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ADN - Acido Deoxirribonucléico 

ADNm - Acido Deoxirribonucléico de mitocondria 

ADP - Difosfato de Adenosina 

ARN - Acido Ribonucléico 

ATP - Trifosfato de Adenosina 

BrEt - Bromuro de Etidio 

DTT - Ditiotreitol 

EDTA - Acido Etilendiamino Tetracético (Sal 
dis6dica) 

NADH - Dinucle6tido de nicotinamida y adenina 
(forma reducida) 

TEMED - N, N, N', N', - Tetrametiletilendiamina 

Tris - Tris hidroximetil aminometano 
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I. IN T Ro o u e e I o N 

Desde los años de 1940 en que se aisl6 por prime~a 

vez la mitocondria (ó condrioma, como ·se le llam6 en aquel 

tiempo), los conommientos sobre su funcionamie~to_se.v~~

ron reforzados por los continuos estudios sobre su estruc
tura y por los grandes avances en genética Mendeliana y _no 

Mendeliana, relacionados con este organelo. 

A pesar de la gran can~idad de información obten~da, 
siguen sin contestarse totalmente varias·preguntas impar-

tantea. lCuáles son, en definitiva, las funciones del ADN 

mitocondrial? lCuáles son las proteínas codificadas .por 

este organelo? lCuál es ~l papel del ADN mitocandrial en 

la biogénesis 6 formación de la mitocondria? En resumen, 
¿para qué existe el genoma mitocandrial? 

Varias de e_stas preguntas Y.ª se han empezado a con -
testar graciaa a los estudios r_eálizados en la levadura 
Saccharomyces cerevisiae y en ei ADN mitocondrial de mamí
feras, los cuales han dejado en claro varios puntos impor

tantes. 

En el estudio del papel que desempeña el ADN mitócon 

drial, han sido de suma importancia una serie de mutantes 
de resistencia a antibióticos, en las que se ha demostrado 

que el ADN afectado es el mitocondrial. ~e~éticamente, e! 
tas mutantes presentan un patrón de herencia no Mendeliana 
y muchos de los avances logrados se deben al estudio deta
llado y meticuloso de estas mutantes en·1a levadura.de cer 

veza. 
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Las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial, 

caracterizadas hasta la fecha, son membranales. Este ADN 

no codifica solamente para este tipo de proteinas, s'ino 

que lleva también· informaci6n para la elaboración de los 

ARNs ribosomales y ¡;RNs· de transferencia empleados en la 

síntesis de proteinas mitocondriales ( 1 ). 

Se puede decir que la mitocondria está· formada por 

la cooperaci6n de un sistema nuclear y otro citoplásmico, 

y por lo tanto, resulta de suma importancia el saber c6mo 

se transportan las proteinas citoplásmicas (que son lama

yoría) al interior de la mitocondria y si su síntesis está 

regulada por alguna proteina mitocondrial. 

Todavía es mucho lo que se desconoce, pero día a día 

la tecnología avanza más y se han dado grandes pasas que 

van más allá de los métodos cl~sicos de estudio de la ge

nética, como el uso de técnicas de mapeo por mutaciones y 

cruzas genéticas. 

El descubrimiento de un conjunto de.enzimas, denomi
nadas endonucleasas de restricción ( 2 ), así como el co

nocimiento de elementos genéticos extracromosámicos y el 
desarrollo de técnicas de hibridización y de recombinación 

de ácidos nucléicos han permitidos.el aislamiento y carac

terización de secuencias de ADN de los más diversos oríge
nes y en la actualidad se conoce la secuencia completa de 

los ADNs mitocondriales de algunos mamíferos. ( J, 4) 
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II. GEN ERAL I D'B DE s 

1. GENERALIDADES SOBRE MITOCONQRIAS 

Una de las. principales características que diferen

cian a los organismos procariontes de los eucariontes·es 

que estos últimos, además de tener un núcleo, tienen orga

nelos que realizan funciones específicas e importantes de!! 

tro de la célula. Entre estos organelos están las mitoCO,!!· 

drias que tienen gran importancia por su papel en ia ~e3-

piraci6n y por tener un ADN de doble hélice distinto ·-::al 

que.se presenta en el núcleo de la célula. ( 5) 

A. Funciones Principales.- La funci6n de la mito-
condria es oxidar los complejos de carbono y reducir e¡ 
oxígeno a agua. Este proceso ge~era energía en forma de 
ATP por medio de .una cadena de tl'.ansporte de electrones. 

Para realizar esta importante función, la mitocon
dria cuenta con una membrana interna que es una estructura 
especializada, en donde se localiza todo el aparato respi
ratorio. Algunos de los polipéptidos y enzimas de est'a 

membrana están codificados por genes del ADN mitacondrial, 

mientras que lasproteinas de ls me~brana externa, del es
pacio intermedio y de la matriz mitocondrial son controla

dos por genes nucleares. ( 5) 

La membrana interna está constituida por cuatro com
plejos fisicoquímicos que. intervienen en el mecanismo res
piratorio. En este sistema, el complejo i.cataliza ·la ox!, 
dacián del NADH (se producen electrones que) son aceptados-
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por la deshidrogenasa del NADH), y el complejo II cataliza 

la oxidaci6n del succinato y pe otros sustratos )se produ

cen electrones que son aceptados por deshidrogenasas del 

grupo de las flavoproteinas). Los electrones producidos 

por estas oxidaciones son transferidos a la coenzima Q (u

biquinona), que se reduce. Por medio de -la oxidaci6n de 

la coenzima Q, los electrones son llevados a través dél c.!, 

tocromo b y c1 hasta el c. En este lugar, se une el com

plejo IV, en donde los electrones, producto de la oxida

ci6n del citocromo c se transfiere a la citocromo oxidasa 

y de aquí al oxígeno, que se oxida y forma agua. Como se 

observa, cada eslab6n de la cadena supone pérdida de elec

trones (~xidaci6n) por una molécula y ganancia de los mis

mos (reducci6n) por. la molécula siguiente. En cada reac

ci6n de oxidoreducci6n se liber~ energía que se utiliza P! 
rala formaci6n de ATP a partir de ADP y fosfato. El aco

plamiento entre la cadena de transporte de electrones y la 

formaci6n de ATP se lleva a cabo gracias a un complejo en

zimático llamado complejo de ATPasa sensibie a oligomicina. 

Este complejo está formado de tres partes, que son un fac

tor F 1, .una proteina que confiere sensibilidad a oligomic!, 

na (OSCP) y un factor membrana! 6 F0 • 

En la figura 1 se muestra el diagrama de la cadena 

respiratoria mostrando los cuatro complejos y los tres si
tios de fosfar.ilaci6n. 

B. ADN Mitocondrial.- Otra característica impar-
tente de la mitocondria,e~, como ya se dijo, el hecha de 

tener un ADN distinto al presente en el núcleo de la célu-



Figura 1 .- Cadena respiratoria en la Mitocondria ( 5 ) 
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la. La mitoc~ndria, jurito con los cloroplastos son losº! 

ganelos citoplásmicos que contienen, no sólo un.propio ADN, 

sino que·también tienen ARNs ribosomales y de transferen

cia para la transcripción y síntesis de proteinas. ( 1· ) 

El sistema de síntesis de proteinas mitocondriales es sen

sible a antibióticos, como el cloranfenicol y lá eritrómi~ 

cina, que bloquean la síntesis de proteinas en procarion: 

tes y no en eucariontes. 

Se ha encontrado que· el ADN de mitocondria es de do

ble cadena y en general se encuentra en forma de círculos 

cerrados ( 1 ). La composición de nucleótidos difiere bas 

tante de la del ADN nuclear en·la misma célula, 1~ que pe! 

mite una separación fácil y dió ~a primera pauta para pen

sar que su origen genético·y su función eran diferentes. 

Dependiendo de las condicion~s que se utilicen para 

el aislamiento del ADN mitocondrial, se pueden encontrar 

moléculas lineares que varían de tamaño 6 moléculas circu

lares de diferentes tamaños y conformaciones. Se ha visto 
que las moléculas de ADNm grandes se rompen fácilmente du

rante su aislamiento, mientras que las moléculas pequeñas 
de algunos hongos y plantas son más fáciles de obtener. 

Existen tres formas diferentes de ADN mitocondrial: 

a) Moléculas lineares: Dos cadenas de ADN unidas 

sólo por puentes dé hidrógeno (doble hélice). 

b) Mol~culas circulares abiertas: Én donde se tie
ne un corte en la estructura covalente de una de las cade

nas del ADN, pero no en la cadena complem~ntaria. 

c) Moléculas circulares superenrrolladas: Estas 
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son moléculas circulares de doble capena, con ningúñ corte 

en ellas. Esta forma se origina cuando se cierra la doble 

cadena y algunos pares de bases están acomplejados con una 

proteina. Al ser aislado el ADN y perderse la proteina, 

la cadena queda enrrollada parcialmente y como resultado 

de esto, son introducidas vueltas superhelicoidales. Fig_!:! 

ra2 (·6) 

En la obtención del ADrJ mi tocondrial, pueden encon

trarse las diferentes formas que se mencionaron anterior

mente, ya que, aunque generalment~ es circular, este ADN 

se puede romper durante su manipulación. 

Es~os círculos pueden separarse uno de otro ó de.mo

léculas iineares, porque la forma superenrrollada tfende-a 

sufrir un aumento en su densidad de flotación cuando se 

centrifuga en cloruro de cesio ·(csCl). La separación en 

tre los dos diferentes círculos puede aumentarse usando co 

!orantes como el bromuro de etidio (BrEt)· ó el yoduro de 

pJ:.QPid!!J (IPd), que se intercalan entre los pares de bases 
del ADN. La forma circular cerrada intercala menos colo

rante que la forma circular abierta, cuando la concentra

ción del colorante es a saturación·. Al entrar moléculas 

de colorante entre las bases se abre la estructura de do
ble cadena y se hace menos densa la molécula; de ahí que 

las moléculas _cir!!Ulares cerradas (q.ue intercalaron menos 

colorante).estarán más pesadas que las circulares abiertas 

ó que las lineales. De esta manera, el efecto del coloran 

te es aumentar la separación entre las dos formas en los 

gradientes de CsCl. Las diferentes bandas de ADN en esos 



~"? b) Molécula ,i;. 

1) Molécula 
linear 
(24 S) 

circular 
abierta 
(27 S) 

i 

c )Molécula 
circular 
super enrollada 
(39 S) 

o 
(27 S) 

Figura 2.- Formas de ADN mitocondrial (5, 6) 

( S = velocidad de sedimentación en 
ultracentrifugación) 

8 
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gradientes, se pueden detectar a simple vista cuando se i

luminan los tubos de centrifugación con una lámpara de luz 

ultravioleta (365 nm), ya que estos colorantes fluorecen 

en esas condiciones. 

Una vez sepñrado e¡ ADN mitocondrial, éste.puede .ser 

sujeto a la acción de las endonucleasas de restricción 

(ver,.:más adelante). Después se separan las fracciones me

diante electroforesis en geles de aga~osa 6 poliacrilamida, 

observándose un patrón -definido debido ai acomodo que los 

fragmentos sufren de acuerdo a su peso molecular. Este re -. 
sultado se denomina patrón de restricción y es útil para 

comparar fragmentos, purificarlos y caracterizarlos me~ia~. 

te la elaboración de su map~ físico, es decir, la_localiz! 
ción relativa de los sit;ios reconocidos por diferentes en

donucleasas de restricción dentro d_el segmento. 

2. ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION 

bebido al enorme tamaña del.ADN y a la estructura 

simple y repetitiva de los cuatro nucleótidos ~ue la cons
.tituyen, el estudio de secuencias y posibiesmutaciones en. 

el ADN era bastante difícil y laboriosc. 

En 1970, Smith et al C 7) descubrieron una enzima 

que cortaba el ADN en un sitio especifico (es decir, reco

nocía una secuenci_a dentro de ia molécula) _Y. posteriormen
te esta enzima fue utilizada por Danna ( B) para·e1 estu

dio del ADN del virus SV 40. 

A partir de entonces, se hán descubierto µna gran 
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._ cantidad de er,dbnucleasas de restrt_ccián· que reconocen di

·_ feren:tes secuencias de m.icleátidos y q¿e permiten :fraccio

nar el AÓ.N en distintos si tics del genoma., ( 2 ) Estas 

enzimas además permitén i,in rompimiento de secuencias espe

cíficas en form1:1_ repróducible, de moléculas de ADI\I _de cual 

quier organismo. 

Las endonucieasas.de restricción han sido divididas 

en clase I, cl¡,¡se II y cla_se III. ( 9 ·) Las de clase I ·y 

III recionocen se.cuericias esp'ecíficas, p-era hidrolizan en 

sitios na especÍf1cos que están situadas más allá del sL;i, 

tia recanacldo. L.as ,segundas reconocen y cortan. secuen -

pias específicas ya ~pnocidas. 

La clase IÍ.es lo ·mas estudiada y la que tiené más a 

plicaci6n. Se han estudiada·,. hasta ~,a fecha, 355 endonu -

cleasas, can 85 especificidades diferentes ( 11 ). Estas 

enzimas están distribuidas en tres diferentes grupas depen 
.. :: -

dienda del ·1argCJ de la secuencia reconocida y par la· tan:to, 

de. la frecu.encia con que carta el ADN (si l_a secuenc_ia par 

reconocer es másj:Jequeña, la frecuencia can que carta el 

ADN es más alta). Tabla·1 

Las secuen_ci.as nucleotídicas reconocidas par ·estas 

enzimas, puede_n ser de 4, 5 y 6 pares de gases y general -

mente_, corresponden a un palíndromo; es decir, es una se-

c_uencia que s~ .l!:!e de· igual maner~ en el sentido 5 1 • J 1 

en u11a hebra que en el misma senti_do de la· liebra contraria. 

Por la tanto, existe uo centro de simetría en cada palí~ -

drame y los ·productos resultantes del car.te de· la enzima 

(una en cada cadena) san diferentes, de acu-erda .al punta 



TABLA 1. Endonucleasas Empleadas·en este Tra

bajo y Secuencias que Reconocen 

Tetranucl.Ei6tido 

1-fae_ III GG-1cc 
Hpa II GCG,¡.C 

Mbo I ¡GATC 

e 2 > 

Hexanucleótidq 

Eco RI 

Hind III 
Hpa I 
Hinc II 

Sal I 

.G,AATTC 

A'AGCTT 
GTTÍAAC 

GTP,i,¡.PuAC 
G~TCGAC 

11 
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donde el corte se hace: en un enlac~ 5 1 - P ó 3 1 - OH a 

ambos lados del centro de simetría ó bien en el centro de 

simetría mismo. De esta manera, pueden resultar molécu -

las con·extremos saliente 5 1 - P y 3 1 - OH ó con extremos 

rasos, es decir, con todas sus bases apareadas. Los ex~r! 
mos salientes generados por una endonucleasa de restric -

ción se denominan extremos cohesivos, esto es debido a su 

capacidad de formar estructuras de doble hélice uno con o

tro por la complementaridad de su secuencia de nucleótidos. 

Figura 3 

La probabilidad de encontrar una secuencia reconoci

da por alguna de estas enzimas en una molécula de ADN dada, 

varía de-acuerdo con el número de nucleótidos reconocidos. 

Para aquellas que reconocen 6 pares de bases, se calcula 

que existe un sitio cada 4, OOO·pares de beses; para aque

llos oue reconocen 5, existe un sitio cada 515 pares deba 

ses y para las que reconoc~n 4, existe u~ sitio cada 256 

pares de bases. Generalmente se usan las que reconocen 4 

pares de bases para el mapeo físico fino y las que recono
cen 6 pares de bases para fraccionar genomas. ( 12) 

3. HERENCIA EXTRACROMOSOMICA EN LEVADURAS 

La levadura Kluyveromyces ~ es un organismo uni 

celular que se reproduce vegetativamente por gemación de 

las células hijas. 

Su reproducción sexual se lleva a cabo gracias a la 

presencia de dos alelos de. sexo opuesto II a II y II d.. 11 (ta!!!, 
bién llamados factores de compatibilidad) que no dan lugar 



RTE EN 

1 

2 

3 

Molécula de ADN 
1 
1 (i) 

ro :r ® 
5' l l T 3' 
-AAA•TTT-

1 
1 1 1 1 1 1 1 

3,\TT I AAA-5, 

@®": CD , 
Centro de 

s·imetr{a 

MOLE CU LAS 
RESULTANTES 

5' 
-A-OH ®-o-AA TTT-

1 
-TTTAA-o-® 
3•· 5' 

3' 
-AAA-oH 

1 1 1 
-TTT-o-® 

5' 

3' 

1 
HO-A-

5' 
®-o-TTT-

1 1 1 
HO-AAA-

3' 
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DENOMINACION 
DE LOS EXTREMOS 

Salientes 5' 
(cohesivos) 

rasos 

-AAATT-OH 
1 

® -o-T- Salientes 3' 

-T-o-® 
1 {cohesivos) 

HO-TTAAA-
3' 

=igura 3 . - Diferentes cortes efectuados por endonucleasas de 
restricción y los extremos que· generan • (10) 

J 
1 ~ •• 
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a ninguna diferencia morfológica entre las células de leva 

dura. Cuando el haploide II a II se fusiona con el II el,, 11 , 

forman un cigoto que dará después lugar a una clona diplo,! 

de. 

A diferencia de la levadura s. cerevisiae., esta clo .. 

na diploide es inestable y entra en el proceso de meiosis, 

originando una tétrada de asc·osporas haploiries, las cuales 

se pueden aisl~r fácilmente· y estudiar en ellas la segre

gación de caracteres hereditarios. C 13) Figura 4 

K. lactis es un organismo capaz de crecer aunque su 

mitocondria sea funcional ó no, siempre y cuando se le pr~ 

porcionrm sustratos fermentables como la glucosa. Cuando 

crece.en.presencia de sustratos no fermentables como· glic_! 

rol, etanol, lactato y acetato, el mecanismo de respira -

ción de la·mitocondria se desarrolla completamente. Todos 

los ci.tocromos est€m presentes en grandes cantidades, así 

como las enzimas y el sistema que genera ATP. Es decir, 

cualquier alteración ó modificación que se produzca en el 

funcionamiento de la m.i tocondria, traerá' como consecucn -

cia una falta de crecimiento en medios de cultivo que con; 

tentan alguno de los sustratos arriba mencionados como 

fuente de energía. 

Alrededor de 1950, Ephrussi C 14) encontró en la le 
vadura s. cerevisiae un tipo de mutantes qu_e aparecían es

pontáneamente con una frecuencia cercana al 1 %. La·carac 

terística de estas mutantes era que originaban colonias 

más pequeñas que las normales, por lo que ~e les llamó 11mu 

tantes petite11 • 
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Meiosis y 
Espor u loción 
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Figura 4 .- Ciclo Vital de Kluyveromyces lactis 

Asca 
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La mutJci6n 11petite" móstr6 ser una mi.Jtaci6n pleio

tr6ri'ica que provocaba· la desaparici6n de los .dtócromos a, 

b y e 1 ;•. de algunaa. déshidrogenaaas y de otras pr~te_inas de 

la membrana interna de ia mitocondria; además estas mútan.:. 

tes daban una herencia.no Mendeliana cuando se estudiaron 

desde 1,1n punto., de vista genético, j:Jor lo que se ci:nsidei·6 

que tenían alterado un ADN°extracromosomal. 

Al· continuarse los es_tudios eón mutantes extracromo'." 

sámicas se trat6 de encontrar otro tip:o de niutantes en las 

que se.viera afectada una sola funcián.6. proteina mitoéon-

•ctri_al, ya_ que la mutaci6n "peti te", siendo · pleiotrópica, 

dificultaba el mapeo y estudio de este ADN. De esta. mane

ra; se aisla:r:on mutantes ~e s. -cerevisiae resistentes a an 

tibióticós que interfieren específicamente ·con funciones 

mitocondriales, tales como: sínt~sis de·proteinas mitoco!!. 
ciriales (cloranfenicol, eritromicina, paromomicina, etc.), 
transporte de electrones (antimiEina A, Diuron, funiculos!_ 
na, etc.) ó síntesis de ATP (oligomicina,. rutamicina, ven
turfoidina, etc_.)~ La mutación puede conferir resistencia 
directamente sobre los componentes mitocondriaies, ~orno 
son los ribosomas, el factor membrana! dél compl~jo. ATP

_asa ó el ci tocromo b, ó bien puede provocar que la· mi to

condris sea impermeable a ciertos antibi6ticos ( 5 ). 

En estudici·s· _po~teriores, se encontró que un .trata
miento prolongado con BrEt conducíe a·1a desaparición del 

ADN mi tocondrial. Este: procedimiento permitió demostrar 
que-la resistencia a cie];'tas drogas se perdía al tratar di 
chas células con el colorante; -asociándose. dire~tamente e! 
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ta resistencia con el ADN mitocondrial ( 15 ). 

Las mutantes con que se trabaj6 en el laboratorio 

son mutantes resistentes a los antibi6ticos antimicina A y 

oligomicina. La antimicina A inhibe el transporte de elec 

trone_s en el complejo III a nivel del ci tocromo b. Este 

citocromo es una proteina de origen bigea6mico y se cree 

que el sitio de unión al antibiótico está localizado en el 

polipéptido codificado por el ADN mitocondrial ( 16 ). La 

oligomicina actúa sobre la fosforilación oxidativa a nivel 

del complejo enzimático de acoplamiento, inhibiendo la ATP 

asa ( 17 ). 
• 

Sabiendo que los 4 polipéptidos del factor membrana! 

del complejo ATPasa y que el factor membrana! del citocro

_mo b son productos del sistema de síntesis de proteinas m! 
tocondriales, era razonable suponer que los genes .estruct~ 
rales que c·odi ficaban para estos polipéptidos estaban en 

el genoma mi tocondrial·. 

Actualmente se conocen los sitios en el genoma mito
condrial de s. cerevisiae responsables de esta resistencia 

y se han estudiado las características de recombinación de 

este ADN. ( 18) 

En algunos eucariontes, el tamaño molecular del ADN 

mitocondrial varía de una especie a otra. En particular, 

diversas especies-de levaduras tienen un ADN mitdcondrial 

muy distint9 entre sí, a diferencia de loa animales y

plantas sur-eriores en donde el tamaño es prácticamente i

gual. 

La levadura K. lactis tiene un ADN mitocondrial ~-



yo tamaño es de 11.4 pm·, 6 sea, la mi t~d del de s. cerevi_

siae C 19 ). Esta levadura ha sido poco estudiada y des
pertó in·terés por esta diferencia de tamaño. Por esta ra

z6n, con el objeto de conocer más sobre es~a levadura, se 

hicieron estudios preliminares en donde se vi6 que algunos 

genes de esta levadura tienen un alto grado de 0 homología 

con respecto al ADN mitocondrial de s. cerevisiae. 

Esta particularidad_se ha podido estudiar utilizando 

la propiedad de los ácidos nucléicos de cadena sencilla de 

aparearse mediante la formaci6n de puentes de hidr6geno 

(hibridización) con moléculas de secuencia complementaria. 
La hibridización puede hacerse entre dos ·poblaciones de 

ADN desnaturalizodas 6 entre ADN desnaturalizado y ARN. 

Una molécula de ácido nucléico purificado que contiene de

terminada secuencia nucleotídica s~ ha denominado 11rastre! 
dorª (probe) de hibridi~ación para dicha secuencia y puede 

ser marcado radiactivamente. Por- esta razón, algunas se
cuencias específicas son utilizadas como 11 rastreadores 11 pa . .-
ra detectar y-localizar genes equivalentes en los genomas 

mitocondriales de otras especi~s. 

Entre. los experimentes que se han realizado, .pue_aen 

mencionarse los de Gro.et'. C 20 ) , quien estudió la organiz!_ 

ci6n del rARN en el ADN mi tocondrial. de K. lactis y los 
del grupo de Fukuhar~ C 21 ), quienes estudiaron la organ! 
zación genética del mismo ADN localizando genes ~ue tenían 
marcadores de resistencia a diferentes antibióticos como 

oligomil::ina, cloranfenicol, eri tromi"cina_ y paromomicina~ 

En estos estudios se hicieron digestiones del ADN mi 
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tocondrial cor. diferentes endonucleasas de restricción · y 

se hibridizaron los fragmentos resultantes de estas diges

tiones con los 11 ras'treadores 11 de s. cerevisiae adecuados. 

En,ambos casos se encontró que los genes de s. cerevisiae 

se~vían para detectar y mapear secuencias homólogas en el 

ADN mitocondrial de K. lactis. 

En el laboratorio, se aislaron varias mutantes de K. 
lactis resistentes a diver_sos antibi6ticos, las cuales se 

pensaba eran de origen mitocondrial. Las mutantes resis -

tentes a oligomicina se aislaron en forma. espontánea, mie_!!. 

tras oue las mutantes resistentes a antimicina fueron indu 

cidas por medio de sales de manganesa, las cuales·inducen 

mutaciones preferentemente mitocondriales ( 22 ). Desafor 

tunadamente, el tipo de estudio realizado con BrEt en.§..:. 

cerevisiae ( ·23 ):no se puede apli~ar a esta levadura, ya 

que las cepas resultantes no son viables. ( 24) 

Se realizaron, entonces, estudios sobre recombina

ción y transmisión de marcadores extracromosomales ( 25 ), 

utilizan,do una cepa progenitora y mutantes resistentes a 
los antibióticos oligomicina y antimicina y se determin6 

que las mutaciones encontradas eran de origen extracromos6 

mico por medio de pruebas genéticas como: 

a) Segregación de la mutación·en los diploides du

rante la mitosis 

b) Segregación no Mendeliana de la mutación en los 

productos de la meiosis. 

Otros estudi'os efectuados para comprobar el OJ:'igen 

extracromosomal de las mutaciones incluyeron: 
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a) Explorar el efecto del antibiótico sobre la res

piración de células completas, en donde se observó que, 

aunque las mutantes eran finalmente inhibidas por el ~nti

biótico, las cuncentraciones requeridas eran cien veces ma 

vares que las necesarias para inhibir la cepa silv~stre. 

e 25 > 

b) Como se dijo anteriormente, la oligomicina actúa 

sobre la fosforilación oxidativa a nivel del complejo enz,!_ 

mático de acoplamiento inhibiendo la ATPasa. Utilizanoo 

partículas subrnitocondriales de la. cepa progenitora y de 
R mutantes O corno fuente de ATPasa, se midió la activldad 

de ésta en presenqia y ausencia cie oligomicina. ;;unque 

las actividades de todas son inhibidas, las mutantes mues

tran más resistencia que las silv.estres, indicanao una ac

tividad rnitocondrial alterada. ( 26·) 

c) Para descartar la posibilidad de que la resiste~ 

cia a los antibiótfoos se debiera a una permeabilidad dis

mi(iuida a nivel de la membrana celular, ·se estudió el efec 

to de las drogas sobre la respiración de mitocondl'ias ais

ladas a partir de la cepa silvestre y de las mutantes. De 

nuevo, se observó una.,1t1ayor tolerancia de las mitocondrias 

provenientes pe las cepas mutantes. ( 25) 

d) La antimicina A i~hibe la cadena respiratoria a 

nivel del citocromo b. Por esta razón, se estudió también 

el efecto de la droga sobre los citocrornos. En los espec

tros resultantes, se observó que en presencia de antimici

na había una desaparición en el contenido de· citocrorno b 
en la cepa silvestre, mientras que en la mutante se vió el 
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espectro nor~al, indicando que la antimicina no se había u 

nido al citoJroma ben la mutante, 6 que lo había hecho 

con menos eficiencia. C 25) 

4. OBJETIVO 

Por las pruebas realizadas anteriormente, se tenía 

una fuerte-sospecha de que las mutaciones que tienen las 

cepas con que se trabajó .eran de origen mitocondrial, sin 

que de ninguna manera se pudiera afirmar esta. 

Por otro lada, en s. cerevisiae se ha descubierto la 

presencia de plásmidos que confieren resistencia _múltiple 

a ciertos inhibidores como ventl!ricidina y tri"etilestaña. 

Esto se ha podido comprobar mediante tratamiento con BrEt 

(ya que esta sustancia hace desaparecer el ADN mitocon

drial mas no el ADN del plásmido)· y con gradientes de CsCl 

en donde aparecen tres bandas que corresponden a ADN mito

condrial, A.DN nuclear y ADN del plásmido C 27 ) • Aunque 

es difícil pensar· en la presencia de un plásmido responsa
ble de la resistencia a antibióticos en nuestras cepas, es 

ta posibilidad' no se puede descartar. 

El objetivo de este trabajo surgió a partir de la i

dea de que nuestras mutantes eran de origen mitocandrial. 

Una de las formas de demostrar· eso era realizar un estudio 

comparativo co.n endonuclrasas de restricción en el ADN mi

tocandrial de una cepa silvestre y de mutantes de la leva

dura K. laptis, y tratar de encontrar alguna diferencia.en 

el patrón electrofarético; lo que significaría que hay una 

variación ó cambia ·en el genamamitocondria"i de lasmutan

·tes. 
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III. MATERIAL E 5 V M.E TO D. OS 

1. CEPAS DE LA LEVHDURA K. lactis EMPLEADAS 

WM 27 d.. lis1 
R 

WM 27 - 011 d. lis1, 0211 

WM 27 - 012 or.. ' lis 1, 
R 

0212 

AM 34 d. ' lis1, R 
A2734 

L - 3 ti\ ' met2 (lky) 

2. REACTIVOS V MEDIOS DE CULTIVO 

A. Medios de Cultivo.- El medio para crecer la le

vadura fue el VPAD que contiene: 

Extracto de levadura 
Peptona de gelatina 
Dextrosa 
Agua destilada 

1 % (p/v) 
1 % (p/v) 
2 % (p/v) 

B. Reactivos.- Algunos reactivos especiales que se 

utilizaron fueron: 

Agarosa, TEMED, acrilamida, bis-acrilamida y persul
fato de amonio de Bio-Rad. CsCl y ~ul de bromofenol de 

Merck. BrEt, ADNasa y p - glucuronidasa (de~ pomatia) 
de Sigma. 

3. DBTENCIDN DE ADN DE MITOCONDRIA 
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La obtención del ADN mitocondrial de K. lactis ctin-
siste de tres etapas: 

A. Obtención de protoplastos 

B. Obtención de mitocondrias 

c. Obtención de ADN 

A. Obtención~ Protoplastos.~ Esto se hizo confo! 

me al método utilizado por Duell C 2a: ), con las modifica

ciones realizadas por Kovac C 29) y consta de los sigu~e!! 

tes pasos: 

1. Se inocula la cepa deseada en 25 ml de YPAD y se 
cultiva durante 24 horas a 30° c. & 

2. Agregar todo el volumen de ese inóculo a 500 ml 

de VPAD. 

3. Incubar a 30° C con aereación (agitación a 250 

rpm) durante 24 horas. 

4. Centrifugar las células en el rotor GSA (Sorvall) 

a 5,000 rpm, 5 minutos a 4° c. (3 - 4 gramos de células) 

5. Resuspender las células en 20 ml de 2-mercaptoe

tanol 0.5 M en Tris-HCl 0.2 M (pH = 9.3). 

6. Incubar 5 minutos a 30° c. Centrifugar 10 minu

tos a 2,750 rpm en el rotor 55-34 (Sorvall). 

7. Lavar las células con 40 ml de D~sorbitol 1.5 M 

(pH = 7). Centrifugar de nuevo 10 minutos a 2,750 rpm. 

8. Resuspender la pastilla en un volumen final de 

10 ml de amortiguador de protoplastos (sorbitoi 1.35 M, 
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EDTA 2 mM, amortiguador citrato fosf~to 10 mM, pH = 5.8). 

9. Añadir 1.4 ml de {?)-glucuronidasa e incubar con 

movimientos ocasionales a 30° c. El proceso de formación 

de pr~toplastos se sigue por medición de la absorción a 

600 nm en alicuotas diluidas en agua destilada y comparan

do las lecturas con aquellas correspondientes a células 

muertas por calentamiento a 70° C durante 50 minutos. Con 

juntamente, se realizaron observaciones al microscopio de 

contraste de fases de las células procesadas, suspendiendo 

una muestra en agua destilada y otra en el amortiguador de 

protoplastos¡ los protoplastos al ser diluidos en agua, se 

rompen y aparecen como células oscuras. 

10. Al observar un 80 % de protoplastos, las célu

las se colectan a 2,750 rpm durante 10 minutos. La pasti

lla se lava dos veces con 40 ml de sorbitol 1.5 M (pH = 7) 

y dos veces con 40 ml de sorbitol 0.75 M, O-manito! 0.4 M 

y albúmina bovina 0.1 %, centrifugando después de cada la

vada. 

B. Obtención de Mitocondrias.- Las mitocondrias se 

obtienen usando el método reportado por Hollenberg ,!! al. 

( 30 ): 

11. Resuspender la pastilla de protoplastos, ya la

vada, en 80 ml de manito! 0.6 M, Tris 10 mM, EDTA 10 mM 
(pH = 6.7). 

12; Lisar los protoplastos suavemente en el homoge

neizador Sorvall Omnimix a velocidad máxima durante 10 se

gundos en hielo. Dejar en reposo otros 10 minutos en hie-
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lo. 

13._ Centrifugar el homogenado 10 minutos a 3,600 rpm 

en el rotor 55-34 (Sorvall} a 4° C. 

14. Desechar la pastilla y centrifugar el sobrenadan 

te a 8,100 rpm, 10 minutos a 4° c. 
15. Desechar el sobrenadante y resuspender la pasti~ 

!la en 10 ml de sacarosa 0.35 M, MgC12 5mM y 1 mg de ADN ~ 

asa. Incubar 10 minutos a oº c. 
16. Centrifugar a 3,250 rpm durant~ 10 minutos a ~ºc. 
17. Desechar la pastilla y centrifugar el sobrenadan 

te a 11,900 rpm durante 10 minutos. 

18. Desechar el sobr~nadante y resuspender la pasti

lla en D.5 ml de manitol 0.6 M. 

c. Obtención de ADN.- Pa~a la obtenci6n del ADN de 
mitocondrias, se us6 eseRcialmente la técnica reportada 

por Sanders et al C 1~ }: 

19. A D.5 ml de mitocondrias en ,manito!", añadir un 

volumen tal de EDTA (pH = 8) para que la concentraci6n fi

nal de éste sea de 100 mM y el volumen total no sea mayor 

de 2 ml. 

20. Agregar un-volumen de Sarkosyl al 20 % para que 

al final r,uede al 2 %. Incubar 
. o 
30 segundos a O c. 

21. Preparar un gradiente isopícnico a equilibrio. en 

CsCl / BrEt. 
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a) El lisado anterior con ADN. debe tener un volumen 

aproximado de 2.3 ml. 

b) Añadir·un volumen de BrEt (solución 5 mg/ml) de 

tal manera .• ue ia c1mcentración final sea de D.25 mg/ml. 

c) Añadir a esto un volumen igual de una solución 

con CsCl 1.27 g/ml y BrEt D.25 mg/ml. 

d) Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4° 

C en el rotor 55-34 (5orvall). 

e) Quitar la capa de proteina y decantar el sobre-

nadante en un tubo de nitrato de celulosa. 

f) Agregar al sobrenadante un volumen igual de otra 

solución con CsCl 1.27 g/ml y BrEt 0.25 mg/ml. 

g) Cubrir con aceite mineral hasta el tope del tubo 

y balancear los tubos. 

22. Centrifugar en un rotor Ti 50 (Beckman) a 36,000 

rpm durante 20 hrs. a 20° C. 

23. Como se mencionó anteriormente, el ADN en el gr! 

diente es visible con luz UV, ya que el BrEt fluorece ali 

luminarse el tubo. En ocasiones se observan dps bandas, 

la superior que contiene ADN cromosomal ó roto y la infe -

rior 4ue contiene.el ADN superenrollado, circular cerrado. 

Bajo luz UV, picar el fondo de los tubos y colectar lenta-· 

mente el ADN de mitocondria en un tubo (esto deber ser he

cho en la penumbra, ya que el BrEt reacciona con la luz). 

24. Para quitar el BrEt agregar un volumen igual de 

isopropanol saturado con CsCl. De las dos fases formadas, 

quitar le fase alcohólica que contiene el colorante. Re -

petir esto 2 ó 3 vei:es hasta que el colorante haya.-saHdo 



completamente de la fase acuosa. 

25 •. Dializar el ADN contra 4 litros de Tris-HCl 10 

mM, EDTA 1 mM (pH = B), durante 24 horas a 4° c. 

27 

26. Sacar el ADN de la bolsa de diálisis y precipi -

tarlo añadiendo 1/25 de volumen de acetato de sodio 3 M y 

2.5 volúmenes de Et011 (alcohol etílico). ~orier a -20° C 

durante 24 horas. 

27. Centrifugar en él rotor SS-34 (Sorvall) a 6,500· 

rpm durante 1 hora a -4° c. 

28. Resuspender en 50 ~l de amortiguador TEN (Tris 

HCl 10 mM, NaCl 10mM, EDTA 1mM, pH = 7.6). Medir· la tlensi 

dad 6ptica (O.O.) a 260 nm_ para·determinar la concentra 

ci6n de AON. (Una o.o. de 1 equivale a 50 ~g de ADN/ml). 

Generalmente se obtienen alrededo~ de 40 pg de ADN mitocon 

drial. 

4. ENZIMAS 

Las enzimas de restricci6n que se utilizaron son de 

Bethesda Research Laboratories (Maryland, U~S.A.). Las 

condiciones de reacci6n fueron las reportadas por Bolívar

et al ( 31 ) • 

Amortiguadores de Enzimas 1 X: 

a) Eco RI: 

b) Hae III: 

Tris-HCl 100mM (pH = -7.2) 

MgC12 5 mM 
2-mercaptoetanol 2 mM 

Tris-HCl 50 mM (pH =·7.9) 



c) HJnc II: 

MgC12 5 mM 

Ditiotreitol (DTT) 0.5 mM 

Tris-HCl 10 mM (pH = 7.9) 

MgC12 1'·mM 

NaCl 30 mM 

DTT 1 mM 

d) Hind III: NaCl 60 mM 

e) Hpa I: 

f) Hpa II: 

g) Mbo I: 

h) Sal I: 

Tris-HCl 20 mM (pH = 7.4) 

MgC1 2 7 mM 

Tris-HCl 50 mM (pH = 7.5) 

MgC12 5 mM 

NaCl 50 mM 

2-mercaptoetanol 5 mM 

Tris-HCl 20 mM (pH = 7.4) 

MgC12 7 mM 

D1'T 1 mM 

Tris-HCl 10 mM (pH = 7.4) 

NaCl 75 mM 

MgC12 10 mM 

DTT 1 mM 

Albúmina Bovina (BSA) 100 ~g/ml 

Tris-HCl B mM (pH = 7.6) 

MgC12 6 mM 

Na2EDTA 0.2 mM 

NaCl 150 mM 

1. Utilizar alrededor de 1.5 pg de ADN para cada 

reacción. 

28 
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2. Añadir el amortiguador correspondiente según.la 

enzima que se vaya a utilizar. El volumen final debe ser 

de aproximadamente 20 ~l. 

3. Añadir el volumen de enzima necesario para lar! 

acción (generalmente es de 1 - 2 ~1). Cuando nQ es necesa 

rio digerir, se suprime este paso. 

4. Incubar las reacciones con endonucleasas a 37° C 
durante el tiempo requerido de acuerdo a la actividad de 

cada enzima (generalmente es de 1.5 - 2 horas). 

5. Para detener la reacción, añadir 1/3 del volumen 

de mezcla inactivadora (urea 10 M, azul de bromofenol o.os 
% en agua). 

5. ELECTROFORESIS EN GELES OE AGAROSA O POLIACRIL -
AMIDA 

La electroforesis se llevó á cabo en placas, según 

condiciones descritas por Bolívar et al C 31 ). 

·La agarose al O.B % se disolvió mediante calentamie~. 
to a ebullición durante 2 minutos en amortiguador Tris-ac! 

tatos (Trisma base o.os M, EDTA 0.002 M, acetato de· sodio 

0.02 M, NaCl 0.019 M, pH = 8.05). Después de vaciar la a 

garosa y dejarla solidificar, las muestras con ADN, ya 11,! 

tas, se colocaron en les carriles (20 pl en cada uno). L~ 

electroforesis se llevó a cabo a 120 V a 4° ·c durante 3 ho 

ras. Este tipo de gel fue usado para separar los fragmen

tos de peso molecular al ta C 1 - 80 Md) •· 

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 7.5 % y 
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para esto, se mezcl6 7.5 ml de soluci6n de acrilamida-bis

acrilamida al 29.2 % y o.a% respectivamente, 16.4 ml de a 

gua y 6 ml de amortiguador Tris-boratos 5X (Trisma base 

90 mM, EDTA 2.5 mM, H3ao3 90 mM, pH = 8.2) y 15 pl de per

sulfato de amonio 1 mg/ml. Se degasifica al vacío, se aña 

den 15 pl de TEMED y se vacía en el molde. 

Se colocaron las muestras en los c~rriles y la elec

troforesis se llevó a cabo a 150 V durante 2 horas. Se u

s6 este tipo de gel para separar fragmentos de ADN de tema 

ño pequeño (0.015 - 1 Md). 

Después de terminadas las electroforesis, los geles 

se sumergieron en una soluci6n de BrEt (4mg/ml) durante 

10 - 15 minutos y se iluminaron con lámpara UV de onda co! 

ta (Ultraviolet Products, San Gabriel, Cal., USA). Los.g! 
les se fotografiaron con una cámara Polaroid MP-5 provista 
de un filtro de gelatina amarillo Kodak Wratten No. 9 y P! 

lícula Polaroid Np, tipo SS. 
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.IV. RESULTAD OS 

La estrategia que se utilizó para tratar de compr~ 

bar si las mutaciones a antimicina y oligomicina son de 

origen mitocondrial, se bas6 en la comparación-de los· pa

trones gene~ados por varias enzimas de restricción en el 

ADN mitocondrial de la cepa silvestre y de las cepas mutan 

tes. 

Para realizar esto, se purificó ADN mitocondrial-de 

todas las cepas, siguiendo la metodología ya descrita. 

En los gradientes de CsCl, la banda de ADN·mitocon

drial tiene una densidad de flotación diferente a la de 

ADN nuclear. El ADN nuclear tiene una densidad de 1.7 

g/ml, mientras que la del ADN mitocondrial es de 1.55 g/ml, 

lo que permite separar estos dos ADNs en caso de que haya 
quedado algo de ADN nuclear, a pesar del tratamiento con 

ADNasa. Figura 5 

En carriles paralelos de un gel de agarosa, se colo

caron muestras de ADN de la cepa silvestre y de las mutan m ~ 

tes con un marcador de peso molecular que fue el plásmido 

pC 252. "Esto fue con el objeto de asegurarse que todas 
las muestras tenían el mismo peso molecular (24 x 106 dal

tonés)-y checar así que ninguna hubiera sufrido una alte -

ración durante la extracción. Figura 6 

A continuación se hicieron geles de agarosa .y acri_l! 

mida, en donde se colocaron muestras de ADNm de todas las 
cepas digeridas (WM 27, WM 27-011, WM 27-oi2 y AM 34) con 

las diferentes enzimas de restricción. 
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A partir de estos geles, se observaron los patrones 

y se pudo inferir el número de sitios y el tamaño. de los 

fragmentos generados por la digestión de cada una de las 6 

endonucleasas de restricción utilizadas: Eco RI, Hae II, 

Hinc II, Hind III, !:!E!!. I, Hpa II, ~ I, Sal I. Las_dige! 

tienes hechas ·por estas enzimas en las cepas AM 34 y WM 27 

012 se observan en las figuras 8 y 9 respectivamente. 

En el laboratorio se contaba con varias cepas silve! 

tres (sensibles a antibióticos) y a partir de una de estas 

cepas (WM 27) se obtuvieron las mutantes que se usaron en 

este trabajo. Se pensó que sería interesante comparar los 

patrones generados a partir de esta cepa con los generados 

de otra cepa silvestre (L ~ 3) que provenía de diferente 

lugar. En la figura 10 pueden verse los patrones de res-~ 

tricción de ambas cepas con varias.enzimas. 

En algunos casos, se observó en el patrón de restric 

ción con algunas enzimas, un aumento de la intensidad de 

alguna de las bandas con respecto a las demás. Esto se in 

terpretó como la existencia de dos ó más fragmentos que co· 

migraron juntos. 

Se construyeron gráficas del logaritmo de pares de 

bases~ distancia del tope del gel al frente de cada ban

da de una muestra del fago" A" dig~rido con las enzimas 

Eco RI y Hind III. Los tamaños de estos fragmentos ( 32) 

ya están reportados y se usaron como patrón ·interno de pe

so molecular en los geles de agarosa. Para los ge_les de 

acrilamida se tomaron los ·valores del plásmido pBR 322 di

geridos con Mbo I, (figura no mostrada). 
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A partir de las gráficas, y con_los datos de la dis

tancia recorrida por cada banda generada, se calculó el ta 

maño aproximar;fo que correspondío a cada uno de los fragme!!_ 

tos de las diferentes digestiones. 











V. DI S CU SI O N 

Cómo se dijo anteriormente, es curioso 

que el ADN mitocondrial.de K. lactis sea la 

40 

el hecho de 

mitad del de 

s. cerevisiae, ósea, tiene la mitad de información gen! 

tica. 

Este dato que tanto llama la atención puede explica! 

se, porque el AD~ mitocondrial de s. cerevisiae posea gra!!. 

des regiones espaciadoras ( 33 ), ó porque contiene numer.!:!. 

sos genes involucrados en regulación que no están presen -

-tes en el ADN de K. lactis. 

Para conocer mejor su arreglo genético, era necesa -

ria contar con mutantes diversas y probar que esas mutacio 

nes provenían del ADN mitocondrial. 

La mejor manera de probar esto era comparar el pa -
tr6n de restricción de la cepa silvestre pon el de las mu~ 

tantes. En la figura 6 se observa el ADN mitocondrial de 

la cepa silv.estre, WM 2_7, y de las tres mutantes: AM 34, 
WM 27-ol1 y WM 27-ol2, y del plásmido pC 252 usado como 

marcador de peso molecular. De esta manera, se vió que 

todos estos ADNs tienen el mismo peso molecular, 24 x 106 

dal tone y Gue· no sufrieron ninguna al te ración durante su 

manipulación. 

A lo~ ADNs de las diferentes cepas se les trató con 

todas las endonucleasas de restricción y se compararon las 

bandas resultantes, ~ero los petrones electroforéticos re
sultaron ser idénticos para la cepa silvestre y las demás 

mutantes. 
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En la figura 7 se observa un ejemplo de la cepa sil

vestre WM 2.7 y de las mutantes WM 27-011,_ WM 27-012 y AM -

34 digeridas con Eco RI. Se verá que el patrón de restri~ 

ción es exactamente el mismo. Esto mismo sucedió con ei 

resto de las enzimas, por lo cual sólo se ejemplif1can los 

resultados obtenidos con las cepas AM 34 (gel de agarosaf 

y WM 27•ol2 (gel de ácrilamida) en l~s figuras 8 y 9. En. 

la tabla 2 aparecen el número aproximado de pares de bases 

(p.b.) correspondi_ente a cada fragmento, obtenido al extra 

polar de las gráficas de logaritmo de pares de bases vs· 

distancia de los controles. Como ·se observa en esta tabla, 

la suma de fragmentos en pares de bases para cada _diges·-

tión·es alrededor de 37 k.p.b., ~a misma .cantidad que i::or

responde al ADNrn sin digerfr. Con las enzimas~ I y Hpa 

II la suma de fragmentos es un poco menor. Esto se debe a 
que los fragmentos que se observan ·en el gel de acrilamida 

con muy numerosos y pequeños y es_difícil saber con exacti 

tud cuántos son y qué tamaño tienen. 

Desgraciadamente el objetivo de encontrar una dife

rencia en el patrón de restricción no se pudo lograr. ·Es

te pudo deberse a dos razones: 

a) Las mut~~iones encontradas no son de origen mit~ 

condrial, sino nuclear. 
b) Las mutacio~es encontradas son de origen mitaca!!. 

drial, pero son puntuales á se deb·en a un corrimiento de 

fase de lectura y no~ una deleción; á bien una deleción 

pequeña no distinguible por métodos de electroforesis de· 

ADN en las condiciones usadas. 
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-T -A B L A 2 

Tamaño de· las fragmentas (en Kp. ·b.) generac;las em 

d APNm de _'la cepa AM 34 por la digestión can di- _1 

ferentes. enzimas. 

1 

34 AM 34 AM 34 AM 34 AM 34: AM 34 A~ J( AM 34 

HindIII Ei::aRI MbaI · fiind UI 1-/aeIII HpaII SalI Hi_ncII 
! ' '·-

¡ 

23.6? 1?.0 ! 3.5 22.6 6.6 ?.4 JO.O 13.5 

9.'46 8.2 3~1 ?.8 6.2 5.4 --4.3 5~0 

6.66 ?.8 '2.5 
. ' 

4.1 5.4 3.ff -2.J 4.3 
-. 

4.26 2.1 2.2 2.1 4.5 - 2.? -4:";.1 
., 

2.1 1.1 2.2. ==== 4.5 .2.5 36.6 4.1 

1.96-. 1.9 36.6 2.9 2°.15 2.8 

o.58 ,36-.8 ··1.85 · 1.8 1.9 2.5 

------ 1.? 1.55 -1.0 ==== 
48.69 1.? 1.5 . '1.? 36.B 

1.4 1 •. 3 1.4 
'1.35 0.?2 1.4 

1.3 o._62 *'3.93 

1.2 0~31 
____ .... 

-1.1 
* 

==~==· 35.28_ 

8.56 3?.20 

==== 
35.26 

* Suma de tado_s las fragmenta!=! :cuyo tamafia es menar 

a :1000 p.b. 

HM 34 

HjJa: I 

14 .• D 

8.6 

6.5. ,· 

5".IJ 
2~? 

----
36.8 

-
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A la pr~ll'erae>CpHcación_ se le puede objetar el he~ 

cho de,. que las pruebas genéticas rea_lizadas con ésas muta~ 

tes dieron como resultado que son d~ origen e_xtracromoso~ 

mal. Además, los experimentos bioquím.icos hechos con im.i --
. . 

tantes resistentes a oligomici!Ja y antimicina, mencionados 

anteriormente, soniotras pruebas que apc:iyan la idea de que 
las inUtaciones sonde origen mitocondrial. Se puede aseg.i:!. 

rar, entonces, que la mutación no_ es i:te arigen·nuclear, s,! 

no meramente.e~tracromosomál (posiblemente_mitocond:rial). 
. . . 

A este respecto, se deb.e mencionar la presencia ·en s. cere 

visiae de otrc:i f~é_.tor ~xtracromosómico no mitocondrial que 

puede ciar resistencia a antibióticos ( 27 ), -aunqu'!1 se 

cree qui;! este no es .el caso. 

La segunda explicación parece ser más probab¡e, ya 

_que algunas mutacic:ines m_i tocondrial~s responsables. de re

sistencia a·dc:irgas h~n ~esultadp ser mutaciones ~untuaJes 
en S. cerevisiae. ·Además que la.forma en que.se obtuvie -

ron las mutantes con que se trabajó parece indicar que es
tas mutacic:ines no son-_debidas a_._deleciones grandes. Si .e!_ 

. . 3 . 

te fuera el caso',· no se obse:tvar~an di ferencias-•en los pa-
·trones de restric.ción. La digestión con enzime.s no puede· 

precisar en qué lugar está e.i cambio de base 6 el corri -

miento de fase, a menos que la enzima cortara exactamente 
en el sitio de' la mutación, cosl:! esta.dísti_camente muy dif! 

cil. Un posible métod·o para detec:tal:' esos cambios tan pe

queños sería el realizar una secuencia de b·ases del A[?N de 

la fracción en donde probablemente se encuentra la muta~

ción.-. 
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Como se mencionó anteriormente, en experimentos rea

lizados por otros laboratorios, se habían hecho digesti~

nes con endonucleasas de restricción de una cepa silvestre 

de K. lactis CL - 3). Por esta raz6n, ya se conocía dé an 

temano la distribuci_6n de diversos si tics y el patrón ele.E_ 

troforético de este ADNm al ser digerido con algunas endo

nucleasas. 

En base a estos datos, se esperaba que el patrón de 

restricción de las cepas usadas en este estudio fuera i -

gual a los reportados ( 21 ), pero no sucedi6 así. Por.el 

contrario, se vi6 que los patrones obtenidos diferían enor 

memente de los ya conocidos, lo que motivó cierta·duda de 

la fidelidad de los resultados. 
~ 

Por esta raz6n, se realizaron·digestiones y se comp! 

raron los patrones dé 2 cepas silvestres que se tenían en 
el laboratorio: la WM 27, progenitora d_e las mutantes, y 

la L - 3, que parecía tener el mismo origen que una de las 
cepas reportadas en la literatura (cepa reportada por el 

grupo de FukuhEra ( 21 )). 

El petr6n de restricci6n de la cepa L - 3 es. el mis

mo que el reportado por,estos investigadores, lo que qui! 

re decir que la cepa WM 27- es diferente y que el análisis 

de restricción se hizo correctamente. Los patrones de re_!! 

tricción de los ADNs mitocondriales de las dos cepas se 

ven en la figura 10 y se podrá observar que son bastante 

diferentes. En la tabla 3 se comparan el número de pares 

de bases obtenidos en gel~s de agarosa con cuatro enzimas 

direrentes. 



luM 27 

T A·B LA 3 

Comparación de los fragmentos generados por la ac

ción de diferentes endonucleasas en los ADNm de 

las cepas WM 27 y L - 3. (En Ko.b.) 

l .. 

L - 3 ~!M 27 L - 3 ~'27 L - 3 lLIM 27 

Eco RI Eco RI Mbo I Mbo I Hind III Hind. III Sal I 

17.0 28.0 3.5 3.0 22.6 18.4 29.0 

-~8.2 6.5 3.1 2.1 7.8 14.7 5.3 

7.8 1.4 2.5 2.0 ,.1 3.7 

2.1 2.2 1.8 

1.7 2.2 1.6 

1.9 1.3 

1.85 1.2 

1.7 1.0 

45 

L - 3 

Sal I 

30.0 

7.0 
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En diversos estudios realizados con ADN mitocondrial 

de _piferentes especiE:s como Drosophila, ~. Rattus, §• 

cerevisiae y humano se h;;; visto que existen ciertas dife -

renci~s inter e intraespecíficas en sus·patrones qe res -

tricción. ( 34, 35, 36, 37, 38) 

Una posible explicación es que los ADNs mitócondria 

les·entre las diferentes cepas son similares en su secuen

cia general, pero tienen muchos rearreglos pequeños. Es

tos r·earreglos pueden ser debidos 6 pequeñas:. inserc~ones á 

deleciones ó a regiones espaciadoras c:le diferente tamaño 

(regiones ricas en A - T distribuidas entre los genes y 

con una posible función en regulación). ( 38, 39) 

Este polimorfismo también pi.Jede ser un indicio de la 

"divergencia evolutiva dentro de una misma especie cómo ha 

sid.o reportado para Peromyscus, Rattus y Horno sapiens. 

Por otro lado, esta diversificación en la secuencia nucleo 

tídica del ADN mitoconqrial ha permitido establecer en for 

ma definitiva que eil genoma mitocondrial".de ciertos indivi 

duos recibe una herencia materna; solamente (a diferencia 

del genoma nuclear que es heredado en forma biparental) y 

no se ve alterado por recombinación ó segregación neiótica. 

( 36, 40, 41, 42, 43) 

El análisis de restricción que se tiene hasta la fe

cha es limitad·o y se necesitarán más estudios con otras en 

zimas pars conocer la b:se wolecular de esta divergencia y 

el papel de Asta dentro de la evolución de las levadurac. 
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