versilad N cion | Amtomoma e México
FACULTAD DE QUIMICA

e
SR NACONAL AN Ry 5

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION GENETICA
DE MUTANTES RESISTENTES A PAROMOMICINA
DE LA LEVADURA KLUYVEROMYCES LACTIS

LETICIA EUGENIA VARGAS PAREDES

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

198 2




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Objettlvo
1- Introducctén 3
1.1~ Generalidades sobre la cepa en estudlo
1.2= Clasificacién de mutantes extracromosémi-
cas an levaduras
1.3- Revlsién sobre antibidticos
lo4= Sfntesis de protefnas 8
1.5=- Anélitsis genético de las mutantes 14

O~ Nateriales y Nétodos
2.1~ Cepas de la levadura Kigygecogyggg lgetis

uttlizadas 16
Lel= CeAa de Sgcchgromycgs cereytlsige 16
2e¢3- Reactivos y medlos de cultivo 16
2o4= Esgtaerilizactén 18
2e5~ Purtficacién de Cepas 18
2.6= Técnicas de cultivo 18
2.7- Determinacién de citocromos 19

2.8~ Selecctén de Cepas sensibles a paromomi-

clna 20

3~ Induccién, alslamiento y purificacién de mutantes
resistentes a paromomicina
3.1~ Mutantes esponténeas 20

3.2~ Mutantes inducldas 21

4= Caractertizactén genética de las mutantes alsladas 22




Resultados y Conclusiones

1- Estudi{o comparativo de los clitocromos en cepas
"petite positivas" y "petite negativas" bajo
diversas condiciones de cultivo 4

- Seleccién de cepas sensibles a paromomicina 30

3- Caracterizactén genética de las mutantes

obtenidas 32

Referenctas Bibliogréficas 39




Objet tvo

La finalidad del presente estudio es, empleando la levadura
Kryyveromyces lactig, inducir y caracterizar genéticamente mutan-
tes resistentes a paromomiclna como las descritas en Sgcchgromy -
ces cerevisiqge (11,12) para tratar de conocer el comportamiento
de esta levadura "petite negativa™ cuyo DNA mitocondrial es apro-

ximadamente la mitad (11.44m) del de S. cerevisige (25 um)13).

1- Introduccion-

El aislamiento de mutantes extracromosémicas de resistencila
a antibléticos en Sgeccharomyceg cerevisige, ha desencadenado gran
interés pues ha permitido una mejor comprensién del sistema gené-
tico mttocondr}al. Este tipo de herencia extracromosémica que no
sigue los lineamlentos establecldos por Nendel, fué primeramente
observada en plantas supertiores en los {niclos del stglo, por
Correns y Bauer y més adelante descrita en algas, hongos, proto -
zoartos y mamiferos. 1)
1.1~ @ i br ce ugio.

Klyyveromyces lactig, al fgual que S. cergvisiqe, ¢s un anae
robio facultativo capaz de crecer con o sin mitocondria funcional,
en el primero de los casos, en presencila de ox{geno pudlendo uti-
lizar sustratos respirables como etanol, lactato o glicerol y en
el segundo supliendo la funclonalidad de la mitocondria por una
Juente energética como glucosa o un aztGcar metabolizable por me-
dito de la glucélistis,

Es esta una gran ventaja pues se puede trabajar con células
que tentendo una mitocondria alterada o bloqueada en sus funclo~

nes por inhibidores espec{flicos son aun capaces de crecer.
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1.2~ Clagsificacién de mutgntes extracromogémicas en levgdurgs. 2)

l.2.1- Mutgnteg "petitel

S{ S. cerguisige es sembrada
quefias cantidades de glucosa, una
derablemente alta (del 1%) de las

fas ("petite”). Tales colonias al

sobre un medio contenlendo pe-
proporcién variable pero consi-
colonias gque crecen son peque-

ser probadas por replica sobre

medios conteniendo fuentes de carbono no fermentables tales como

glicerol, etanol o lactato no crecen, carecen de los cltocromos

a, by c, y son respiratorio-deficientes.,

Entre las mutantes "petite" se distinguen dos tipos de

acuerdo a su forma de herencla. 2)

a)- Petite nuclear o segregacional- esta mutacién surge es- .

pontdneamente con frecuencias de 10~

6 8

a 107

Y puede ser induclda por mutégenos tales .-

como N-metil-N-nitro-N-nitroso guanidina,

rayos X y ultravioleta. Se caracteriza por

dar una segregacién Nendeliana (2:2) en los

productos de la melostis.

b)- Petlte citoplésmica, vegetativa 6 P ~~ la mayorfa de las

"petite" espontdéneas son de este tipo y es~ '

t&n caracterizadas por ser mutac fones pleio-
tréptcas y en las que se afecta el contenido
de los cltocromos b, Cy,Y Qtagye KEstas surgen
con frecuencias de 0.1% a 20X dependiendo de
la cepa y condiciones de cultivo.

Tamblén pueden ser inducldas por una gran va
riedad de mutdgenos principalmente coloran -~

tes aromlticos polinucleares como euflavina
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y bromuro de etidio 3), los cuales en culti--
vos en crecimlento pueden induclir la forma-
ci6n de "petite" hasta en un 100%. *
Esta mutacién puede subdividirse en : neutral
(JOO) v supresora ( P7) de acuerdo a su com -
portamiento en cruzas con la cepa silvestre
(P*). En una cruza de una petite neutral con
una cepa silvestre, la progenie obtenida es
P+
patrones de segregactén 4:0 para el fenotipo

P* contra et P~

Cuando se cruza la petite supresora con la ce

, la esporulacién de tales diploides da

pa testigo _P? da ambos tipos de diploides P~
17} j9+, la proporcién de los diploides /9' pue
de uartgr desde 1% a 100% y es una medida de
la supresividad de la cepa haploide P~. La
esporulacién de los diploides ,D* da segrega-
ctones de 4:0 P7%: P~. Los diploides P~ no
pueden ser esporulados normalmente, la esporu
lactén se efectta tan pronto se ha fustonado
el cigoto observando una segregacién O:4
J°+:~P'; toda la progenie es "petite”.

l.2.2- Mytgntes de registenciag g antibi{dticog.

Durante varios anos las unicas mutantes mitocondriales de
las que se tuvo conocimiento fueron las petite. £n 1968 dos gru -
pos de tnvestigadores (Thomas y Wilkie y Ltnnane y colaboradores)
describleron las mutantes extracromosémicas resistentes al anti{ -

bi6tico erttromicina.




Posteriormente se atslaron mutantes resistentes a los antibiéti -
cos cloranfenicol, oligomicina, paromomicina, antimicina etc.

Todos estos antibibticos interfieren espec{ficamente con las
Sfunciones de la mitocondria sin alterar en forma apreciable las .
del resto de la célula.

En Kluyveromyces lactis unicamente se han descrito mutantes
de resistencla a los antibibticos oligomicina, eritromicina , clo
ranfenicol y antimicina. 5)

le3~ Reulisibn sobre antibiéticos,

Han stdo usados normalmente tres grandes grupos de antibiéti

cos en estudios de genética mitocondrtal:2)

1.3.1- Inhtbidores ribosomales activos contra la subunidad
50S del rtbosoma 70S, tales como cloranfeni -
col, espiramictina y eritromicina.

l.3.2- Inhtbldores ribosomales de la subunidad 30S tal como
paromomic ina.

1.3.3- Inhtbtdores de la fosforilacién oxtdatfva mitocon ="
drial tales como: oligomicina, rutamictina,
venturiclidina y trietilestano entre otros.

La reststencta observada puede ser teéricamente conferida

por:

a)- Cambios en la permeablli{dad celular,

b)~- Cambios en la permeabilidad mi{tocondrial,

c)- Mecantismos de detoxificacién clitoplésmica y

d)- Cambios en el sitlo de acclén de la droga en la mitocon-
drtia,

Resistencia solamente por cambtios de los tipos b y d son pro

bablemente debtdos a mutactones mitocondriales., 2)
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Se sabe que los antibibticos aminoglicésidos como la paromo~
micina y neomicina inhiben la sfntesis de protefnas por untén con
la subunidad 30S del ribosoma bacteriano. Efectos inhtbltorios de
aquellos se han descrito también para las células de levadura.

En base a sus efectos en S. cerguisige los antibidticos ami-
noglicéstidos estdn comprendidos en dos grupos. §,2)

El primero de ellos agrupa a la neamina, kanamicina, estreptomicl
na y viomicina; los cuales tlenen menores efectos en el crectmtéﬁ
to de células de levadura y sobre la sfntesis de protefna
in vitro, excepto a concentraclones altas. -

El segundo grupo incluye la neomicina B, neomicina C y paro-
momicina; estos actuan de manera compleja sobre el crecimiento y
sobrevivencia de las células de levadura, inhiblendo apreciable -
mente la tncorporacién de aminolcidos por mitocondria y ribosomas
clitoplésmicos fn vitro.

El grado de inhibiciébn en el crecimiento es proporcional al
logaritmo de la concentractiédn de la droga, sobre todo en medios
con glicerol. 2). Cuando el cultlvo contliene huellas de glucosa y
cantldades pequefias de paromomicina el crecimiento no se afecta
en S, gcerevigige; pero st se incrementa la concentractén de mane
ra significativa ocurre una inhiblcién hasta del 50%.

Inhibidores especf{ficos de la sfntesls de protefnas mitocon-
driales tales como eritromictna, tmpiden la sfntesis de los clto-
cromos atag, by c, en S, cerevisiae pero, la sfntesis de protef-
nas ribosomal cltoplbésmica y la viabilldad celular no es afectada
en presencia del antibiético, obseruvdndose creclimliento en medios
que contlenen glucosa.

La neomicina actlia de manera similar sobre la formactdén de

cltocromos 2) pero las concentraciones necesartas para producir
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tales efeclos son menores que las empleadas con paromomicina .

Cuando las células se encuentran en medios adicidnados de
glucosa la magnitud del efecto productdo por el antibtético sblo
ocurre a concentraciones mayores en relacién con las usadas en
medlos con glicerol.

In vitro el sistema sintetlzador de protefnas mitocondrial
resulta aproximadamente veinticinco veces més sensible a paromo-
micina y clen veces mis sensible a la neomicina que el citoplés-
mico ribosomal.

Concentraciones altas de neomicina y paromomicina en el me-
dlo de cultivo con glicerol dan lugar a dos divistiones celulares
ya que las enzimas requeridas para el crecimiento posterior no
son sintetizadas.

Sin embargo, en presenclia del antibiético las células crecen por
varlas generaclones en medios con glucosa, ya que derivan su
energfa de glicélisis,

Todos estos estudios se han llevgdo a cabo en S. gerevisige
pero no se sabe nada del efecto de la droga en Klyyveromyces spe.

lo4= S is de P { .
La informaclén genética del DNA se transfiere a moléculas
de RNA, estas acttan como moldes primartos que ordenan las se -

cuenclas de aminoécidos en las protefnas.8g)

DNA ngnggclggién*~ RNA g;ggucgtgg’ PROTEINA

duplicacién

Los aminoécidos se combinan con moléculas transportadoras

de RNA para formar los compleJos AArnytransportador (AAN+tRNA).

-Bn
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Cada transportador (tRNA) tiene afinidad qufmica por una secuen-
cla de tres nucledtidos especf{ficos del RNA mensajero, funcionan
do como adaptadores o traductores del mensaje llevado por el
mRIA.

Para que el aminodcido pueda reaccionar, debe ser activado,
esto se logra cuando los aminofcidos reaccionan con una molécula
de ATP. El aminofcido y el ATP forman el complejo AMPrJAA (ami-
nodcido activado), el aminofcido es reconocido por la enzima ac-
tivante (aminoacil-tRNA-sintetasa) especffica para los diferen -
tes aminodcidos.

Después de la activacibén, las moléculas de AANtRNA difun -
den a los ribosomas, partfculas en cuya superficie se forman los
enlaces peptfdicos, constan de dos subunidades, la més grande
tiene un tamafio casi del doble de la menor y estén constituidas
por aproximadamente la mitad de protefnas y la mitad de rRNA.

Los moldes activos lo constituyen una fraccién de RNA llama

do mensajero, este se liga en forma reversible a la superficile
de la subunidad ribosémica menor (en un medio con baja concentra
cién del i6n M92+ puede ser removida sin afectar la integridad
del rtbosoma).
Este molde porta el mensaje genético desde el gen hasta los ribo
somas y es denominado RNA mensajero, uniéndose a los ribosomas
se desplaza a lo largo de ellos de tal manera que coloca codones
sucesdvos en posicién adecuada para seleccionar los precursores
AAN tRNA correctos.

Las cadenas de protefnas crecen en forma escalonada, comen~

zando por el extremo amino terminal por lo que el extremo en cre

cimiento debe estar siempre terminado por una molécula de tRNA,




Cada ribosoma 705 contiene dos cavidades en las cuales pue-
den insertarse moléculas de tRWNA. Son los sitios "P" (peptidilo)
y "A" (amtno-acilo).

Las moléculas precursoras AANLIRNA entran normalmente prime
ro en la cavidad "A", permitiendo asf{ la formactén posterior de
un enlace peptfdico con la cadena en crecimiento, sostenida en
el sitio "P". Esto transflere la cadena nactlente al sitio "A",

a continuacién la acclén de la enzima translocasa regresa la ca-
dena naciente al sitio "P"., Al mismo tiempo, el molde mRNA 1liga-
do a la subunidad ribosémica menor se desplaza para colocar el
codén n+1 en la posicién que ocupaba anteriormente el codén n,
El sitio "A" ahora vacto, queda libre para aceptar una nueva mo-
lécula de AAN tRNA, cuya especlfictdad se determina mediante el
apareamiento correcto de bases entre el anticodén y el codén de
mRNA.correspondiente.

Tanto la untén del AAnN tRNA al sitio "A" como el proceso de
translocacién requieren la ruptura de ATP en ADP y P

Para la terminactén de la cadena se requlere la presencla
de un codén que tndique que la prolongactén polipept{dica debe
detenerse, ademis de ser indispensable la accién de un factor lf
berador que interprete la senal terminadora de cadena.

La termtnacién de la sf{ntesis de las cadenas es segulda por
la disoclacién de los ribosomas en las subunidades grande y pe -
queria, las cuales se unirén sélo cuando el aminodcido iniclador
se combilne con el complejo mRNA-subunidad pequeria.

Lg seccién de una molécula de mRNA que estd en contacto con

un ribosoma indivtdual es relativamente corta, esto permite a
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una molécula de miNA actuar sobre varios ribosomas (polirriboso-
mas) al mismo tiempo. (Figura 1)

Una gran cantidad de antibiéticos han sido de utilidad en
el esclarecimlento de las etapas de elaboracién de las protefnas
8).

En la figura 2 se presenta la estructura del anttbibtico
paromomicina un inhibidor de la sfntesls de protefna, y de
accidén sobre la subunidad ribosémica menor, el cual fué elegido
para tratar de obtener mutantes resistentes de herencla preferen

temente mitocondrial en la levadura K. lactis.
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1.5- Andliagils genético de lgs mutagntes.2)

Han sido establecldos diversos critertlos para la ldentifica

ci6h de mutantes mitocondriales, pero los mas cominmente emplea-
dos son:

1.5.1- La prueba de la segregacién mitética en diploldes,
se basa en el hecho de que la progenie de cl
gotos muestra segregacién de los marcadores
mitocondrlales parentales durante la mitostis
es decir, la prbgente diploide de cruzas en-
tre cepas resistentes y sensibles constg de
una mezcla de células sensibles y resisten -
tes. La proporctén entre las dos formas de -
pende de la polaridad de transmisién. (Ffigu-
ra 3)

1.5.,2= La segregacién no-Mendellana durante la melésis -
Durante la meiésis los marcadores mitocon -
driales no segregan 2:2 como los factores nu
cleares sitno que dan segregaclones variables
dependiendo de la distribucién de las partf{-
culas extracromosémicas en la progenie. (Fi-
gura 3)

1.5.3- Es postble demostrar la herencla extracromosémica de
la mutacién por la pérdida de determinantes
de resistencla con la induccién "petite"” con

bromuro de etidio.4)
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2- MATERIALES Y METODOS.

2.1- Cepas de

la levadura Kluyveromyces lactis utilizadas:

WM3p :oc,hisl.

KA5-118 ax,adel.

wN2p :m,lial.

w6008 :x,adel,adeg,leul.

K9 :x,metlo

KA5-4C :a,ad92.

KA9~ 13D :a,ltsl.

. R

An9b a1t 5, E50,05, 5

106-55 ‘a,arg .
2.2~ Cepa de Sgechgromyceg cerevisige:
2.3~ Regetivos y Nedlog de cultivo.

Soluctén amorttguadora de fosfatos 50 mM, pH 7.0

KHzPO4

K2I{PO4

Agua destilada c.b.p.
Medlos de Cultlivo:

.62 [}
7+00 Q
1000 ml.

a)- Medio con Extracto de malta (ME).

Extracto de malta

Agar

Agua destilada c.b.p.
b)- Medio mfmimo (SD)

5.00 ¢
3.00 g
100 ml,

Base nitrogenada de leuvadura

sin aminoé&cldos
Dextrosa

Agar

Agua destilada Cebepe
-16-

4,02 g
6.00 g
6.00 g
600 ml.




c)- Medio minimo con aminod&cidos (SD+A4A)

El mismo medio m{nimo adicionado de los slgulentes

aminoécidos:

Sulfato de adenina
L-argtnina

L-htistidina

L-leucina
Hidrocloruro de lisina
L-mettonina
L-trtptéfano

L-uractlo

20 mg/l.
20 mg/l.
20 mg/l.
30 mg/1l.
30 mg/l1.
0 mg/l.
20 mg/l.
20 mg/l.

d)- Medio completo con glucosa (YPAD)

Extracto de levadura
Peptona

Dextrosa

Sulfato de adenina
Agar

Agua destilada c.b.p.

6.00 g
6.00 g
12.00 g
48.00 mg
12.00 g
600 ml.

e)- Medio completo con glicerol (YPAG)

Extracto de levadura
Peptona

Glicerol

Sulfato de adenina
Agar

Agua destilada cebepe.

6.00 g
6.00 ¢
18.00 ml.
48,00 mg
12.00 g

600 ml,

f)~ ¥edio completo con glucosa y amortiguador

Solucidn 1M de NQEHFO4
Solucién 1M de KH2P04

1,04 (V/V)
4,0% (Vv/v)

y los componentes del medio YPAD.
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gJ)- Kedio completo con glucosa y glicerol (YPADG)
Dextrosa 0.1% (V/V)
adicionado al medio YPAG,

h)- Medio completo de glicerol con paromomicina (YPAG+PAR)
Medlo YPAG
Sulfato de paromomicina 4.0 mg/ml

el antibibtico se adiclond de inmediato al medio estel

ril caliente.
2o4~ Egterilizacidns

La esterilizacibén del material y reactivos se efectué en un
autoclave a 120°C y a 20 lb. de presién durante veinte a treinta
minutos.
2¢5- Pyurificgeidén de Cepgs.

Tanto las cepas silvestres como las mutantes fueron purifi-
cadas antes de utilizarlas ya que, de esta manera se evitaron in
terpretaciones erréneas causadas por la influencla de células
con genotipo y fenotipo diferentes a la cepa que se investiga.

Esta se realizé inoculando la cepa a purificar sobre medio
s6lido (YPAD) estriando toda la superficte para descargar poco a
poco el inéculo y poder obtener colonias individuales.

2.6- T'écnicas de Cultivg.

Las condiclones de esterilidad dedicadas al cultivo inclu-
yen: un érea libre donde las corrientes de alre no sean directas,
slendo necesario el empleo de mecheros Bunsen para mantener di -
cha zona aislada de contaminantes.

2.6.1~ Las cepas purificadas se siembran en el medio seleg
-clonado y se incuban las células a 30°C, en los cultivos liquf-

dos la incubacién se reallz6 con agitacién continua ( 250-300

18~




r.p.m.) en un agttador New Brunswick.

2.6.2+ Tiempo de {ncubacidn.

El1 tiempo de incubacién fué de 24 y 48 horas para los me -
dios completos (YPAD, YPAG) y aquellos conteniendo aminodcidos,
no asf{ en el caso de culttvos contenlendo antibiéticos en los
cuales la tncubacibén se efectud hasta la aparicién de crecimien-
toe

24643~ Recoleccibn.

La recoleccién de las células se llevd a cabo centrifugando
los cultivos a 20QO r.p.m. durante cinco a diez minutos, el pa-
quete celular se lavé tres veces con agua desti{lada estéril,

2.6.4- Cuantificacidn.

Para lao determingcién del nimero de células se empled la cé
mara de Neubauer y bara ello se preparé una suspensién de aproxi
madament e 109 células/ml., y de aquf se hizo una di{lucién 1:1000
en soluclén amortiguadora de fosfgtos a partir de la cual se de
termind el nimero de células por ml.

2.7~ Determinacidén de Citocromos.

Para comprobar el comportamiento de citocromos respirato -
rios en una cepa "pettte—negatfva" estudtada, en relactén a una
cepa "petite-positiva” se procedié a un estudio espectroscopico
de los mismos 1o que permitié la apreciacién de los citocromos
bajo diversas condiclones de cultivo.?)

Las cepas por trabajar se purificaron y sembraron en medios
YPAD 1{quldo, para obtener células jévenes, con las que se inocu

6 células/ml. La {ncubagcién

laron cultivos diversos a razén de 10
se efectud hasta obtener crecimiento (usualmente 24 horas), y se

procedié a la recoleccién y cuantificacién de las células. El pa
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quete celular se resuspendié en un volumen similar de agua y se
diluyé en proporcién 1:5, los espectros se lograron al reglstrar
en un espectrofotémetro Aminco-Chance de doble rayo la absorctién
en el rango de 480 a 650 nm., utilizando como blanco una suspen -
8ibén de 1.35 g de leche Difco en 9.4 ml de agua destilada de di-
lucliones: 2:5, 1:5 6 1:10 dependiendo de la concentracidn de cé-
lulas.

2.8~ Seleccidén de Cepas gensibles a paromomicing.

La naturaleza extracromosémica que confiere resistencia a
paromomicina se ha descrito en levaduras "petite-positivas” como
Sgcchgromyceg cerevisige, no asf en Rluyveromyces lactis.

Se sabe que la paromomicina es un anttbibtico que lnhibe la
sf{ntesis de protefnas en bacterias y la sf{ntesis de protefnas mi
tocondriales en S, cerevisigg.

Con el f{n de selecclonar cepas sensibles a paromomicina en las
que fuera factible la i{nduccién de mutantes resistentes a este
antibtbético, las diferentes cepas se replicgron en medlo comple-
to (YPAD e YPAG) y en YPAG con mmortiguador de fosfatos adiciona
do de concentraclones variables de droga, y se itncubo durante
cuatro dfas a 30°C. D¢ las placas se atslaron las colontas que
habiendo desarrollado en medios sin antibiéticos, manifestaron

mayor dificultad de crecimiento en presencia de la droga.

3~ Indyccidn, gisigmiento y purfficacién dg mutantes reststentes
g _pgromomicing.

3.1~ Mutantes espontfnegs- a partir de cultivos frescos de las

cepas senstbles al antibibtico se lnocularon 107 células en pla-

cas de YPAG contentiendo 4 mg/ml de paromomicina, concentracién
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en la que todas las cepas probadas no manifestaron crecimiento.
Las placas sembradas se tncubaron hasta la aparicidn de crecti =
miento, las colonias obtenidas se purificaron y se comprobdé la
resistencia sembrando las colontas en medios completos y en me-
dtos YPAG+PAR 4 mg/ml,

3.2~ Mutgnteg inducidgs- Existen diversos mutdgenos que Inducen
la formacién de mutantes extracromosémicas en un porcentaje muy
alto, tal como las sales de Hntt 9), esto nos llevé a emplearlas
para tratar de obtener mutantes extracromosémicas resistentes a
paromomicina. El experimento se i{nicié con un nimero aproximado
de 106 células/ml las que fueron sembradas en medto YPAD con di-
ferentes concentraciones de Hn012 Y Hn804 y se incubaron a 30°c
con agttacién durante 48 y 72 hrs.

Para la seleccién de mutantes resistentes se usé medio YPAG
+PAR 4 mg/ml. Las mutantes se purificaron y su resistencia se
comprobé de acuerdo a lo descrito para las mutantes esponténeas.

Se lleuvé a cabo una segunda mutagénesis empleando las mis -
mas cepas pero, ampliando el raﬁgo de concentractones de HnC12 Yy
Hn304 y con reduccién en el tiempo de exposicién a 24 y 48 hrs.
en presencla de amortiguador de fosfatos. La seleccién de las mu
tantes resistentes en este caso 8e efectud sobre YPAG+PAR 4 mg/ml
e YPAG+PAR 2 mg/ml.

Se sabe que la presencia de vartas mutacliones citopl@smicas
de resistencta en una cepa, favorecen la tnduccién de una muta -
cién més, razén por la cudl se usé la cepa ¥n9b ER o que lleva
los factores de resistencia a eritromicina y a ol tgomicina para
tratar de obtener mutantes de resistencia a paromomicina de natu

raleza extracromosémica; se usaron las mismas concentraciones de




MnCl2 Y Hn804 y los mismos tiempos de tratamiento,

4= Cargecterizgcidn genéticqg de¢ lgs mutantes aislgdas-

Para caracterizar genéticamente las mutantes aisladas inde-
pendientemente del método que se empled para su obtencidén, la ce
pa mutante se cruzé con una cepa silvestire de sexo contrario y
requerimientos auxotréficos complementarios, sensible al antibié
tico empleando el método de la cruza en masa en medlo de ME:

La incubacién se efectusé a 30°C hasta observar por microscopfa
la presencia de cigotos, los que se sometlieron a esporulacién y
anilisis de tetradas.

4e1- Andlisits genético dg lag mutgntegs gislgdgs-

Tanto las mutantes alsladas en forma esponténea como las in
ductdas con manganeso se caracterlzaron genéticamente siguiendo
dos criterios:

a)- Segregacién de la resistencia en diploides durante
la mitosis.

b)- Segregacién de la resistencia durante la melostis,
empleando el procedimiento de anflisis de te
tradas. |

a)- Segregacién de la resistencia en diploides durante la
mitosis, Se observéd una aparente segregacién mitética de la re-
slstencia en diploides, lo que parecfa indicar la presencia de
factores extracromosémicos responsables de la resistencla a paro
momicina. Para comprobarlo se lleuvd a cabo el anélisis de los
productos de la melosis, seleccionando diploides con fenotipo PR
(resistentes) y P° (sensibles).

b)- Con este fi{n se empleo el anélisis de tetradas, para lo




cual las ascas fueron tratadas enzimaticamente con @-glucuront-
dasa del caracol de jardfn Helix sp solucidn al 50% (laborato -
rios Sigma) en proporcién 3:1 a temperaiura amblente y durante
15 minutos,

La diseccién de las tetradas para separar los productos de
la meiosis se llevd a cabo microscépicamente JO) con el uso de
un micromanipulador Leitz. El contenido de cada tetrada fué colo
cado sobre medio YPAD para su germinacién y posteriormente fue-
ron probados sobre medios completos y medios conteniendo el anti

bi6ético para determinar las caracter{sticas hereditarias.
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RESULTADOS
1- Contentdo de citocromos.

En las figuras 4 y 5 observamos los espectros de absorcién
de las cepas WH27 y D311-34 cuando no estén afectados por algin
itnhibidor especiffco de la sfntesis de protefna  mitocondrial,
apareciendo los tres picos en las longitudes de onda caracterf{s-
ticas para cada uno.

Con glucosa en el medio de cultivo, los clitocromos a+ay y b es-
tén disminuidos no asf{ el ctitocromo c; mientras que en el medio
conteniendo glicerol ambos estén presentes en la proporcién espe
rada.

En presencia de inhibldores (figuras 6 y #) como cloranfent
col y paromomicina en medios adicionados con glucosa, los cito -
cromos ata, Yy b estén totalmente ausentes en S. cerevisige
(D311-34).

En el caso de K. lgctis el cloranfenicol en medios con glucosa *
inhibe también la sf{ntesis de cltocromos ata3 y b pero en el ce-
so de paromomicina en el medio de glucose con amortiguador no se
observa inhibictén. (Tebla 1). (Posteriormente se vié que esto
se debib a le aparicién de mutantes resistentes).

Para este estudio se usé la cepa WM27? debido a que es menes sen-

sitble a la peromomicina que la cepa WN37,
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T ABLA

CEPA YPD * YPD+ANORTI- YPD+ANORT I~ YPD+CAP, YPD+ANORTI~ YPG
GUADOR. GUADOR+PAR. GUADOR+CAP.
wH2p  (2.6x10%)%  (2,78x105) (1.42x10%) (1.88x10%)  (1.34x10%)  (2.99x10%)
Cltocromo c ++ + ++ e e -+
n b + + + o o +
" etey + + + o o ++
D311-34 (1.22¢10°) (0.86x10%) (0.61x10%) (1.13210%)  (1.25210%)  (1.04x10%)
Citocromo c + + ++ ++ ’ +*
! b . + + 0 0 0 +
" atey + + 0 o} o} +

Estudio comparativo de los citocromos en la cepa "petite negative WN27
(Kluyveromyces lacti{s) v la cepa "petite positive D311-3A (Sggochepomuces cerevisige).
* Entre peréntesis se da el nimero de células/ml empleadas en la determinacién de los

espectros,
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2¢8 =~ Seleccibén de cepas sensibles a paromomlicina.

En la stguiente tabla podemos observar la sensibilidad de -

diferentes cepas de Kluyveromyces lactis al antibiético, la con-

centracién que inhiblé totalmente el crecimiento de las células-

fué de 4mg/ml y éstd, salvo en raras ocasiones, se utilizé para-

todos los estudios. Entre las cepas més senslbles estd WM3? que-

no crece ain en concentraciones m&s bajas de 0.5 mg/ml, esta ce-

pa fue eleglda para obtener mutantes resistentes asf como la ce-

pa W600B que tiene factor de compatibilidad complementario.

T ABLA 2

CEPA YPAD YPAG  SULFATO DE PAROMOMICINA (mg/ml)
0.5 1.0 2.0 4.0 4,0+4HORTIGUADOR  FENOTIFO
DE FOSFATOS.
WM37 ++ ++ -0 -0 -0 0 -0 a,hisl.
KA5-118B ++ ++ + + 0 0 -0 *, ade,
M2z ++ ++ + + - 0 + x,lis,
w6008 ++ + + + 0] 0] -0 .c,adel,adce,
leu1

K9 ++ ++ + + 0 -0 o¢,met
KAS5-4C ++ ++ -0 -0 0} -0 a,ade .




No se obtuvteron mutantes esponténeas resistentes a paromo-
micina de la cepa WH37, solo se logré el alslamiento de cuatro
mutantes a partir de la cepa W6008,

Por lo que respecta a la Ilnduccién de mutantes resistentes
a paromomicina no fué posible obtenerlas de la cepa WM37, cuando
se efectud la mutagenésis a 48 y 72 horas, por lo que se redujo
el tiempo de exposicién y se adiciond ura concentracién mayor,
apareciendo colonias mutantes cuando se aislaron sobre el medio
conteniendo paromomicina en concentracliones menores, principal -
mente a las 24 horas de tratamiento. Ademds conforme se incremen
ta la concentracién del ggente mutagénico se reduce notablemente
la aparicitén de colontas.

Por el contrario, para la cepa W6008 el niumero fue aprecia-
ble sobre todo en concentraclones bajas de los mutdgenos, espe-
cialmente en el medio YPADG.

La mutagénesis con la cepa ¥n9b ER of 416 un nimero de colo
nias resistentes a paromomicina elevado pero menor en relacién
al obtenido cuando se trabafa con la cepa W600B (Tablas 3,4 y 5).

De los resultados se deduce que la cepa WH37 resulté ser
mas afectada por ambos mut&genos, a&kn en concentraciones peque-
flas. S6lo en la segunda mutagenésis usando el amortiguador de
Josfatos se pudieron obtener algunas colonias mutantes resisten-
tes a paromomicina, pero se observé que el amortiguador dié lu-
gar a la precipitacién de las sales, con lo que la concentracidn
efectiva del manganeso en el medio descendlid,

Con W600B se tuvo crecimiento aun en concentraciones mayores de

los agentes mutagénicos en ambas condictiones de cultivo,
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La presencia de las mutaciones extracromosémicas en la cepa
tratada no parecié influenciar la induccién de resistencla a pa-
romomlic inae.

En la tabla 6 se presentan los resultados del andlistis de
los diplolides obtenidos en los diferentes tratamientos, observan
do patrones de segregacidén de O:4, 1:3 y 2:2 de resistencla con-
tra sensibilidad en la mayorfa de las tetradas analizadas. Esto
se puede explicar por la existencla de més de un gene responsa -
ble de la mutacién que conflere resistencia a paromomicina. J14)
En caso de tratarse de una mutacién extracromosémica, se espera-
rfa una segregacién meibtica 4:0 6 O:4 de la resistencia contra
la sensibilidad.

Para los requerimientos auxotréficos la segregacién fué
2:2, es declir de tipo Mendeliano como se esperarfa de una muta -
cidén nuclear.

Con el prop6sito de comprobar la naturaleza nuclear de la
mutacién se eligié al azar una segregante (KG49-4A) para efec -
tuar una retrocruza seguida de anélists de tetradas. (TABLA 7).
Nuevamente la segregacién obtenida, parece indicar la participa-
cién de varios genes nucleares. _

El interés para la obtencidn de mutantes resistentes a paro
momicina de naturaleza extracromosémica especiff{camente de tipo
mitocondrial, es tener un marcador mfs del DNA mitocondrial que
Sfavorezca su mapeo y conocer el comportamiento de esta levadura
frente a dicho antibidtico cuyo blanco de accién es la subunidad

ribosémica pequeria, sobre todo ahora qu? se ha demostrqdo que

los genes mitocondriales que codifican para las subunidades ribo




somales estén juntos en Kluyveromyces lgctis (12,18) a diferen=
cia de lo que sucede en Sgcchgromyces cerevisiae.

Estos resultados sélo aportan una pequefia informacién sobre
esta levadure, se necesitan estudios mis extensos los cuales que

dan para trabajos posteriores.
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TABLA 3

»

Obtencidn de muiantes resigtentes g pgromomicing empleando MnCl? Y Mn§04 como mutdgenos.
CEPA Concentracidn _de: N9 de céluylas Mutant isla :
4nCi, #ns0, sembradas en: YPAG+PAR(4mg/ml) YPADG+PAR(4mg/ml)
(md) (mM) MnCl ., ¥nso, NnC1, MnsSo MnCl, unsg,t
Res dos a lgs 48 hrs, de tratamiento.
WH37:a,hts P> 5 5 2.310°  1.8x10 0 0 0 0
10 10 6.2%1 o) - 0 -
15 15 — o) - 0 -
0 0 1.13c10° 0 - o -
W600B joc, ade ;,ade,y 5 5 6.0x 102 5.6x107 530 824 860 1024
leul. . 10 10 5.0:105 1 o] o]
15 15 1.25x10 — o) 0 o) 0
0 0 b3x10° 1 0 2 0
Resultados a l 2 8, de iento.
WH37:a,hts ,P°. 5 5 1.0x105 1.0x1o§ 0 0 0 0
10 10 2.52107 0 0 -
15 15 2.0x10°  9.4x10” 0 0 0 0
0 0 2.8x10% 0 0 -
W600B:oc,ade ,ade,y 5 5 2.5x107 1.4:10‘: 276 368 215 220
leuy,P”. 10 10 4.04x10 14 1 o) 0
15 15 o) 1 o) 0
o) o) 0 - 0 -
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TABLA 4

Segunda mytagénesia con HnCl? y NnSO4 para la obtencidén de mutantes resigtentes a

omicing, y en presgncia de gmortiquador de fosfatos.

CEPA

Concentracidn de : Ne L dutanties gialadaa:
anla I‘!nSO4 sembradas em: YPAG+PAR(4mg/ml) YPAG+PAR(2mg/ml)
) e Mncl,  Anso, AnCi,  MpSQ, MaClL,  MnSQ,
Resultgdog q lqs 24 hrs, de trgtgmiento.
. P 8 8
WH37:a,hts P>, 10 10 2.6x10° 11.0x10 0 0 0 0
15 15 8.0x10% s5.8x10% 0 0 1 0
20 20 7.0xzog 5.2x10% 0 0 2 12
0 0 6.9x10 0 2 -
W600B :, ade ,, ade 5, 10 10 5.0x10% 6. 1x10° 75 74 - -
Leu,, P 15 15 4o4x105 5.00107 100 78 - -
20 20 3.8¢10° 2.2x10° 25 186 175 250
0 0 6. 7x10° 153 - 160 -
Res [oX:] 1 8 hrs. de tr m .
15 15 1.1x10°  1.4x10° 0 0 0 0
20 20 . 1.8x10° 0 0 2 0
0 0 2.1x10 0 - 0 0
W600B ioc, ade ,, ade 10 10 5.7x10% 3.3x1o&g 1 12 2 31
teu P> 15 15 3.7x10° 7.4x10 4 2 87 71
20 20 2,2x 108 56 100 130 763
0 0 8.4x10° 6 - 130 -
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TABLA 5

Obtencidn de muigntes reosi{sientes a pgromomicing q partir de ung cepa portadorg de -
dos mutaciones mitocondrigles, empleando MnCl. y ¥nSO, cpmo mutdgenos,
CEPRA Concentractén de : N® dg¢ célulgs Mutantes giglgdag:
MnCy, Hn504 sembradas en: : YPAG+PAR(4mg/ml)
(m) (mi) #nCl, ¥nso, #nCl, ¥nSo,
Resyltado as 24 hrs @ tragtgmiento.
”“9b*“’l‘31’sf9°§72 5 5 1.6x10%  1.9x10° 8 8
10 10 2.2x107  1.6x107 6 15
15 15 4.3x10°  5.4x10° 5 36
0 0 2.2x108 0 -
Resu dos a las 48 S, de t amtiento.
5 5 1.0x108  2.2x10% 12 2
10 10 6.5¢10°  4.3x107 20 10
15 15 1.8¢10  1.3x107 24 2
0 ) 2.4x10° 0 -
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TABLA 6

Andlists de tetradas de las mutantes reatstentes g pgromom{ci{ng.
CRUZA Tratamtento Diploide Segregacidn mei{dticg dg ¢
Rgsistencia g pargmomi{cing Requerimientoa

4mg/ml 4 mo/misAmortioua aquxdtrofices. —

KP-JD:a,adGJ,adag, Esponténea KF2? OR:45 (9)% OR: 4S8 (9) 4:0 (1)
teu,,P . 1R:35 (3) 1R:38 (3) ade 3:1 (5)
2:2 (6)
WN371a,hts P, leu 2:2 (12)
hts 2:2 (12)
KP-/,C:a(,adoJ,adcg, Esponténea KFp8 OR:45 (?) 4:0 (2)
teuy, P, 1R:38 (3) ade 3:1 (?)
2:2 (1)
wn37:a,ntai,P5. teu 2:2 (10)
his 2:2 (10)
KP-?A;oc,adel,adae, Esponténea KF86 OR:4S (5) OR:4S (1) 4:0 (2)
. touy,Pae 2R:28 (2) ade 3:1 (1)
R:38 (&) 2:2 (2)
WN37:a,hta,, P, 1
37:a,htay, leu 2:2 (5)
his 2:2 (5)
KL:~8210t, ade 4, 0d@ 5 HnSOI‘ 5 mN KG@33 (PR) ORt4S (5) 4:0 (1)
teu,,Pg, 48 hrs, 2R:25 (1) cade 3¢1 (1)
x 1R: 38 (4) 2:2 (8)
leu 2:2 (10)
KA9—11C.a,hisz,lisl, nts 212 (10)
‘ 1ts 2:2 (10)
KL-107:of,ade ,ade,, NnSO, 5 mN ka3 (%) oR:us (3) 4:0 (1)
teu;,P o0 48 hrs, 1R:3S (2) ade 3:1 (3)
X 2:2 (1)
KA9-11C:a,hts,, L8 s teu 2:2 (5)
A his 212 (5)
1ts 2:2 (5)
KL-51:(,ade ,ade,,  MnSO, 5 mN xa35 (P?) oR:us (3) 4:0 (1)
P 72 hra. 1R: 35 (2) ade 3:1 (3)
o leu, P .




cie (1)
x lou 212 (5)
KA9-11C:a,hta,,lta,, hts 2:2 (5)
~. tta 2:2 (5)
KL-31:d,ade j,ade,,  HnCl, 20 mA XG4, 7 2R:125 (3) 4:0 (4)
touy, Py . 48 hrs, 1R:35 (2) ade 3:1 (1)
teu 2:2 (5)
“9_13,,.,0,”81.,,5. tta 2:2 (5)
KL-18:x,ade ,ade 5 o KG4a 2R:25 (4) 3:1 (3)
leu,,F g 48 hrs. 1R:35 (1) ade 2:2 (2)
X teu 2:2 (5)
KA9-13D:a,l1s,,F°, hts 2:2 (5)
KL-20:0c,ade ;,ade ,, o KG49 2R:28 (4) 4:0 (1)
teuy,Pone 48 hrs. 1R:38 (1) ade 3:1 (2)
2:2 (2)
KA9-13D:a,tts ,F°. leu 2:2 (5)
tts 2:2 (5)
An9b-1uyL Lay, MnCl, 5 X kG59 ¥ ORusS (2) arg 2:2 (7)
xr’}goe?e. 24 hrs, 1R:35 (5) s 2:2 (7)
106-E%1a,arg,”°. kasg AR OR:4S (4) arg 2:2 (?7)
1R:35 (3) its 212 (?) X
Hn9b-12aur,ll,aal, HnSO,' 5 aN KaGe2 A OR:4S (6) arg 2:2 (?)
19 92008 24 hrs. 1R:35 (1) 1ts 2:2 (?) ‘
X
S S kGe2 A1 OR:4S (1) arg 2:2 (7)
106-£":a,arg,F". 2R:2S (1) tta 2:2 (?)
1R:38 (5)
An9b-21:e, 18, wnCl, 5 mN xGes F° OR:4S (5) arg 212 (7)
o 2R:2S. (1) tts 2:2 (7)
. -hrs.
x19 272 48 hra 1R:35 (1)
106-5%:0,arg,”. kass A~ OR:4S (6) arg 2:2 (?)
1R: 38 (1) lts 2:2 (7)
|
‘\ ‘




TABLA 7

RETROCRUZA

Andlisls de tetradas.

CRUZA DIPLOIDE SEGREGACION MEIQTICA DE:
Resistencla g paromomicina  Reguer(mientos
4 mg/ml guxdirofricog.
KG49-1,A:oc,adel,leu1, KGa58 (PR) OR:4S (3) ade 2:2 (7)
. 1R:3S (4) leu 2:2 (7)
X

KA9-13D:a,lts ,P°. xkass (F°) OR:4S (5) ade 2:2 (7)
1R;3S (2) leu 2:2 (7)
1ts 2:2 (7)
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