos dRl i?-nAlisis con 

em.:ima5 de rcstriccié•n de las c:epc1s transform~ntes. se píoc:edi.G n 

t:arac:ter-iz~·· un,;:i de ést~s, la. c:t:1pa TC, de le;\ cual se ch.,nt!• el 

·fraQmento (\l.~"!' po'SP.P. al Qeo que codifica pi\ra el ar:ocitoc:romo U 

(fr-a.am~nh• rJe 1 .1 kb) f;!l1 c:élt..il .:is de E:.. ~2lf. !cep?- JM J 03 l. 

y s::e utill;:6 r:r.•mr.• vec.tt•í '11 plásmldp pTZ 18R. 

Ya qt.1<~ se tenia la \.lbic:ac:i.1~n de la mt.•l'C1ción 21 "'ntlmic.ina A 

en c~M~ c;en en la cepa AM 13~ se n:~oeo\l 1=.t. li<. SLtbclcnación d~l, 

fr~qtn.·:ntc. d;: 1 ~1 f•bt que i:ono::::ist'e> e>n 1·educ1r ~l tamafio del ge11 

con el fi1, de il.COl""ter- la dist.anc:i~ que recorrerá la ADN 

polimPri:ts3 a. pai·tir del inicio?1dt•í <"primerº) h¿,sta el sitio d611de 

se cnct.:cntr'ei. ln mutación pi:1r¿t íac:i 11 ":i\r l.::. ~ecuenc:iac:ión, 

Y .;:;e obh1vo L\11 inscn·tr• de apro~~\111:ciidarnsmte 25(• pb del AON mit de 

1-:;i. "";ran5·fcq~mcint1-1 TC. 



La FJqura 

5. i l Se:>C:i.lE?'í'lclr.c1r'1r1. 

Sa.ngar et: dl !20>. fue hech1J ""p~1 t.ir de deis clt)n<;1s difcn?ntes 

ql1e cc111te11l:..i.n el frC1tlfn<H1to r:li;,' 251:1 pb. 

l1Hi 1c:::ultados ribtQnidc:•S> dE! l~ !'.Eecuent..1C\c..1ón pr0Gcrnt.r.dos 

1'-'ti l!:' Fi,1111 ~ 6~ ~n l:.1 l:UB} ·:;e C•b::=.1~1 ·.-a 1<=' pn:'.'Eencia d!:"" la d1;oli=( 1Dd 

;!~~lt~ción p1·oduce 1•11 ca1nbio t·1i la s111tes;;; 

amini:o~t:id11s lt=:!ut:ina, isL•lt:-ucin~ 'r' t1·\ptt-.faPc•. cr•1npa1·adc1 i·c-11 l=' 

cep~ du11cido1·c1 t\M13 .:tsi coml• en L~ c~'"P-"' TC. i.?!1 la que =e c-bLienl:

un s61•• :..or11inc1e~<:ido, '3r:-1~in:..~. Eo;;;tc• •~::. ilustt·.;dc.. Pn J¿. Fiou1·;;. 7. 

tec:ep-t.•H .... y~ qLll.~ este último neo pto<;;E:i::1 11nc:1.,.1.1.o.-.t.~ ¡,, t..!e:lc::c..i~r.. 

Al p::t1·ec:e1·, cabr:: lé1posib.i1 id~d iJv q11e l.;, 1·i=c:c1mbin;;\C:1ón 

e-f&ctupdH en estos genomao::; h""Yc-( 5ido si.tic• :-:-=:pecif1ca. Est,, 

quier~ tl~cl.1· que le:i recrJmbin~c:'u'.·n fue Pl r~•=;>_ilt:r.tdo de un doble 

E-·nt;ci::r~¡ ~1;:~111itH1to E>ntre el AON 111i t e::ógem• ..,.. c1.p1-t-•Pir• de la _cep~ 
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FICURA. S. ESTRATEGIA DE CLONAClot: Y SUBCLONACION DEL FRACHEl'TO QUE 

CONTIENE AL CEN QUE CODIFICA PARA EL APOClTOCROllO B Y QUE POSEE U.

MUTACION QUE DA RESISTENCIA A ANTIHICINA A, 

A. CLONACION, 

ADt\ mitocondrial 

J Rae lll 

!i' .Rae Ill 

1077$7777$77'.!1 
+ 

81Dp.~l 
~•smaI 

+ 
E. coli (Jll 103) 

Selección de p~iismidos 

recombinantes. 

! Hlnipreparación 

CLONA. 

l.! Kb 

1·1 

B, SUBCLONACION, 

ADN de la clona 

j ·-, 
Roa l. ¡sal 

lff2%2%* 250 pb 

+ 

~¡ 
nmp\t:Y-

+ 
E.~ (Jll 103) 

s ... l 

. ¡ LB + Acpicilinn 

Selección de p18siiidos 

recombinante&. 

l l!inipreparación 

SUBCLONJ.. 



Figura 6. Secuencia de nucleótidos del gen que codifica para el 

apocitocromo b en la cepa silvestre (WT) y secuencia de nucleó

tidos para el mismo gen en la cepa transformante (TC), donde se 

muestra la deleciéin. 

'!¡]. 
A 

A T e A T 

'!¡~ 
A T 
G 

T A 
T 

\~ A 

1 TC 

WT 

A~ Deleci.Ón en l~ .cepa 'IC. 

Esta deleción es la misma que se reportó para la cepa doriadora 

AH13. 
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FIGURA 7. SECUENCIA DE BASES EN LA c;ur,L SE MUESTRAN LOS 

CODO,IES PARA LOS AM INOAC IDOS CORRESPOt ID 1 ENTES EM LA CEPA 

SILV~STRE n/Tl Y EM LA CEPA TRANSFQRi,alTE ClC>. 

w.r. ~·-A T T T T TA A A G A r r TA Ar TA e r G TA T T r-3' 

Leu ! le Trp 

t:. 
T.c. 5"-A T T T T T A n A G A T T-------------c T G 1 A 1 r 1-3' 

A: Oeleci,•n en la cepa TC. 
Est-~ r:ti::-11;.ci~•n eo;; la rni!'Hn~ '11lP. <;;e_ reoc • .-ti~. (61 paira la cep,:. 
dc·n.:tdoni AM:l3. 
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en el cu~11 se lleve, a. cabo 121 lí'teqr·cic1L'on del fr.:..qr.1e11tc1 que llav.:~ 

la ml!tación para la resistencia '~ ~ntimicina. Esto está ba'3ado en 

el hecho de que algunos sitio~ f~cilmente identificables cercanos 

~l qen, como lo es un sitio de restricció1 para 1~ en=ima H3e 

11 I, pre:e.ite en al gE-n de l.;1 e: epa receptor~. se ccins&1·vm1 r!n el 

qern:-m<:l mi toc:ondrial de las dc•S clonas. De no haber sido una 

rec:l'.'.•mb:inr.r:ión sitic.-especificfl. hcibr:ía unit. fllta prc•b?.bilidad de 

quP- estos sitios se hubieran perdido. Sin embargo, el hecho de 

que> ~(',]., lt'- reqiC·n que llev~b"' consiqo 1:. mutación para la 

a11timicina htJbiara recombinado, serla rnuy 

dieculit~le. Se ~onsidera la posibilidad de QUe al encontrarse eri 

un medif:i t·on i'ntibidtico como presión selectiva, se hiba ü 

filvon:~rc1 el crP.cimientr.• d~ las c:Plulas en l=s cuales el ADM mit~ 

proveniente r1e l,:;s c:Hp~s r¡.;isi.c:;t"F>11tP.s, recc•mb1m~. con el ADN m1t de 

l~s c:npa.:;: f'ecepto1-as h• cual íue r:ofoprc•LH-tdc· con los e~:perimentos 

de ::,i;:.t.11P.11C1:1cít.•n dBl qen que codlfic..:. par~ el c1toc1-omo b '/ quA 

ttJd~vi~ p~1·D e·:~5t~ 1~ probatiilldRd dP ~~1e 

Ciltnblros \rrpr·rt.,u1tP.s rü~<.if"\IH?i:. di? l ~ 1 ecc·inbinacié>n. 

y¡..o·.1eli.\ la fcorm~ m1 li::' 1:.L1::d 

El rt:!stn 

poi· lo cp1e 1•c• se pL\ede dec;i1· i::;1 le\ f'lltc.conC!rié\ peneti-a_ a la 

célul;1 1~n fo1-íl'::\ intactB o si sr.iJ,.,,me11te el :1ut1 1~it. es liberado en 



análisis nivl:?l rnr·len•liH iJ~l ADN mtt de cada cepa 

tretn;fc:.rmr.inte, i;:>n los que ~e ob.,,er va QL!f~ una ve:: que se encur:nt1 e:. 

en el 1nte1·.ic·r de la célula el l\DH 1nl.t m:C0qer1ei, ne• se detectan aJ 

merioe cr·n e=f:e preicedimie1·1to. eventüs de recombin..,..c1l'•n t"lcs r¡Lte 

prc.voquen diferencias tan qrandr~s como para pc:.der ser observadas 

en elRc:li ofD•esis c:CJn c¡eles de aqar·osa. 

Sin ¡:.,nbi:,rqo, de itcuerdo a los resultados obtenidos a p2'rti1 

de la secuF:nciac.:il'rn, ~e C•bSt'1rvd qu~ muy probc;L.i.lement~ hay evento~ 

de r~combin:\c:i.ón sitio-Hspei.:ífir_:i, los cuales permit:f30n que et ADN 

n11t endóqenn ndqu:ier-n la c~.i;rncteristic:a de lo resiP.tenc:ia 

antimicina A. 

Con lo 0:mtf.wit.•r, se puedP decir que este .:inálisis ne. da L1m.~ 

e::plicac:ié·n r..:ompleta de la forma er1 la c:ual se da la fusión 

mitocondria-protoplastt•, pero sin P-mbarqo, provee una evidencia 

de que ta J evento dR ftts i ón !:t.u::ed¡:,; en !'.;. l~i; ti§. 
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6. COMCLUS IOME S 'f PERSPECTIVAS. 

L•s conclu.=ic•nes obtenid~& en este trabajo son 

siquientes: 

1 > L~ fus1é•n de orqc-nelos, e1\ este caso m1tc.•co1·idrias, con 

céll1)~5 de levadura puede ser realizada. 

2) E.:iste transferencia de m~tcri~l genético 

3) E;:1:,ten evP.ntc•s fÜ? n:>combin~ción sitier-específica entre c..ol 

AOM mi t p1-c•venientes de cept=\s resistEntes a antimic:1na A y 

los d~ l~ cepa receptora. 

Dentrc.i de las perspectiva.s que se derivan de este trabajo~ 

c:l de elLcc:ida:r al mecanismo pc·r· medio del cLtal se lleva a cabo 

1~ fus.1i!n entn? l~ 1111tocond1·ia y la célul::1 de levddura. Este 

prn~de i=c1 ¿,,bc·rdado mediante el mRrca.te fluorescente de las 

m~mbran~s c~lular y mitocondrial externa ~011 1·eac~ivos como el 

etidio <EBr) y/e• 't .6-Dínmi nc·-2-feni 1 i ndol-

dih1drocloridr~to CDAPI> en las conciíciones ~dec1Jadas, las cuales 

5er la utilizac1ón de estDs reactivos unidos 

antlcuP.i·pos específicos para C3d~ membrana siendo c•bservcidos poi~ 

microsc:c.pia de iluoresce1icia para comprobar la e.¡tn.~dP de 

ml tocond1· i 35 enteras a la célllla receptora. 



L~ t1~nsfo1·mación internspecífica es otro da los trabajo$ 

que se p11eden der1va1- i.i partir de éste. Esp~cif1c:Bmente el de la 

transferencia de carac: ter es e~: t1·,;u:n:•mosóm1cos poi- med lD de la 

tr·ansff:J1·n1d.t: ic.'•n do mitocondr i~s dE la levadura ~- !füS1i~· qL1n 

J levan un marc~dor dcterminadt.t. COf'\ células n~ceptc.ras de ?.· 

de su ADtJ mi t 

deletado. es decir son Rhc•º, p1-oba11do si tal transfo1-maciC•n 

lnterespQC:ifica se puede llev~n a c~bo. 

Por oti·.; pa1·t1:, la trc<nsfo1 n1:\Ción puede: ser uti l 1z.:i.da cr_,mc:. 

una té,::nic:a que permita int1·oduc:ir información espec.ific:a que 

complemente citlqL111a.s deficiencias en la célula receptorc:l y de esta 

manera t:<.,noceff dichas "funr:1one~. 
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