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; I. INTRODUCEIODN

Desde los afios de 1940 en que se aislé por primera
vez la mitocondria (& condrioma, como se le llemb en aguel
tiempo), los conocimientos sobre su funcionamiento se vie-
ron reforzados por los continuos estudios sobre su estruc-
tura y por los grandes avances en genética Mendeliama y no
Mendeliana, relacionados con este organelo.

A pesar de la gran cantidad de informacidén obtenida,
siguen sin contestarse totalmente varias preguntas impor--
tantes. ¢Cudles son, en definitiva, las funciones del ADN
mitocondrial? ¢Cufles son las proteinas codificadas . por
este organelo? ¢Cuél es el papel del ADN mitocondrial en
la biogénesis 6 formaci6n de la mitocondria? En resumen,
¢para qué existe el genoma mitocondrial?

Varias de estas preguntas ya se han empezado & con -
testar gracias a los estudios realizados en la levadura
Saccharomyces cerevisiae y en el ADN mitocondrial de mami-

feros, los cuales han dejado en claro varios puntos impor-
tantes.

En el estudio del papel que desempefia el ADN mitdcug
drial, han sido de suma importancia una serie de mutantes
de resistencia a antibifticos, en las gue se ha demostrado
gue el ADN afectado es el mitocondrial. Genéticamente, es
tas mutantes presentan un patrén de herencia no Mendeliana
y muchos de los avances logrados se deben al estudio deta-
llado y meticuloso de estas mutantes en ‘la levadura de cer

vezae.



Las proteinas codificadas por el ADN mitocondrial,
ceracterizadas hasta la fecha, son membranales. Este ADN
no codifica solamente para este tipo de proteinas, sino
que lleva también informacién para la elaboracién de los
ARNs ribosomales y iiRNs' de transferencia empleados en la
sintesis de proteinas mitocondriales ( 1 ).

Se puede decir que la mitocondria est4 formada por
la cooperacién de un sistema nuclear y otro citoplésmica,
y por lo tanto, resulta de suma importancia el saber cﬁmd
se transportan las proteinas citoplésmicas (gue son la ma-
yoria) al interior de la mitocondria y si su sintesis esté

regulada por alguna proteina mitocondrial.

Todavia es mucho lo que se desconoce, perc dia a dia
la tecnologia avanza m&s y se han dado grandes pasos que
van més alléd de los métodos clfsicos 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 restriccifn ( 2 ), asi como el co-
nocimiento de elementos genéticos extracromosfmicos y el
desarrollo de técnicas de hibridizacién y de recombinacién
de Acidos nucléicos han permitidos.el aislamiento y carac-
terizacitn de secuencias de ADN de los més diversos orige-
nes y en la actualidad se conoce la secuencia completa de

los ADNs mitocondriales de algunos mamiferos. ( 3, & )



II. GENERALIDADES

1. GENERALIDADES SOBRE MITOCONDRIAS

Una de las principales caracteristicas que diferen-
cian a los organismos procariontes de los eucariontes es
gue estos (ltimos, ademis de tener un nécleo, tienen orga-
nelos gue realizan funciones especificas e importantes dég
tro de la célula. Entre estos organelos estén las mitocon-
drias qﬁe tienen gran importancia por su papel en la res-
piracifn y por tener un ADN de doble hélice distinto -al
que. se presenta en el nficleo de 1la célula. ( 5 )

A. Funciones Principales.- La funcién de la mito--

condria es oxidar los complejos de carbono vy reducir el
oxigeno a agua. Este proceso genera energia en forma de
ATP por medio de una cadena de transporte dé electrones.

Para realizar esta importante funcién, la mitocon-
dria cuenta con una membrana interna gue es una estructura
especializada, en donde se localiza todo el aparato respi-
ratorio. Algunos de los polipéptidos y enzimas de esta
membrana estén codificados por genes del ADN mitocondrial,
mientras gue lasproteinas de ls membrana externa, del es-
pacio intermedioc y de la matriz mitocondrial son controla-

dos por genes nucleares. ( 5 )

La membrana interna esté cuastituida por cuatro com-
plejos fisicoguimicos que. intervienen en el mecanismo res-
piratorio. En este sistema, el complejo I .cataliza la oxi
dacion del NADH (se producen electrones que son aceptados-



por la deshidrogenasa del NADH), y el complejo II cataliza
la oxidacibfn del succinato y de 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-
biduinona), que se reduce. Por medio de la oxidacifin de
la coenzima (, los electrones son llevados a través del ci
tocromo b vy c, hasta el c. En este lugar, se une el com-
plejo IV, en donde 1los electrones, producto de la oxida-
cién del citocromo c se transfiere a la citocromo oxidasa
vy de aqui al oxigeno, que se oxida y forma agua. Como se
observa, cada eslabdn de la cadena supone pérdida de elec-
trones (oxidacién) por una molécula y ganancia de los mis-
mos (reduccidn) por la molécula siguiente. En cada reac-
cién de oxidoreduccifn se libera energia gue se utiliza pa
ra la formecifn de ATP a partir de ADF y fosfato. E1 aco-
plamiento entre la cadena de transporte de electrones y la
formacifn de ATP se lleva a cabo graciasAa un complejo en-
zimatico llamadoc complejo de ATPasa sensibie a oligomicina.
Este complejo esté formado de tres partes, gue son un fac-
tor F1,.una proteina gue confiere sensibilidad a ulignmici
na (0SCP) y un factor membranal & Fn‘

En la figura 1 se muestra el dieagrama de la cadena
respiratoria mostrando los cuatro complejos y los tres si-
tios de fosforilacién.

B. ADN Mitocondrial.- Otra caracteristica impor--
tante de la mitocondria.es, como ya se dijo, el hecho de
tener un ADN distinto al presenté.en el ndcleo de la célu-



Figura 1.~ Cadena respiratoria en la Mitocondria (5)
(FPD = Flavoproteina de la deshidrogenasa del NADH
FPS = Flavoproteina de la deshidrogenasa succinica)
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la. Lé mitocendria, junto con los cloroplastos son los ur
ganelos citoplésmicos que contienen, no s6lo un propio ADN,
sino que también tienen ARNs ribosomales y de transferen-
cia para la transcripcién y sintesis de proteinas. ( 1)
El sistema de sintesis de proteinas mitocondriales es sen-
sible a antibiéticos, como el cloranfenicol y 1& eritromi-
cina, que bloguean la sintesis de proteinas en procarion-
tes y no en eucariontes.

Se ha encontrado que el ADN de mitocondris es de do-
ble cadena y en general se encuentra en forma de circulos
cerrados ( 1 ). La composicién de nuclebtidos difiere bas
tante de la del ADN nuclear en la misma célula, lo que per
mite una separacién f&cil y dié la primera pauta para pen-
sar gue su origen genético 'y su funcibn eran diferentes.

Dependiendo de las condiciones que se utilicen para
el aislamiento del ADN mitucnnﬂrial, se pueden encontrar
moléculas lineares que varian de tamaiio 6 moléculas circu-
lares de diferentes tamafios y conformaciones. Se ha visto
qgue las moléculas de ADNm grandes se rompen ficilmente du-
rante su aislamiento, mientras ﬁue las moléculas pequefias
de algunos hongos y plantas son més féciles de obtener.

Existen tres formas diferentes de ADN mitocondrial:

a) Moléculas lineares: Dos cadenas de ADN unidas
s6lo por puentes de hidrdgeno (doble hélice).

b) Moléculas circulares abiertas: Eﬁ donde se tie-
ne un corte en la estructura covalente de una de las cade-
nas del ADN, pero no en la cadena complementaria.

c) Moléculas circulares superenrrolladas: Estas



son moléculas circulares de doble cadena, con ningiin corte
en ellas. Esta forme se origina cuando se cierra la doble
cadena y algunos pares de bases estén acomplejados con una
proteina. Al ser aislado el ADN y perderse la proteina,
la cadena queda enrrollada parcialmente y como resultado
de estn, son introducidas vueltas superhelicoidales. Figu
ra2 (6)

En la obtencidn del ADN mitocondrial, pueden encon-
trarse las diferentes formas que se mencionaron anterior-
mente, ya gue, aunque generalmente es circular, este ADN

se  puede romper durante su manipulacién.

Estos circulos pueden separarse uno de otro & de mo-
ltculas lineares, porque la forma superenrrollada tiende -a
sufrir un aumento en su densidad de flotacifén cuando se
centrifuga en cloruro de cesio (CsCl). La separacién en
tre los dos diferentes circulos puede aumentarse usando cg
lorantes como el bromuro de etidio (BrEt) 6 el vyoduro de
propidioc (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-
cibn del colorante es a saturacidn. Al entrar moléculas
de colorante entre las bases se abre la estructura de do-
ble cadena y se hace menos densa la molécula; de ahi que
las moléculas circulares cerradas (que intercalaron menos
colorante) estarédn més pesadas que las circulares abiertas
] qﬁe las lineales. De esta manera, el efecto del coloran
te es aumentar la separacién entre las dos formas en los
gradientes de CsCl. Las diferentes bandas de ADN en esos
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Figura 2.— Formas de ADN mitocondrial (5, 6)
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ultracentrifugacion)



gradientes, se pueden detectar a simple vista cuaﬁdu se i-
luminan los tubos de centrifugacifn con una lémpara'de luz
ultravioleta (365 nm), ya que estos colorantes fluorecen
en esas condiciones.

Una vez separado el ADN mitocondrial, éste.puede_se:
sujetc a la accidn de las endonucleasas de restriccién
(ver.més adelante). Después se separan las fracciones me-~
diante electroforesis en geles de agarosa 6 poliacrilamida,
observéndose un patrdon definido debidﬁ al acomodo que los
fragmentos sufren de acuerdo a su pesoc molecular. Este ig
sultado se denomina patrén de restriccién y es (til para
cumpérar fragmentos, purificarlos y caracterizarlos median.
te la elaboracidn de su mapa fisico, es decir, la localiza
cién relativa de los sitios recorocidos por diferentes en-
donucleasas de restriccifn dentro del segmento.

2. ENDGNUCLEASAS DE RESTRICCION

Debido al enorme tamafio del ADN y a la estructura
simple y repetitiva de los cuatro nucledtidos que lo cons-
.tituyen, el estudio de secuencias y posiblesmutaciones en
el ADN era bastante difieil y laboriosc.

tn 1970, Smith et al ( 7 ) descubrieron una enzima
gue cortaba el ADN en un sitio especifico (es decir, reco-
nocia una secuencia dentro de la molécula) y posteriormen-
te esta enzima fué utilizada por Danna ( 8 5 para el estu-
dio del ADN del virus SV &40.

A partir de entonces, se han descubierto ‘una gran
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. cantidad de er.donucleasas de restrlcclun gque reconocen di-
-ferentes: SEDUEHDlBS de nucleut1dns y gue permiten fraccio-
nar el ADR en distintos 51tlus:del genoma.: ( 2 ) Estas

enzimas ademés permiten un rbmpimientd'de secuencias espe-
cificas en forma. reproducible, de moléculas de ADN de cual

guier organismo.

Las endonucleasas.de restricci6n han sido divididas
en clase I, clase IIy clase III. ( 9') Lasde clase Iy
III reconocen secuencias esdeéificas, péru hidrolizan en
sitios no especificos gue estén situados més alld del si:&
tio reconocida. ~Las;segdndas reconocen y cortan secuen --

cias especificas ya conocidas.

La clase If:es 1z més estudiada y la que tiene més a
plicacién. Se han estudiado, hasta la fecha, 355 endonu -
cleasas, con 85 especificidades difeféntes ( 1 ). Estas
enzimes estén distribuidas en tres difereﬁtgs.grupus depen
diendo del largo de-la secuencia fecunocidé‘y por lo tanta,
de.la frecuencia con que curta_el ADN (si la secuencia_pbr
reconocer es mas pequefia, la frecﬁencia con que corta el
ADN es més alta). Tabla 1

Las secuencias nucleotidicas reconocidaes por estas
enzimas,jpueden ser de 4, 5 y 6 pares de bases y general -
mente, corresponden a un palihdromo; es decir, es una se--
cuencia que se lee de igual manera en el sentido 5! -»3!'
en una hebra gque en el mismo sentido de la hebra contraria.
For lo tanto, existe un centro de simetria en cada palin -
drome y los preductos resultantes del corte de la enzima
(uno en cada cadena) son diferentes, de acuerdo al punto
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TABLA 1. Endonucleasas Empleadas:en este Tra-

bajo y Secuencias que Reconocen

Tetranuclebtido kexanucleStido

Wae IIT  &GYCC Eco RI 'GlAATTC

Wpa 11 GoGYC Wind 111 AbagoTT

Mbo I $gate Hpa I GTTéAAC
Hinc II Gtei‘PuAc
sal I e¥TceAC

(2)
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donde el corte se hace: en un enlace 5' - P & 3! - DH a
ambos lados del centro de Simetria ] bien en el centro de
simetria mismo. De esta manera, pueden resultar molécu --
las con extremos saliente 5' - P y 3' - OH 6 con extremos
rasos, es decir, con todas sus bases apareadas. Los extre
mos salientes generados por una endonucleasa de restric -
cidn se denominan extremos cohesivos, esto es debido a su
capacidéd de formar estructuras de doble hflice uno con o-
tro por la complementaridad de su secuencia de nucledtidos.

Figura 3

La probabilidad de encontrar una secuencia reconoci-
da por alguna de estas enzimas en una molécula de ADN dada,
varia de-acuerdo con el nimerc de nucleftidos reconocidos.
Para aquellas que reconocen 6 pares de bases, se calcula
que existe un sitio cada 4, 000 pares de bases; para ague-
llos que reconocen 5, existe un sitio cada 515 pares de ba
ses y para las gque reconocen 4, existe un sitio cada 256
pares de bases. Generalmente se usan las que reconocen &
pares de bases para el mapeo fisico fino y las gue recono-
cen 6 pares de bases parz fraccionar genomas. ( 12 )

3. HERENCIA EXTRACROMOSOMICA EN LEVADURAS

La levadura Kluyveromyces lactis es un organismo uni

celular due se reproduce vegetativamente por gemacifn de
las células hijas.

Su reproduccién sexual se lleva a cabo gracias a la
presencia de dos alelos de sexo opuesto " a " vy LN (tam
bién llamados factores de compatibilidad) que no dan lugar



Molecula de ADN

5'@

;’@@ 3

13

—AAAITTT-
NNEAEN
-TTT!'AAA-
3 | 5
é@;:
Centro de
Simetria
MOLECULAS DENOMINACION
RTE EN RESULTANTES DE LOS EXTREMOS
5'
—A-0H ®-0-AATTT-| Salientes 5'
1 I | (cohesivos)
E'T TTAA;O-@ HO—A-
3 5’
-AAA-OH ®o0-TTT-| rasos
2 1 I 11
-TTT ;'O-® HO ;'AAA-
3'
-AAATT -OH ® -0-T-| Salientes 3’
3 I | (cohesivos)
-T-0-@® HO- TTAAA-

3

“igura 3 .— Diferentes cortes efectuados por endonucleasas de

restriccion y los extremos que generan. (10)
’.l..
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a ninguna diferencia morfolégica entre las células de leva
dura. Cuando el haploide " a " se fusiona con el " A",
forman un cigoto que daréd después lugar a una clena diploi
de.

\

A diferencia de la levadura 5. cerevisiase, esta cloe
na diploide es inestable y entra en el proceso de meiosis,
originando una tétrada de ascosporas haploices, las cuales
se pueden aislar fécilmente y estudiar en ellas la segre-
gacién de caracteres hereditarios. ( 13 ) Figura &4

K. lactis es un organismo capaz de crecer aunque su
mitocondria sea funcional & no, siempre y cuando se le pro
porcionen sustratos fermentables como la glucosa. Cuando
crece .en presencia de sustratos no fermentables como’ glice
rol, etanol, Jactato y acetato, el mecanismo de respira --
cién de la mitocondria se desarrolla completamente. Todos
los citocromos estén presentes en grandes centidades, asi
como las enzimas y el sistema que genera ATP. Es decir,
cualquier alteracidén 6 modificacién que se produzca en el
funcionamiento de la mitocondria, traerd como consecuen -
cia una falta de crecimiento en medios de cultivo gue conz
tentan alguno de los sustratos arriba mencionados como

fuente de energia.

Alrededor de 1950, Ephrussi ( 14 ) encontrd en la le
vadura S. cerevisiae un tipd de mutantes que aparecian es-
ponténeamerite con una frecuencia cercana al 1 %. La carac
teristica de estas mutantes era que originaban colonias
més pequefias que las normales, por lo que se les llamb mu
tantes petite".
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La muticién "petite" mostré ser una mutaclﬁn pleio-
trun1ca que provecaba la desaparicifn de los cltncromns a,
by C 3 ‘de algunas deshidrogenasas y de otras prntq1nas de
la membrana interna de la mitocondria; ademés estas mutan-
tes daban una herencia. no Mendeliana cuando se estudiaron
desde un punto. de vista genético, por lo que se ccnsiderd-.
gue tenian alterado un AD_N"e_xtracromusumal. -

Al-continuarse los estudios con mutantes extracromo-
stmicas se tratd de encontrar otro tiﬁb_de mutantes en las
gue se viera afectada una sola funcifn 6. proteina mitocon-

®drial, ya gue la mutacidn "petite", siendo - pleiotrépica,
dificultéba el mapeo y estudio de este ADN. De esta mane-
ra, se aislaron mutantes de 5. cerevisiae resistenteé a an
tibiéticos gque interfieren especificamente con funciones
mitocondriales, tales como: sintesis de proteinas mitocon
driales (cloranfenicol, eritromicina, paromomicina, etc.),
transporte de electrones (antimicina A, Diuron, funiculosi
na, etc.) & sintesis de ATP (oligomicina, rutamicina, ven-
turicidina, etc.). La mutacifn puede conferir resistencia
directamente sobre los componentes mitocondriales, como
son los ribosomes, el factor membranal del cnmplgjn» ATP=
asa 0 el citocromo b, 6 bien puede provocar que la mito-
condria sea impermeable a ciertos antibidticos ( 5 ).

En estudios posteriores, se encontrd gque un trata-
miento prolongado con BrEt condutie a la desaparicif6n del
ADN mitocondrial. Este procedimiento pefmitié.demostrar
que- .la resistencia a ciertas droogas se perdia al tratar di
chas células con el colorante, asnciéndose dlrectamente es
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ta resistencia con el ADN mitocondrial ( 15 ).

Las mutantes con que se trabajd en el laboratorio

son mutantes resistentes a los antibifticos antimicina A y
oligomicina. La antimicina A inhibe el transporte de elec
trones en el complejo III a nivel del citocromo b. Este
citocromo es una proteins de origen bigemémico y se cree
gue el sitio de unién al antibidtico estd localizado en el
polipéptido codificado por el ADN mitocondrial ( 16 ). La
oligomicina actla sobre la fosforilacifn oxidativa a nivel
del complejo enzimAtico de acoplamiento, inhibiendo la ATP
asa ( 17 ).

Sabiendo gque los &4 polipéptidos del factor membranal
del cnmpléju ATPasa y que el factor membranal del citocro-
mo b son productos del sistema de sintesis de proteinés mi
tocondriales, era razonable suponer que los genes .estructu
rales que codificaban para estos polipéptidos estaban en
el genoma mitocondrial.

Actualmente se conocen los sitios en el genoma mito-
condrial de S. cerevisiae responsables de esta resistencia
y se han estudiado las caracteristicas de recombinacifn de
este ADN. ( 18 )

En algunos eucariontes, el tamafic molecular del ADN
mitocondrial varia de und especie a otra. En particular,
diversas Especies~de levaduras tienen un ADN mitocondrial
muy distinto entre si, a diferencia de los animales y-
plantas su:eriores en donde el tamafio es précticamente i-
gual.

La levadura K. lactis tiene un ADN mitocondrisl cu-
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yo tamafioc es de 11.4 pm, 6 sea, la mitad del de S. cerevi-
siae ( 19 ). Esta levadura ha sido poco estudiada y des-
pertd interés por esta diferencia de tamafic. Por ésta ra-
z6n, con el objeto de conocer més sobre esta levadura, se
hicieron estudios preliminares en donde se vif gque algunos
genes de esta levadura tiemen un alto grado de homologia

con respecto al ADN mitocondrial de S. cerevisiae.

Esta particularidad ge ha podido estudiar utilizando
la propiedad de los &cidos nucléicos de cadena sencilla de
aparearse mediante la formacién de puentes de hidrégeno
(hibridizacifn) con moléculas de secuencia complementaria.
La Hihridizaciﬁn puede hacerse entre dus'pnblaciones de
ADN desnaturalizadas & entre ADN desnaturalizado vy ARN.
Una molécula de &cido nucléico purificado que contiene de-
terminada secuencia nucleotidica se ha denominado "rastrea
dor" (probe) de hibridieacifin para dicha secuencia y puede
ser marcado radiactivamente. Por esta razén, algunas se-
cuencias especificas son utilizadas como "rastreadores" pa
ra detectar §~lncalizar genes equivalentes en los genomas
mitocondriales de otras especies.

Entre los experimentcs gue se han realizado, .puepén
mencionarse los de Groot’( 20 ), quien estudid la organiza
cifn del TARN en el ADN mitocondrial de K. lactis vy los
del grupo de Fukuhara ( 21 ), guienes estudiaron la organi
zacifn genétioa del mismo ADN localizando genes gque tenian
marcadores de resistencia a diferentes antibifticos como
oligomiecina, cloranfenicol, eritromicina y parnmnmicina;

En estos estudios se hicieron digestiones del ADN mi
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tocondrial cor diferentes endonucleasas de restriccifn -y
se hibridizaron los fragmentos resultantes de estas diges-
tiones con los "rastreadores" de 5..cefevisiae adecuados.
En-ambos casos se encontrd que los genes de S. cerEvisiae
servian para detectar y mapear secuencias homdlogas en el

ADN mitocondrial de K. lactis.

En el laboratorio, se aislaron varias mutantes de Ko
lactis resistentes a diversus antibi6ticos, las cuales se
pensaba eran de origen mitocondrial. Las mutantes resis -
tentes a oligomicina se aislaron en forma esponténea, miegA
tras oue las mutantes resistentes a antimicina fueron indu
cidés por medio de sales de manganeso, ias cuales:inducen
mutaciones preferentemente mitocondriales ( 22 ). Deéafq;
tunadamente, el tipo de estudio realizado con BrEt en S.
cerevisiae ( 23 ): no se puede aplicar a esta levadura, ya
que las cepas resultantes no son viables. ( 24 )

Se realizaron, entonces, estudios sobre recombina-
cién y transmisifin de marcadores extracromosomales ( 25 ),
utilizando una cepa progenitora vy mutantes resistentes a
los antibidticos oligomicina y antimicina vy se determiné
que las mutaciones encontradas eran de origen extracrnmoéé

mico por medio de pruebas genéticas como:

a) Segregacidn de la mutacidén en los diploides du-
rante la mitosis
b) Segregacién no Mendeliana de la mutacién en los

productos de la meiosis.

Otros estudios efectuados para comprobar el origen
extracromosomal de las mutaciones incluyeron:
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'a) Explorar el efecto del antibidtico sobre la res-
piracién de células completas, en donde se observd que,
aunque las mutantes erén finalmente inhibidas por el anti-
bidtico, las cuncentraciones requericas eran cien veces ma
yores oue las necesarias pera inhibir la ceps silvestre.
(25)

b) Como se dijo anteriormente, la oligomicina actia
sobre la fosforilacifn oxidativa a nivel del complejo enzi
mético de acoplamiento inhibiendo la ATPasa. Utilizanoo
particulas submitocondriales de la cepa progenitora y de
mutentes DR como fuente de ATPasa, se midid la actividad
de ésta en presencia y ausencia de oligomicina. Aungue
las actividudes de todas son inhibidas, las mutantes mues-
tran més resistencia gue las silvestres, indicando una ac=-
tividad mitocondrial alterada. ( 26 )

c) Fara descartar la posibilicad de que la resisten
cia a los antibiéticos se debiera a una permeabilidad dis-
miguida a nivel de la membrana celular, se estudif el efec
to de las drogas sobre la respiracién de mitocondrias ais-
lzedas a partir de la cepa silvestre y de las mutantes. De
nuevo, se ocbservd una mayor tolerancia de las mitocondrias

provenientes de las cepas mutantes. ( 25 )

.

d) La antimicina A inhibe la cadena respiratoria a
nivel del citocromo b. For esta razdn, se estudid también
el efecto de la droga sobre los citocromos. En los espec-
tros resultantes, se observé gue en presencia de antimici-
na habia una desapariciéin en el contenido de- citocrome b
en la cepe silvestre, mientras gue en la mutante se vid el



-/
21

f -
/

I
espectro normal, indicando que la antimicina no se habia u
nido al citocromo b en la mutante, & que lo habia hecho
con menos eficiencia. ( 25 )

L. DBJIETIVGO

Por las pruebas realizadas anteriormente, se tenia
una fuerte sospecha de que las mutaciones que tienen las
cepas con gue se trabajé .eran de origen mitocondrial, sin
que de ninguna manera se pudiera. afirmar esto.

Por otro lado, en S. cerevisiae se ha descubierto la
presencia de plAsmidos gue confieren resistencia ‘miltiple
a ciertos inhibidores como venturicidina y trietilestafio.
Esto se ha podido comprobar mediante tratamiento con BrEt
(ya que esta sustancia hace desaparecer el ADN mitocon-
drial mas no el ADN del plésmido) y con gradientes de CsCl
en donde apasrecen tres bandas que.cnrrespunden a ADN mito-
condrial, ADN nuclear y ADN del plésmido ( 27 ). Aungue
es dificil-pensar‘en la presencia de un plésmido responsa-
ble de la resistencia a antibifticos en nuestras cepas, es
ta posibilidad no se puede descartar.

£l objetivo de este trabajo surgidé a partir de la i-
dea de que nuestras mutantes eran de origen mitocondrial.
Una de las formas de demostrar eso era realizar un estudio
comparativo con endonuclcasas de restriccidn en el ADN mi-
tocondrial de una cepa silvestre y de mutahfes de la leva-
dura K. lactis, y tratar de Enpnntrar alguna diferencia.en
el patrén electroforético, lo gue significaria gue hay una
variacién & cambio en el genoma mitocondrial de las mutan-

‘tes.
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ITT. MATERIALES ¥ METODOS

1e CEPAS DE LA LEVADURA K. lactis EMPLEADAS

wM 27 2 &k, lis,

M 27 - ul1 c d, 1is1, 0371
WM 27 - ol, : &, lis,, 05,
AM 3b : ek, lis,, AL
L-3 : A, met, (lky)

2. REACTIVOS Y MEDIDOS DE CULTIVOD

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

vadura fue el YPAD gue contiene:

Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona de gelatina 1% (p/v)
Dextrosa 2 % (p/v)

Agua destilada

B. Reactivos.- Algunos reactivos especiales que se
utilizaron fueron:

Agarosa, TEMED, acrilamida, bis-acrilamida y persul-
fato de amonio de Bio-Rad. CsCl y 8zul de bromofenol de

Merck. BrEt, ADNasa v @ - glucuronidasa (de Helix pomatia)
de Sigma.

3. OGBTENCIGN DE ADN DE MITCCGNDRIA
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La obtencidn del ADN mitocondrial de K. lactis con-
siste de tres etapas: '

A. Obtencidn de protnﬁlastos
B. Obtencién de mitocondrias
C. Obtencién de ADN

A. Obtencifn de Prnfuplastus.7 Esto se hizo confor

me al método utilizado por Duell ( 28)), con las modifica-
ciones realizadas por Kovac ( 29 ) y consta de los siguien
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 infculo a 500 ml
de YPAD.

3. Incubar a 30° C con aereacién (agitacién 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 - & gramos de células)

5. Resuspender las células en 20 ml de 2-merc;ptaé-
tanol 0.5 M en Tris-HC1 0.2 M (pH = 9.3).

6. Incubar 5 minutos a 30° c. Centrifugar 10 minu-
tos a 2,750 rpm en el rotor S5-34 (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 (sorbitol 1.35 M,
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EDTA 2 mM, amortiguador citrato fosfato 10 mM, pH = 5.8).

9. Afadir 1.4 ml de ﬂbglucuronidasa e incubar con
movimientos ocasionales a 30° C. El proceso de formacién
de protoplastos se sigue por medicidén de la absorcidn a
600 nm en alicuotas diluidas en sgua 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 microscopic de
contraste de fases de las cflulas procesadas, suspendiendo
una muestra en agua destilada y otra en el amortiguzsdor de
nrotoplastos; los protoplastos al ser diluvidos 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-
1lla 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, D-manitol 0.4 M
y albimina bovina 0.1 %, centrifugando después de cada la-

vada.

B. Obtencidén de Mitocondrias.- Las mitocondrias se

obtienen usando el método reportado por Hollenberg et al.
(30 ):

11. Resuspender la pastilla de protoplastos, vya la=-
vada, en 80 ml de manitol 0.6 M, Tris 10 mM, EDTA 10 mM
(PH = 6.7)0

12. Lisar los protoplastos suavemente en el homoge-
neizador Sorvall Omnimix a velocidad méxima 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.

4. 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-
1lla en 10 ml de sacarosa 0.35 M, MgCl, 5mM y 1 mg de ADN =~

2
asa. Incubar 10 minutos a 0° C.
16. Centrifugar a 3,250 rpm durante 10 minutos a 1°¢c.

17. Desechar la pastilla y centrifugar el sobrenadan
te a 11,900 rpm durante 10 minutos.

18. Desechar el sobrenadante y resuspender la pasti-
1la en 0.5 ml de manitol 0.6 M.

C. Obtencién de ADN.- Para la obtencifn del ADN de
mitocondrias, se usf esencialmente la técnica reportada

por Sanders et al ( 19 ):

19. A 0.5 ml de mitocondrias en manitol, afiadir un
volumen tal de EDTA (pH = 8) para que la concentracidn 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 cuede al 2 %. Incubar 30 segundos a o° C.

21. Preparar un gradiente isopicnico a equilibrio en
CsCl / BrEt.
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a) El lisado anterior con ADN. debe tener un vclumen
aproximado de 2.3 ml.

b) Afiadir un volumen de BrEt (solucién 5 mg/ml) de
tal manera .ue la concentracién final sea de 0.25 mg/ml.

c) Afadir a esto un volumen igual de una solucidn
con CsCl 1.27 g/ml y BrEt 0.25 mg/ml.

d) Centrifugar a 10,000 rpm durante 90 minutos a 49
C en el rotor S5-34 (Sorvall).

e) Quitar la capa de proteina y decantar el sohre--
nadante en un tubo de nitrato de celulosa.

f) Agregar al sobrenadante un volumen igual de otra
solucién 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 menciond snteriormente, el ADN en el gra
diente es visible con luz W, ya gque el BrEt fluorece al i
luminarse el tubo. En ocasiones se observan dos bandas,
la superior gue contiene ADN cromosomal 6 roto y ls infe -
rior cue contiene el ADN superenrollado, circular cerrado.
Bajo luz uV, picar el fondo de los tubos y colectar lenta-
mente el ADN de mitocondriz en un tubo (esto deber ser he-
cho en la penumbra, ya que el BrEt reacciona con la luz).

24, Para quitar el BrEt apregar un volumen igual de
isopropanol saturado con CsCl. De las dos fases formadas,
guitar le fase alcohflica que contiene el colorante. Re -
petir esto 2 & 3 veees hasta que el colorante haya.-salido
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completamente de la fase acuosa.

25. Dializar el ADN contra 4 litros de Tris-HCl 10
mM, EDTA 1 mM (pH = 8), durante 24 horas a 4° C.

26. Sacar el ADN de la bolsa de diélisis y precipi -
tarlo afiadiendo 1/25 de volumen de gcetato de sodico 3 My
2.5 voltmenes de EtCH (alcohol etilico). Foner a -20° C
durante 24 horas.

27. Centrifugar en el rotor §§-34 (Sorvall) a 6,500
rpm durante 1 hora a -4% ¢,

28. Resuspender en 50 pl de amortiguador TEN (Tris
HC1 10 mM, NaCl 10mM, EDTA ImM, pH = 7.6). Medir la densi
dad 6ptica (D.0.) a 260 nm para determinar la concentia
ci6n de ADN. (Una D.D. de 1 eguivale a 50 pg de ADN/ml).
Generalmente se obtienen alrededor de 40 Ho de ADN mitocon
drial.

4. ENZIMAS

Las enzimas de restriccifin que se utilizaron son de
Bethesda Research Laboratories (Maryland, U.S.A.). Las
condiciones de reaccifn fueron lss reportadas por Bolivar
et al ( 31).

Amortiguadores de Enzimas 1 X:

a) Eco RI: Tris-HC1 100mM (pH = 7.2)
MgCl, 5 mM )
2-mercaptoetanol 2 mM

b) Hae III: Tris=-HCl 50 mM (pH ="7.9)



c)

d)

e)

)

g)

h)

1.
reaccidn.

MgCl2 5 mM
Ditiotreitol (DTT) 0.5 mM

Hinc II: Tris-HC1 10 mM (pH = 7.9)
MgCl2 1 -mM
NaCl 30 mM
OTT 1 mM

Hind III: NaCl 60 mM
Tris-HC1 20 mM (pH
MgCl2 7 mM

Teb)

EEE I: Tris-HC1 50 mM (pH = 7.5)
MgClZ 5 mM
NaCl 50 mM

2-mercaptoetanol 5 mM

n

Hpa II: Tris-HC1 20 mM (pH = 7.4)
MgL':l2 7 mM

DTT 1 mM

"

Mbo I: Tris-HCl 10 mM (pH = 7.4)
NaCl 75 mM

MgCl, 10 mM

DTT 1 mM

Albémina Bovina (BSA) 100 pg/ml
Sal I: Tris-HC1 8 mM (pH = 7.6)

MgCl, 6 mM

NaZEDTA 0.2 mM

NaCl 150 mM

Utilizar alrededor de 1.5 po de ADN cara cada

28
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2. Afadir el amortiguador correspondiente segdn la
enzima que se vaya a utilizar. E1 volumen final debe ser

de aproximadamente 20 pl.

3. Afadir el volumen de enzima necesario para la re
accidn (generalmente es de 1 - 2 pl). Cuando no es necesa

rio digerir, se suprime este paso.

4. Incubar las reacciones con endonucleasas a 37D b
durante el tiempo requerido de acuerdo a la actividad de
cada enzima (generalmente es de 1.5 - 2 horas).

5. Fara detener la reaccidn, afiadir 1/3 del volumen
de mezcla inactivadora (urea 10 M, azul de bromofenol 0.05
% en agua).

5. ELECTROFDRESIS EN GELES DE AGAROSA O PODLIACRIL -
AMIDA

La electroforesis se llevé a cabo en placas, segiin
condiciones descritas por Bolivar et al ( 31 ).

‘La agarose al 0.8 % se disolvid mediante calentamien.
to a ebullicidn durante 2 minutos en amortiguador Tris-ace
tatos (Trisma base 0.05 M, EDTA 0.002 M, acetato de sodic
0.02 M, NaCl 0.019 M, pH = 8.05). Después de vaciar la a
garosa y dejarla solidificar, las muestras con ADN, ya lis
tas, se colocaron en lcs carriles (20 pl en cada uno). La
electroforesis se llevd a cabo a 420 v a 4° C durante 3 ho
ras. Este tipo de gel fue usado para separar los fragmen-

tos de peso molecular alto (1 - 80 Md).

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 7.5 % Vi
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para esto, se mezcld 7.5 ml de solucién de acrilamida-bis-
acrilamida al 29.2 % y 0.8 % respectivamente, 16.4 ml de a
gua y 6 ml de amortigusdor Tris-boratos 5X (Trisma base

90 mM, EDTA 2.5 mM, H3EIU3 90 mM, pH = 8.2) y 15 pl de per-
sulfato de amonio 1 mg/ml. GSe degasifica al vacio, se afia
den 15 pl de TEMED y se vacia en el molde.

Se colocaron lss muestras en los carriles y la elec-
troforesis se llevd a cabo a 150 V durante 2 horas. Se u-
s6 este tipo de gel para separar fragmentos de ADN de tama
fio pequefio (0.015 - 1 Md).

Después de terminadas las electroforesis, los geles
se sumergieron en una solucibn de BreEt (4mg/ml) durante
10 - 15 minutos y se iluminaron con l&mpara UV de onda cor
ta (Ultraviulet Products, San Gabriel, Cal., USA). Los.ge
les se fotografiaron con una cémara Polaroid MP-5 provista
de un filtro de gelatina amarillo Kodak Wratten No. 9 y pe
licula Polaroid Np, tipo SS.
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V. RESULTADDOS

La estrategia que se wutilizd para tratar de compro
bar si las mutaciones a antimicina y oligomicina son de
origen mitocondrial, se basf en la comparacién.de los pa-
trones generados por varias enzimas de restricci6n en el
ADN mitocondrial de la cepa silvestre y de las cepas mutaﬁ
tes.

Para realizar esto, se purificd ADN mitocondrial.de
todes las cepas, siguiendo la metodologia ya descrita.

En los gradientes de CsCl, la banda de ADN-mitocon-
drial tiene una densidad de flotacién diferente a la de
ADN nuclear. El ADN nuclear tieme una densidad de 1.7
g/ml, mientras gque la del ADN mitocondrial es de 1.55 g/ml,
lo que permite separar estos dos ADNs en caso de que héya
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 li\DN'r| de la cepa silvestre y de las mutgﬂ
tes con un marcador de pesoc molecular que fue el plésmido
pC 252. Esto fue con el objeto de asegurarse que todas
las muestras tenian el mismo peso molecular (24 x 1IJ6 dal-
tones) .y checar asi que ninguna hubiera sufrido una alte -

racién durante la extraccifn. Figura 6

A continuacidn se hicieron geles de agarosa y acri}g
mida, en donde se colocaron muestras de ADNm de todas las
cepas digeridas (WM 27, WM 27-011, WM 27-012 y AM 34) con
las diferentes enzimas de restriccifn.
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Figura 5.—- Gradiente de CsCl/BrEt en donde se observa

la banda de ADN mitocondrial



Figura 6 .- Muestras de ADN, de las ce-~
pas WM 27, WM 27-0l_, Plas -
mido RC 252, WM 27—012 y AM
34

33
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A partir de estos geles, se observaron los patrunés
y se pudo inferir el nimero de sitios y el tamafio de los
fragmentos generados por la digesti6n de eada una de las 6
endonucleasas de restriccidn utilizadas: Eco RI, Hae iI,
Hinc II, Hind III, Hpa I, Hpa II, Mbo I, Sal I. Las.diges
tiones hechas por estas enzimas en las cepas AM.Bh v MM é?
012 se observan en las figuras 8 y 9 respectivamente.

En el laboratorioc se contaba con varias cepas silves
tres (sensibles a antibifticos) y a partir de una de estas
cepas (WM 27) se obtuvieron las mutantes que se usaron en
este trabajo. Se pensf que seria interesante comparar los
patrones generados a partir de esta cepa con los generados
de otra cepa silvestre (L - 3) que ﬁruvenia de diferente
lugar. En la figura 10 pueden verse los patrones de res =
triccifn de ambas cepas con varias. enzimas.

En algunos casos, se observé en el patr6n de restric
cifn con algunas enzimas, un aumento de la intensidad de
alguna de las bandas con respecto a las demés. Esto se in
terpreté como la existencia de dos & mas fragmentos gque co’

migraron juntos.

Se construyeron graficas del logaritmo de pares de
bases ys distancia del tope del gel al frente de cada ban-
da de una muestra del fago " A digerido con las enzimas
Eco RI y Hind III. Los tamafios de estos fragmentos ( 32)
ya estén reportados y se usaron como patrén internc de pe-
so molecular en los geles de afarcsa. Para los geles de
acrilamida se tomaron los valores del plésmido pER 322 di-
geridos con Mbo I, (figura no mostrada).
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A partir de las gréficas, y con los datos de la dis-
tancia recorrida por cada banda generada, se calculd el ta
mafio aproximado que correspondiz a.cada uno de los fragmen

tos de las diferentes digestiones.
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Figura 7.- Comparacion de los patrones de res-

triccion generados con Eco R

en

los ADN_  de las cepas utilizadas.

-0 Q2000

WM 27-ol2

AM 34

A

WM 27

WM 27-ol1

WM 27 sin digerir
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Figura 8.— Gel de Agarosa. Muestras de ADNp de

AM-34 digeridas con enzimas.

AM 34
con Hind Il
AM 34 con Eco RI
AM 34 con Mbo I
AM 34 con |
AM 34 con
AM 34 con Hpall
AM 34 Eéon Sal |

AM 34 con H
AM 34 con Hpa |

COPNOOO AN~

-
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Figura 9.— Gel de Acrilamida al 7.5 %.
de WM 27-0l

ADN_

2

tes enzimas.

@~+~2000®

WM 27 -ol,
WM 27 -ol,
WM 27 -ol,
WM 27 -ol2
WM 27 -ol,
WM 27 -ol,
L-3 con

Muestras de

digeridas con -diferen-~

con
con
con
con
con

con
Eco

sal |
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Figura 10.- Gel de Agarosa. Comparacion de los .pa-
trones generados por diferentes enzimas
sobre el ADN =~ de las cepas WM 27 y

L-3.
a WM 27 con Eco RI
b. L-38 » Eco RI
c. WM 27 ‘Mbo |
d. L-3 Mbo |
e. WM 27 Hind 111
f. L-3 Hind 111
g. WM 27 Sal |

L-3 Sal |

o
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V. DISCUSION

Como se dijo anteriormente, es curioso el hecho de
que el ADN mitocondrial de K. lactis sea la mitad del de
S. cerevisiae, 6 sea, tieme la mitad de informacién gené

tica.

Este dato que tanto llama la atencién puede explicar
se, porgue el ADN mitocondrial de 5. cerevisiae posea gran
des regiones espaciadoras ( 33 ), & porque contiene numerg
sos genes involucrados en regulacidn que no estén presen -

-tes en el ADN de K. lactis.

Para conocer mejor su arreglo genético, era necesa -
rio contar con mutantes diversas y probar que esas mutacio

nes provenian del ADN mitocondrial.

La mejor manera de prqbar esto era comparar el pa -
trén de restriccién de la cepa silvestre con el de las mu-
tantes. En la figura 6 se observa el ADN mitocondrial de
la cepa silvestre, WM 27, y de las tres mutantes: AM 34,
WM 27-0_11 y WM 27-012, y del plésmido pC 252 usadoc como
marcador de peso molecular. De esta manera, se vid que
todos estos ADNs tienen el mismo peso molecular, 24 x 106
daltons y cue no sufrieron ninguna alteracidn durante su

manipulacién.

A los ADNs de las diferentes cepas se les tratd con
todas las endonucleasas de restriccifn y se compararon las
bandas resultantes, pero los pstrones electroforéticos re-
sultaron ser idénticos pars la cepa silvestre y las demés

mutantes.
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En la figura 7 se observa un ejemplo de la cepa sil-
vestre WM 27 y de las mutantes WM 27-011{ WM 27-012 y AM -
34 digeridas con Eco RI. Se verd gue el patrén de restric
cifn es exactamente el mismo. Esto mismo sucedié con el
resto de las enzimas, por lo cual sflo se ejemplifican los
resultzdos obtenidos con las cepas AM 34 (gel de agarnsaj
y M 27-0l, (gel de acrilamida) en las figuras 8 y 9. En,
la tabla 2 aparecen el nimero aproximado de pares de bases
(p.b.) correspondiente a cada fragmento, obtenido al extra
polar de las gréficas de logaritmo de pares de bases ys-
distancia de los controles. Como se observa en esta tabla,
la suma de fragmentos en pares de bases para cada diges ==
ti6n es alrededor de 37 k.p.b., la misma cantidad que cor-
responde al RDN sin digerir. Con las enzimas Mbo I y Hpa
II la suma de fragmentos es un poco menor. Esto se debe a
gue los fragmentos gue se observan en el gel de acrilamida
Con muy numerosos y pequefios y es dificil saber con exacti
tud cuéntos son y qué tamafio tienen.

Desgraciadamente el objetivo de encontrar una dife-
rencia en el patrdn de restriccién no se pudo lograr. -Es-

tc pudo deberse a dos razones:

a) Las mutaciones encontradas no son de origen mito
contrial, sino nuclear.

b) Las mutaciones encontradas son de origen mitocon
drial, pero son puntuales & se deben a un corrimiento de
fase de lectura y mo a una delecién; & bien una delecifin
pequefia no distinguible por métodos de electrdfnreais de’

RON en las condiciones usadas.



TABLA 2

Tamafio de los fragmentos (en Kp. 'b.) generados em
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el ADN_ de la cepa AM 34 por la digestibn con di-

ferentes enzimas.

2

. i
AM 34 AM 34| AM 34| AM 36 | AM 3 [AM 36| AN 34 AM 34| AM 34
' HindIII|EcoRI|Mbol Hind 111 HaeIII|Hpall|Sall [HinclI| Hpa: I
37 | 23.67 [17.0:3.5 | 22.6 | 6.6 | 7.4 [30.0 | 13.5 | 1.0
9.46 | 8.2 [3.1 7.8 6.2 | 5.4 |4.3| 5.0 8.6
6.66 1 7.8 [2.5 | 4.1 | 5.6 | 3.0 | 23] 4.3] 6.5
4,26 | 2.1{2.2 2.1 4.5 |-2.7 |====| 41| 5.0
2.1 | 1.7 |2.2 | === | 4.5 | 2.5 [36.6| 4.1 2.7
1.96. |==== | 1.9 | 36.6 2.9 | 2.15 2.8 |====
0.58 |36.8 |1.85 | 1.8 | 1.9 2.5 | 36.8
O 1.7 1,55 1.8 —
48.69 1.7 1.5 | 1.7 36.8
1.4 1.3 | 14
1,35 0.72| 1.4
1.3 0.62|"3.93
1.2 0.31|=====]| -,
11 ====|35.28
B.56 37.20
55,26

* Suma ‘de todos, los fragmentos cuyo tamafio es menor
a 1000 p.b.
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A la primerafexplicacién, se le puede objetar el he-
cﬁu de. que las pruebas genéficas realizadas cqﬁ esas mutan
tes dieron como resultado gue son de origen extracrumoso;
mal. Ademas, los experimentos bioquimicos hechos con mu =
tantes resistentes a oligumicipa v antimicina, mencionados
anteriormente, son. otras pruebés que apoyan la idea de gue
las mutaciones son de origen mitocondrial. Se puede asegg’
_rar, entonces, oue la mutacidn no es de. origen nuclear, si
no meramente‘eitrécromosomal (posiblemente:mitu;ondrial),
A este respecto, se debe mencionar la presencialen 5. cere
visiae de utru,faétbr éxtracrumnsﬁmico no mitocondrial que.
puede dar resistencia a antibiéticos ( 27 ), -aunque se

cree gue este no es el casgo.

La segunda expli;aciéﬁ parece ser més probable, ya
gque algunas mutaciones mitocondriales responsables de re-
éistencia a-dorgas han resultado ser mutaciones pUntua;gs
en 5. cerevisize. -Ademds que la.forma en gue .Se nbth&ie -
ron las mutantes con gue se trabajé parece indicar que es-
tas mutaciones no son debidas & deleciones grandes. Si.es
te fuera el caso, no se ubserva;ian diFergncias’en los pa-
‘trones de reéstriccién.. La dicestidn con enzimes no puede:
precisar en qué lugar esté el cambio de base 6 el cOrri --
miento de fase, 8 menos gue la enzima cortara exactamente
en el sitio de la mutacitn, cosa estadisticamente muy difi
cil. Un posible método para deféctap esos cgmbios tan pe-
quefios seria el realizar una secuencia de bases del ADN de
la fraccifn en donde probablemente se encuentra la muta --

cibn.
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Como se menciond anteriormente, en experimentos rea-
lizados por otros laboratoriocs, se habian hecho digestio-
nes con endonucleasas de restriccifn de una cepa silvestre
de K. lactis (L - 3). Por esta razén, ya se conocia de an
temano la distribucién de diversos sitios y el patrﬁn'eleg
troforético de este ADN_ al ser digerido con algunas endo-

nucleasas.

En base a estos datos, se esperaba que el patrén de
restriccidn de las cepas usadas en este estudio fuera i -
gual a los reportados ( 21 ), pero no sucedif asi. For el
contrario, se vid gue los patrones obtenidos diferian enor
memente de los ya conocidos, lo que motivd cierta duda de
la fidelidad de los resultados.

Por esta razfn, se realizaron-digestiones y se compa
raron los patrones de 2 cepas silvestres que se tenian en
el laboratorio: 1la wM 27, progenitora de las mutantes, y
la L - 3, que parecia tener el mismo origen que una de lss
cepas reportadas en la literatura (ceps reportada por el
'grupu de Fukuhzra ( 21 )).

El patrdn de restriccifn de 1la cepa L - 3 es el mis-
mo gue el reportado por-estos investigadores, lo que guie
re decir que la cepa WM 27 es diferente y gue el anflisis
de restriccidn se hizo correctamente. Los patrones de res
triccidn de los ADNs mitocondriales de las dos cepas se
ven en la figura 10 y se podré obéervar gue son bastante
diferentes. En la tzbla 3 se comparan el nimero de pares
de bases obtenidos en geles de agarosa cun'cuatro enzimss

direrentes.



Comparacidn de los fragmentos generados por la ac-

TABLA 3

cibn de diferentes endonucleasas en los ADNm de
las cepas WM 27 y L - 3. (En Kp.b.)

$..
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w27 -3 wmearlL-3Nuwe7 [L-3 [wear|L-3
Eco RI| Eco RI| Mbo I|{Mbo I |Hind III|Hind III| Sal I| Sal I
17.0 28.8 3.5 3.0 22.6 18.4 29.0 30.0
7842 6.5 361 201 7.8 .7 5,3 7.0
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
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En diversos estudios realizados con ADN mitocondrial
de giferentes especies como Drosophile, Zea, Ratfus, Se
cerevisiae.y humano se he visto que existen 6iertas dife -
rencias inter e intraespecificas en sus patrones de res =~
triccién. ( 34, 35, 36, 37, 38)

Una posible explicacién es que los ADNs mitocondria
les-éntre las diferentes cepas son similares en su secuen-
cia genefal, pero tiemen muchos rearreglos pequefios. Es-
tos rearreglos pueden ser debidos @ peguefias. inserciones &
deleciones & a regiones espacizdoras de difé}ente tamafio
(regionzs ricas en A - T distribuidas entre los genes vy
con una posible funcién en regulacidn). ( 38, 39 )

Este polimorfismo también puede ser un indicio de la
‘divergencia evolutiva dentro de unz misma especie como ha
sido reportado para Peromyscus, Rattus y Homo sapiens.

For otro lado, esta diversificacién en la secuencia nucleg
tidica del ADN mitocondrial ha permitido establecer en for
ma definitiva gue el genoma mitocondrial de ciertos indivi
duos recibe una herencia ﬁaternajsolamente (a diferencia
del genomz nuclear que es heredado eﬁ.Fnrma biparental) vy
no se ve alterado por recombinacién & segrecaci6n neiética.
( 36, 40, 41, 42, 43 )

El andlisis de restriccidn que se tiene hasta la fe-
cha es limitado y se necesitarén més estudios con otras en
‘'zimas pars conccer la bése]mnlecular de esta divergencia y
el papel de ésta dentro de la evolucifn de las levaduras.
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