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1 . INTRODUCC ION 

Desde las primeras investigaciones sobre la obtención de e

nergía a partir de glucosa , se creyó que habia dos maneras median 

te las cuales podía metabolizarse la glucosa para proporcionar e

nergía en las células heterótrofas: una anaerobia, denominada ahQ 

ra en general glucólisis, que per mitía que la glucosa se metabol! 

zara en ausencia de oxigeno, y otra aerobia, en la cual se utili

.zaba oxigeno y producía mucha más energía que la anaerobia. Con

forme se aprendía más se puso de manifiesto que aunque existen cé 

lulas con ambas rutas catabólicas, no hay alternativas colatera

les como se creyó al principio; más bien las dos vias están arre

gladas en serie, y la anaerobia precede a la aerobia. Ahora se a 

cepta que todos los organismos heterótrofos obtienen fundamental

me.nte su energía de las reacciones ~de óxido- reducción; es decir , 

aquellas en las que los electrones son transferidos desde un com

puesto, el donador electrónico, o agente reductor, a un aceptor ~ 

lectrónico, el agente oxidante. Los organismos aeróbicos obtie

nen la mayor parte de su energía de la respiración, que se define 

~ono la oxidación de los combustibles orgánicos por el oxigeno IDQ 

lecular; el oxigeno actua, por tanto, como el aceptor electrónico 

final en la respiración. Los heterótrofos anaeróbicos obtiener. 

también la mayor parte de su energía de las reacciones de óxido

reducción, pero en este case , en el prcceso ce fermentación , l os 

electrones pasan desde un intermediario orgánico producido en la 

jegradación del azúcar, el donador electrónico, hasta otro inter

nediario orgánico, que actúa como aceptor electrónico. En lospr_s> 

::esos de fermentación anaeróbica, sin embargc, no se produce una 
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oxidaci6n total del combustible (19). 

Los organismos anaer6bicos facultativos, por otra parte, pu~ 

den vivir bien, tanto en ausencia como en presencia de oxigeno. 

Cuando viven anaer6bicamente, obtienen energia de un proceso de 

fermentaci6n. Cuando lo hacen aerObicamente, degradan su combus

tible de igual modo mediante la ruta anaer6bica, pero después oxi 

dan los productos de aquel la a expensas del oxigeno molecular. 

La capacidad de oxidaci6n de las sustancias nutritivas, no es 

un atributo único del citoplasma; más bien es una funci6n delegada 

a los organelos membranosos denominados mitocondrias. Se sabe ac 

tualmente que las mitocondrias, presentes en todas las c~lulas eu 

cari6ticas aer6bicas, son .los centros donde se verifican; entre ~ 

tras, las reacciones del ciclo de los ácidos tricarboxilicos, del 

transporte electr6nico y de la fosforilaci6n oxidativa. Poseen u 

na membrana externa lisa y otra interna con invaginaciones que f~r 

man pliegues llamados crestas, y una matriz interior rica en pro

te1na. Ambas membranas difieren en composici6n quimica , permeabi 

lidad y contenido enzimático. Las enzimas del transporte electr~ 

nico y de la fosforilaci6n oxidativa se hallan localizadas en la 

membrana interna, mientras que las del cicle Je los ácidos tricar 

boxilicos se hallan en gran parte, en la matriz (17) . Se sabe tam 

bién, que las mitocondrias contienen DNA, RNA ribosomal y RNAs de 

transferencia que son un poco distintos a los encontrados en el ci 

toplasma, de aquí que las mitocondrias posean medios para tener un 

grado considerable de existencia independiente. 

Un tema de gran interés al respecto lo constituye l a identi

dad de las proteínas sintetizadas por las mitocondrias, pues se 

dispone de muchos datos reveladores de que la gran mayoría de las 

enzimas y proteínas mitocor.driales son especificadas por los ge

nes de l os' cromosomas nucleares, y sintetizadas en los ribosomas 
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extramitocondriales. El DNA de las mitocondrias codifica al rRNA 

mitocondrial y a sus RNAs de transferencia, dejando sol o a una p~ 

queña cantidad de DNA mitocor.drial la funci6n de codificar para 

alg1Ulas proteínas. Se sabe que el DNA de las mitocondrias lleva 

la informaci6n para la sintesis de una o dos subunidades de la 

ATPasa, de tres subunidades del citocromo aa3 y de una subunidad 

del citocromo b (31). 

Dado que las células de levadura son anaer6bicas facultati

vas y pueden vivir fácilmente dependiendo solo de la fermentaci6n 

si sus mitocondrias son defectuosas , la biosintesis y la asocia

ci6n de determinados componentes mitocondriales pueden ser estu

diadas en mutantes de células de levadura en los que una u otra 

proteína mitocondrial especifica sea defectuosa. De este modo E 

phrussi en 1949 descubri6 la herencia citoplásmica en mutantes 

"petite" de levadura (lesi6n ple1otr6pica a nivel de DNA mitocon 

drial que provoca una deficiencia respiratoria), lo cual marc6 

el inicio de un periodo, en donde el DNA mitocondrial ha sido ob 

jeto de numerosas investigaciones. Durante los años subsiguien

tes al descubrimiento de Ephrussi , las mutantes respiratorio-de

ficientes de levadura y Neurospora fueron caracterizadas genéti

camente y hasta cierto grado bioqu1micamente; por otra parte , R~ 

zet en Francia y Jinks en Inglaterra, traba j ando con Podospora y 

Aspergillus respectivair.ente, descubrieron una variedad de nuevas 

formas de herencia citoplásmica. Desafortunadamente, el exce1e~ 

te análisis genético llevado a cabo por estos investigadores no 

estuvo acompañado de observaciones bioquimicas; as1 pues , en la 

mayor parte , continuamos ignorantes hoy en dia de la naturaleza 

de los elementos genéticos citoplásmicos involucrados, aún cuan

do trabajos recientes sugieren que se deben a alteraciones en el 

DNA mitocondrial (16). 

El DNA mitocondrial, sin embargo, es pequeño y solo puede ~ 
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lojar genes para un número limitado de proteínas . El citocromo 

b, la citocromo oxidasa y la adenosín trifosfatasa sensible a o

ligomicina, fueron desde un principio considerados como posibles 

candidatos de proteínas codificadas intramitocondrialmente. Se 

comprob6 así que la causa de la deficiencia respiratoria, en mu

tantes de hongos , debida a la pérdida de PStas enzimas, era her~ 

dada mitocondrialmente (31) . Así pues, las mutantes respirato~ · 

río-deficientes ya sea, por una alteraci6n a nivel de DNA nucle

ar o mitocondrial, pueden ser utilizadas eficazmente como herra

mienta en la dilucidaci6n de los elementos genéticos involucra

dos en la síntesis de proteí nas de origen bigen6mico . 

El objetivo de este trabajo de tesis es caracterizar bioquf 

micamente dos mutantes nucleares respiratorio-deficientes, aisl~ 

das de l a levadura Kluyveromyces lactis por mutagénesis con N-m~ 

til-N'-nitro-N- nitroso guanidina (MNNG) con el fin de establecer 

su grado de lesión. 

2 . GENERALIDADES: 

2 . 1. Kluyveromyces lactis COMO SISTEMA MODELO DE ESTUDIO : 

El esfuerzo intenso que se ha dedicado al estudio de todos 

l os aspectos , tanto genéticos como metabólicos del procarionte 

Escherichi coli , es una de las principales razones del progreso 

tan rápido en las últimas décadas , de l a biología molecular. Ac 

tualmente se presta una atención semejante a uno o más tipos de 

células eucari6ticas , principalmente a los más simples como la 

levadura . .. Hay varias razones que dictaminan este enfoque , sien

do una de ellas, que estos organismos contienen ciertamente mu-
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cho menos DNA que las células humanas, y al escalar filogenética

mente desde ~- coli hasta levaduras o Aspergillus solo se advier

te un relativo pequeño incremento en la complejidad genética (30~ 

Una segunda raz6n, y tal vez la más importante, es la facilidad 

con la que se puede aplicar el análisis genético detallado en le

vaduras. Asi pues, l · lactis puede ser manejada genéticamente con 

las técnicas establecidas para Saccharomyces cerevisiae , ya que 

tienen sistemas de compatibilidad similares. 

Una diferencia importante entre estos dos organismos radica 

en la dificultad de obtener mutantes mitocondriales "petite" (de

nominada asi, por el tamaño reducido de las colonias que origina 

en medio completo con glucosa) a partir de K. lactis por lo que 

se ha catalogado como "petite-negativa" . Este caracter es atribu 

ido a que la mitocondria probablemente codifica para una funci6n 

absolutamente indispensable en este tipo de levaduras, dado que 

Bulder (1963) sugiri6 que estas especies de levadura no forman mu 

tantes "petite" viables y que la pérdida del DNA mitocondrial re

sulta letal (1). 

Una de las levaduras "petite-negativa" más estudiada en rela 

ci6n al DNA mitocondrial ha sido l· lactis, ya que es un organis

mo unicelUlar con un ciclo vital breve que comprende estadíos ha

ploide y diploide con una etapa de conjugaci6n en la que dos cél~ 

las de sexo opuesto: a yoc: , se fucionan para dar un cigoto, a pa~ 

tir del cual emergen cuatro ascosporas, las cuales se pueden ais

lar fácilmente y mantenerse en su estado haploide (Figura 1. ). 

Por estas y otras caracteristicas, Kluyveromyces lactis ha 

demostrado ser una herramienta muy útil en e l estudio de la biog! 

nesis de proteinas mitocondriales y del DNA mitocondrial . 
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2.2. CLASIFICACION DE LAS MUTANTES RESPIRATORIO-DEFICIENTES: 

Las mutantes "petite" de levadura poseen u.na velocidad de C!_e 

cimiento disminuida, debido a la ausencia de diversas enzimas re~ 

piratorias esenciales y pigmentos asociados a la transferencia de 

electrones, incluyendo el sistema succinato oxidasa, el sistema 

citocrorr:o oxidasa (asociado con los citocromos a y a3 ) y el cito

crcmo b . Las células "petite" poseen nitocondrias con distintas 

clases de anoI'malidad dependiendo de la mutante, se ha visto tam

bién , que el DNA mitocondrial en estas mut antes estA ausente o con 

siderablemente alterado (15). 

El anAlisis de tétradas procedentes de cruzas de las cepas 

"petite" con l a silvestre, revela tres clases de comportamiento 

genético (15) , El primer tipo, que presentan las llamadas "peti

te segregacionales" , estA caracterizado por la formaci6n de u.n di 

ploide respiratorio-competente, que da después de la meiosis u.na 

segregaci6n de mutantes contra silvestre de 2:2 en cada tétrada 

(Figura 2.). El comportamiento que muestran estas cepas "p~tite" 

es debido a una mutaci6n en cualquiera de 9 genes cromos6micos. 

Los otros dos tipos llamados "neutral " y 11 s·· ;:iresor", muestran he

rencia extranuclear (26). 

En el caso de "petite neutrales" , l os diploides formados en 

la cruza con. la silvestre, son nuevamente respiratori o-competen

tes, pero los productos de la meiosis son exclusivamente ascospo

ras respiratorio- competentes y el caracter "petite" no reaparece 

(excepto con la frecuencia de mutaci6n espontAnea usual), tanto 

durante la propagaci6n vegetativa como después de generaciones 

sexuales. Tal co~portamiento indica una alteración genética ex

tracromos6mica (15) , y en la actualidad se sabe que las "petite -

neutrales'' son aquellas que casi no tienen mtDNA. 

En la mutaci6n "petite supresora", los cigotos procedentes 
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de la crvza con la cepa silvestr-e, puede originar , dependiendo del 

nivel de supresivi.dad de la mutaci6n , una progenie de tipo "peti

te" o una mezcla de células "petite" y normales , esto se debe a 

que pueden existir cigotos respiratorio-competentes y del tipo·~~ 

tite" , los primeros originarán diploides que espor1.1.lan segregando 

e l caracter mutante 0:4 , mientras que los segundos pueden produ

cir esporas "petite" con segregación 4 :0 (16). 

TABLA 1, NOMENCLATURA Y HERENCIA DE LAS DIFERENTES 

MUTANTES "PETITE". 

GENOTI PO 

NUCLEAR MITOCONDRIAL mtDNA HERENCIA 

SILVESTRE: PET €>+ Normal 

PETITE VEGETATIVA : 

NEUTRAL PET ~o Ausente No Mendel iana 

SUPRESORA PE'I ~- Alterado No Mendeliana 

PETITE SEGREGACIONAL: pet ()+ Normal · Mendeliana 

DOBLE MUTANTE : pet eº o ~ Ausente o 
alterado 

La obtención de mutantes respiratorio-deficientes con geno

tipos y fenotipos distintos, condujo a la necesidad de clasifi

carlas , valiendose del término rho (~), _ originalmente designado 

para representar el factor sitopl~smico requerido para la respi

r ación. Las células normales; es decir , las respiratorio-compe

tentes fue:i::on designadas p+, las "petite vegetativas" ~-y las 

cepas "petite" , con un DNA mi tocondrial ausente, las cuales son 

siempre neutrales, fueron designadas eo por Linnane y colaborado 
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res. Todas las demás mutantes con un DNA mitocondrial normal (e+) 
pero con un fenotipo "petite" fueron denominadas "pet" (mutantes 

"petite" de origen nuclear)(16). 

2.3 . ESTUDIO DE CITOCROMOS EN MUTANTES DE LEVADURA: 

Mutantes, específicamente de levadura, han sido usadas am

pliamente en la investigación, no solo de la ruta biosintética 

sino también de la regulación diferencial de los citocrcmos(20~ 

Aparte de las mutantes que tienen lesiones bioquimicas es

.pec1ficas en la síntesis del anillo porfir1nico que afecta la ~e 

cuencia biosintética de todos los citocromos , han sido obtenidas 

otras mutantes con deficiencia o alteraciones en los componentes 

proteicos, o bien con una al teraci6n er. el sitio de: uni6r1 a la 

membrana mitocondrial (21) . 

Típicamente exister. mutantes respiratorio- deficientes de 

levadura, alteradas en los cit ocromos aa3, by aún en el c 1 , -

sin cor.siderar si se trata de rr.utaciones citoplásmicas o nucle 

ares. Otras mutantes respiratorio- deficier.tes de levadura han 

sido r E>pc:rtadas r:on deficiencia en el citocromo a, pero no en 

los citocromos b y e, o bien con un decremento en el citocromo 

c, con una catidad normal de citocromos a y b (Sherman y Slo

nimski, 1964). No todas l as mutantes respiratorio-deficientes 

tienen un sistema de citocromos alterado (20). Una mutante en 

fosforilación oxidativa puede tener un espectro de citocromos 

normal cuando se crece en medio completo con glucosa como fuen 

te de carbono, pero en medio m1nimo, el citocromo aa3 por eje~ 

plo, está relativamente disminuido, no asi ~1 b o el c. La al 

teraci6r. en citocrcmos er. m1Atan1"E·5 respiratcr ~.C·-defici€·n1"€: s, 

puede ser la consecuencia de otra'.' defjciencias en l a cél1J.la. 

Una mutante puede tener v.na mit0ccndria abE'rranl:e , ce!'iciente 

tan te· en organización de la mErr.brana interna, coma i:;n l a U!liÓn 
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de las er.zimas de la cadena respiratoria a la membrana mitocon-- · 

drial (20) . 

En levadura, algur-as mutaciones sencillas en genes r.ucleares 

causan desaparici6n del pico de absorci6n del citocromo b y aa3 ~ 

compañadas por otras de.fi ciencias mitocondriales . Hace algunos 

afios , Sherman y Slonimski reportaron la existencia de mutantes ero 

mos6micas respiratorio-deficientes en Saccharomyce~ cerevisiae· 

con múltiples deficiencias en citocromos. Subik y colaboradores 

describiercm una mutante nuclear deficiente en los ci tocromos b y 

aa3 en adici6n a la pérdida de la sensibilidad a la oligomicina 

de su ATPasa mitocondrial. Ellos propusieron que estos efectos 

pleiotr6picos fueron el r@.sultado de una síntesis de proteínas mi 

tocondriales deficiente. Mutantes similares fueron reportadas en 

Sctizosaccharomyces pombe por Goffeau (1973) , quien también des

cribi6 otra clase de mutantes nucleares con deficiencia múltiple 

en citocror.ios, acompañadas por una pérdida total de la actividad 

de la ATPasa mitocondrial. Una mutante de s. cerevisiae con alte - -
raciones similares, fue igualmente cescrita por Ebner y Schatz 

(1973) , quienes demostraron una sítesis proteica mit ocondrial f~ 

cional perc· anormal er. esta cepa respiratori -deficiente (21 ). 

Todas las mutantes nucleares pleiotr6picas respiratorio-def! 

cientes, han sido genéticamente analizadas, observá.ndose que son 

producidas por mutaciones en un solo gen. De este modo, tendrian 

que ser el resultado de i,;na modificaci6n primordial en el proceso 

central del control de la expresi6n de diversas prote inas de la -

membrana interna mitcconcrial . Las actividades modificadas en la 

mayoria de las mutantes nucleares pleiotr6picas respiratorio-def! 

cientes son los citocromos aa3 y b, asi corr.o l a ATPasa sensible a 

oligorr.icina, l o cual resulta part icularmente interesante, pues S<?!_l 

exactamente l as mismas actividades controladas por el DllºA mitocon 

drial (21). Ya que las proteinas ribosomales parecen estar codi

ficadas en su mayor~a por el núclec , la falta de alguna de estas 
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proteínas tendría que alterar forzosamente la s í ntesis de proteí

nas en la mitocondria. 

2 . 4. GENERALIDADES SOBRE CITOCP.ONOS: 

Los citccromos son definidos como "hemoproteir.as cuya princi 

pal función t:iol6gica es el transporte de elE'ctrcnE:s y/o hidróge

nos en virtuc de v..n cambio reve1·sible de valencia de su grvpo fe

rro-pcrfirina" (20). Algv..nas se hallan localizadas en la membra

na mi tocondrial interna , dende actúan seci1encia1mer0te p;;ra tran~

·portar los electrones originados en varios sistemas de deshidrog~ 

nasas, hasta el oxigeno mclecvlar. Otros citocromos se encuen-

tran en el retículo citoplásmico, en el que desempeñan un papel en 

las reaccior,es de hidroxilaci6n especializadas. Todos ellos exp~ 

rimentan cambios reversibles de valencia Fe(II) - Fe(III) durante 

sus ciclos catalHicos. Sus formas reducidas no puecen ser cxid~ 

das por el oxíger:o molecular, con excepción del citocrcmo termi

nal de la respiración mitocondrial, es decir, el citocromo a 3 o -

citocromo c oxidasa, que tarr.bi~n cor.tiene cobrf' íntimamente unido 

a ~l. En la m~mQrana interna de las mitoccndrias, cuya cadenzr~ 

piratoria se ha estudiado de modo más completo, se han identifica 

do, por lo menes, cinco citocrcmos: b, c1 , c, a y a3 (21 ). 

Actualmente mi;.chos bioquímicos sostienen que la p:rincipal.~ 

ción de los citocromos, es la transferencia de electrones hasta 

el oxíger:o mo!ecv.lar err Ja cadE:r.é. respiratoria, lo c i;a l está es 

trechamente relacionado con la conversi6l1 del ade1:c:~'Ín cifosfato 

(ADf·) más f 6sforo incrgánico a aden0sín trifosfato (ATP} en el 

proceso llamado fosf0r-:".1aci6n oxi<lativa (20)(Figura 3. ) . 
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FIG1JRA 3. Cadena respiratoria en ::U.tocondrias. Se muestran los puntos de entrada 

de electrones procedentes de varios sustratos, así coc:o los centros de 

inhibición del transporte electr6rJ.co y los centros probables de con

servación de la energía en forma de .A.7P (18; tomado parcialmente), 

. 2.4.1. Citocrcmo aa3 : 

La citocromo oxidasa juega una fv.nci6n fundamental en la vi

da aer6bica de l os organismos; el 90 3 de todo el oxigeno respir~ 

do actua como sustratc para esta en:z.ima. Se manifiesta como una 

me:z.cla de propiedades de diversas metalcprc>teinas, las cuales ti~ 

nen funciones tanto de transporte corr.o de 6xido-reducci6n. El es 

tv.dio de la biosintesis, estructura y modo de acci6n de este com

plejo enzimático es atractivo para la oioquimica , biofisica y ge

nética (?). 

La funci6n biol6gica f v.ndamental de la citocromo oxidasa es 

relativa a su capacidad de activar el oxigeno rr.olecular, el aceE 
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tor electr6nico terminal del metabolismo oxidativo (7). 

La enzi ma cataliza la reacci6r. : 

+ + 4Cit c2+ - + 4Cit c3+ 

Paso terminal en la serie de reacciones de 6xido-reducci6n 

involucrada en la respiraci6n celular para la sintesis de ATP . La 

enzima actua como acoplador entre el donador de un electr6n (cit. 

e) y el aceptor de 4 electrones (02 ) . 

La er.zima es ta."r.bién crucial en la producci6n de E-nergi a, 

siendo un sitio t r adicional de d.11tesis de ATP , como se oc serva 

en la figura 3. 

La citocr omo c oxidasa , es una proteina de membrana compv.es

ta de diversas subunidades. La proteí na purificada de eucariontes 

contiene 7 subunidades , con pesos ir.olecu1are-: s des de 5 000 hasta 

36 000 d. (20) . La secuencia de aminoácidos de las subunidades 

muestra que algur;as de las cader.as polipeptidicas están compues

tas por restos muy hidrc.f6bicos seguidos por secciones de polipéE 

tidos muy hidrofilicos . Pruebas quimicas mediante solventes esp~ 

c i ficos , mostraron que algunos de los polipéptidos mayores cruzan 

la bicapa de la membrana mitocondrial interna, más de una vez (7~ 

Las 3 subunidades mayores son codificadas por el DNA mitocon 

drial y las otras 4 por el DNA nuclear . El mecanismo de trar.spo~ 

te de las diferentes subunidades o svs precusores, y el ensamble 

de la oxidasa, está siendc estudiado . 

La funci6n de las s vt·u.ni<' a<les pequeñas en eucariontes es in

cierta, partict;larmente en vista de que se ha encor.trado que la 

c i tocromo oxidasa de Paracoccus der.itrificans , está con=r.ituida de 

so:l.<: dos s1:bt•ni<' a<les, análogas a las sv.bui1ic1ade~; I y II (36 y 23CXI: 

d . ) , sin embargo es posible que la s i:btmidaé! II J (21 COO e) se pi~· 

da di:rante la pri>¡-.ar-1ci6n (7). Se sabe que la c i t ocrorr.o cxidasa 
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cor.tiene 4 centres metálicos por mor.6rr.ero, dos ce los cuales son 

ferro-hemo y dos iones ele cobre, situados muy probablemente en 

las subunidades mayores (I y II)(7) . 

2.4.2. Citocromo b: 

El citccror.10 t. fue p\l.rificado por primera vez, en 1956, por 

Sekuzu y Okunuki, que encontraron que el mon6mero tiene un pesp 

rr.olecular que se aproxima a 28 ooo d. Igual que los citocrorr.os a 

y c1 (a diferencia del citocrorr.o c), presenta una fuerte tendencia 

a pol irnerizarse espontfuieamente y a .formar complejos estequiomé

tricos con la proteína "estrvctural" de Criddle ( 1962) (11 ) . 

La forma dimérica del citocrorno b, ccnsiste de dos polipépti 

dos de igual tamaño aproximadamente , cada uno de los C\lales con

tiene un protohemo. Este caracter dimérico del citocromo b, ha 

sido muy discutido , debidc a que en preparaciones purificadas so

lo es posible obtenerle en estados altamente polimerizados (31 ). 

La posible existencü <1e tres especies de citocromo b en mi

toccndria de eucariontes , ha sido sugerido por las diferencias ob 

servadas en la red~cibilidad de componentes con bandas de absor

ci6n en tres regicnes espectrales del ci tocrr1mo b reduc.:i'c'!o, con ~ 

na banda-oc de máxima absorci6r. en las r egiones de 558 , 562 y 566 

run. respectivamente , cuando se deterrr.ir.an a tenperatura ambiente 

(5 , 9 , 22). 

El citocrorr.o b t í pico reducido por succinato, fue identific~ 

do con el ¡:ico de ar.sorci6:'1 a 562 :r.m.; mi entras que las especies 

cor. picos de abscrci6n a 556 y 566 ron. (6 565 run,) son reducibles 

poi· =.ticcinato solo en p ·P.Sf.>ncia de ATP o de ar.t. i micina (1 o), por 

lo ~~e se concluy6 q~e el ATP tiene v~ efecto especifico en estos 

citocromos_ y se propuso que se les llamara bT (Transducci6n de e

nergia), distinguiéndose cel citocrorno b- 562 llamado b , el cual 
K 
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no est~ involucrado en las rf!acciones de ener sizaci 6n (27) . 

La función de estas dos formas del ci t ocrorr.o b , no está cl~.

ra tcdavia, aunque se ha postuli'lao que el citocromo bT funciona 

en el rr.eca:nisr.io de tr;'lrscli.:cción de la enE:roia durante: e l transpo!:_ 

te electrónico. Hanns Weiss en 1976 (31), sugien ' que la her.10-

proteina dirr:éri ca puede proporci<ina1· Jas bases rr.oleci;larE3 pa1·a -

las cos especi.es, funcionalmente difer~'1: te-s , de ci tocromo b. 

Ya que el citccromo b, representa ~l punto de cont acto entr~ 

l a cadena de citocr<:mcs y las distintas flavoprcteinas , 1os meca

de transferer.cia de energia en los que está implicado, son compl~ 

. jos y no han sido todavía completamente revelados (1 1 ). 

2 .4 . 3. Citocromo c: 

El citocromo e se ha distinguido desde el princi pio, debido 

a que es f~cilmente extraído por ácido e sal y por r esis tir la 

desnaturalización; por lo tanto muy pronto, hacia 1930 , pude ser 

purificado por Keil in; se cristalizó en 1955, y fue examinado en 

la forrr.a monorr.olecular por microscopia electrónica por Levin en 

1962 ( 20) . Este ci tocromo es una prc·teina rr.uy bási ca, de peso 1!!? 

l ecular relativamente bajo (aprcx. 13 000 d . ) que contiene un~ 

po herr.o ; probándose que l a oxidaciór. o reducci ón del ci t ocromc c 

da lugar a cambios en l a configuración tridimencional de l a molé 

cula (11) . 

En 1940, Yakushi j i y Okunuki encentraron que e l punt o rr.áxi 

mo de absorción del citocrcmo c a 550 nm . podía seporarse en dos 

componentes, uno de los cuales tenia su autént ice· punto máximo a 

553 nm. Esta observaci ón condujo al reconocimiento de un nuevo 

citocromo, normalmente llamado c1. Ambos t i pos de absorci6n se 

encuentran muy próximos entre si, sugi r i er.dc que los do$ t i enen 

semejanzas estru.ct1a ·ales (1 1 ). 
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Hoy en dia, la estructura del citocromo c de eucariontes y 

de algunos otros organismos, es una de las estructuras proteicas 

mejor conocidas, rivalidando con la hemcglobina en este aspecto, 

pero extendida a un campo biológico mucho más extenso, pues se ha 

empleac.o para estudj ar Ja cUver~encia evolutivá de diferentes es

pecies. El establecimiento de la secuencia aminoácida, la estruc 

tura primaria, ha llegado a ser un procedimiento de rutina en di

versos laboratorios. Por otro lado, el conocimiento de la estruc 

tura terciaria de algunos citocromos, puede ser rápidamente esta

blecida como es el caso de la mioglobina. 

2 , 5 . EL CIANURO COMO INHIBIDCR RESPIRATORIO: 

No obstante de que se han realizado muer.os trabajos sobre la 

inhibición con cianuro, nuestro conocimiento de estas reacciones , 

es más bien insatisfactorio. El cianuro no parece combinarse cor. 

a2+ o a3+, pero se combina con ambos a~+ y a~+. De este modo, el 

cianuro dismin~ye considerablemente la reducción de a~+ pero no 

de a 3+ . El efecto inicial del cianuro en el espectro férrico de 

aa3 es pequeño, lo cual fue cor.firmado por Camerino y King (1966~ 

quienes descubrieron vn cambio lento de la ~anda de Soret en incu 

bación con cianuro, siendo confirmado por Geyer y Lemberg, y con

siste en un corrimiento a una longitud de onda distinta, dando un 

máximo de absorción a 427 nm . Se ha sugerido que el ciani;.ro com

binadc solo con el hemo a, es disociable por medios físicos tales 

como diálisis, y que el corrimiento irreversible del máximo de ab 

sorci6n en la banda de Soret es debido a un componente no disocia 

ble del cianuro con algún otro sitio, probablemente el cobre (20~ 

Evidencias recientes afirman que el cobre es un s i tio de unión al 

ternativo; sin embargo esto aún no ha sido confirmado y existen 

numerosas-controversias al respecto. Por otra parte, se cree que 

los dos átomos de cobre de la citocromo oxidasa, que dan señales 
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de resonancia de esp1n e1ect.r6r.ico (7), catalizan la transferen

cia de electrones desde el hemo a3 al oxige~o. Asi pues, el ci~ 

nurc inhibe la recxidaci6n del citocromo a 3 reducido por el oxi

geno. 

2.6 . LA ANTIMICINA A, Y SU UNION AL CITOCROMO b : 

La antimicina A, fue primero identificada por Leben y Keit t 

como v.n fungicida producido pcr una especie de Streptomyces (4). 

Fue aislada en forma cristalina por Strong y colaboradores y por 

Nakayama (27) . 

El poder iru.ibitorio de la antimicina en la cadena respira

toria fue primero observado por Ahmad, ~ al. Posteriormente Pot 

ter y Reif mostraron su efecto, concluyendc que la antimicina A 

bloquea el paso de e l ectrcr.es. Esto fue confirmarle por Chance, 

quien encontr6 que en presencia de sustrato , aire y antimicina A, 

:1 citocrom b queda red~cidc, mientras q~e los citocrorr.cs c y aa 3 
permanecen oxidados . Más tarde, cuando fue establecida la fiai

·:ión del citocromo c1 en la cadena respiratoria, Keilin y Hartree 

(1955) localizaron el sitio de acción de la antimicina A más pre

:isair.ente entre los citocromcs by c1 (27) . La localización de 

la acción de la antimicina A, fue confirmada por estudios con la 

QH2-citocrorr.o e 6xido-reductasa aislaca (Complejo III) (22). Ries 

:~e mostr6 que la inhibici6n total de la act ividad enzimática del 

<::omplejo b-c1 se logra con una moléct>.la de antimicina A por i,na 

0ie citocromo c1 y dos moléculas de citocromo b (2) . 

La ar.timicina A es una rr.ezcla de por lo rr.enos c1Aatrc" compo

nentes de estructura estrecr.amer.te relacionada. Es poco soluble 

(?r. agua y usualmente se añade a las mi toccndrias o prparaciones 

nitocoridriales en soluciór. alcohólica , en la c ttal mve :;t1·a una ban 

da máxima de absorción a 320 r:.m . de 4. 8 m~c 1 cm- 1 , siendo usado e~ 

1:e coeficient·é de extinc:.6n para deterrrd rar la cor.centración de 
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las soluciones "stock" de antimicina (27). 

La scluci6n alcoholica de antimicina A, fluoresce con un 

máximo aparente de excitaci6n en el espectro a 350 ron . • La fluo 

rescencia se incrementa c~ando la antimicina se une a la sero-al 

bfunina, la cual tiene un sitio de uni6n para la antimicina A, ccn 

una constante de disociaci6n de 0.12 uM (27). 

La inhibici6n ccn antimicina A se revierte por adici6n de 

sero-albúmina, o por extracci6n con l!ter, con este <u.timo se pr~ 

duce la restauraci6n casi completa de la actividad en~i~tica, 

liberfuidose aproximadamente la mitad ce la antimicina de las P8!. 
t1culas submitocondriales, independientemente del grado de int.i

bici6n. Por otra parte, la antirricina A se une rr.ucho más firme

mente a las particulas respiratorias que a la sero-albúrnina (27~ 

Estas observacior.es sugieren que hay dos tipos de sitios de 

uni6n de la antimicina A, a las part1cu1as submitocondriales, di 

firiendo er. accesibilidad al éter. Ambos sitios son simultánea-

mente saturados con la misma cantidad de antimicina A y con cons 

tan tes de i<r:i6n iguales . Esto pod~ia estar relacionado a le en

cor:trado con E:l ATP y la <1ntimicina A (Ver 2 . 4 . 2. )(1 2 ), que afe.!;_ 

ta a aproximadarr.ente l a rr,i tad de! total ce ci tocromo b (bT). 

s1ate1· l;a sugex·:.<1o i.rna <lcbJ e locaJ. i zaci6n del ci tocromo b en la 

membrana mitoccncriaJ interr>a (27) . 
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3. METODOLOO !A : 

3 . 1 . DELINEAMIENTO DE LA ESTRATEGIA METODOLOOICA: 

A partir de la cepa KT13 de Kluyveromyces lactis, procedente 

del cepario existent e en el laboratorio, con un requerimiento de 

<1rginina como marcador de auxotrofia, se lograron las dos mutan

tes respiratorio-deficientes empleadas en esta t e sis. Las mutan

tes fueron obtenidas por el M.C. Valentin Mendoza R. por mutagén~ 

sis con N-metil-N'-nitro-N-nitroso guanidina (MNNG). 

De este modo, la selección de las mutantes "petite", es tá da 

da por su incompetencia respiratoria; es decir, por su incapaci-

cad de generar energía a partir de sustratos no fermentables como 

vnica fuente de carbono, en virtud de poseer una mitocondria fun

cional mente deficiente. Asi pues, con el fin de estimar la alte

ración producida en la función de dicho organelo, se investigaron 

tanto en las mutantes como en la progenitora, características co

mo velocidad de crecimiento, capacidad respiratoria, estudio es-

pectral de citocromos y comportamiento ante inhibidores especifi

cos de la cadena respiratoria (cianuro y antimicina A) . 

3 . 2. REACTIVOS Y MEDIOS DE CULTIVO: 

3.2 . 1 . Soluciones Amortiguadoras: 

a) Amortiguador de fosfatos, 50 mM, pH 7 .0 

KH2P04 
K2HP04 

H20 

2 . 62 g. 

7.00 g . 

1000 ml. 

b) Amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 4. 5 

KH2P04 2. 72 g . 

Agua bidestilada 100 ml. 
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c) Amortiguador de resuspensi6n de mitocondrias, pH 7.4 

Tris 

Manitol 

Sorbitol 

EDTA 

* Albfunina bovina 

13.0 mM 

0.33 M 

0.27 M 

0.7 mM 

6 mg./ml. 

Aforar después de añadir la albfunina tratada con car

b6n activado. 

d) Medio para molido de mitocondrias, pH 6.8 

Manitol 

Hepes 

* Albfunina bovina 

EDTA 

0.6 M 

0.5 g./l. 

6 mg ./ml. 

36.6 mg./ml. 

Agitar para disolver y ajustar el pH con Tris . 

e) Medio de preparaci6n o lavado para mitocondrias 

Medio de molido sin EDTA . 

f) Medio para respiraci6n de Mitocondrias (Mezcla sufi 

ciente para 10 pruebas) 

Manitol 0.8 M 

H3P04-Tris 0.1 M, pH 6.5 

KCl 1M 

* Albfunina a l 5 % (sin ácidos grasos) 

Etanol de 96 % o Succinato 1 M 

Agua bidestilada 

19. 5 ml. 

3.0 ml. 

1. 2 ml. 

1. 2 ml. 

0.45 ml. 

4.65 ml. 

30. 00 ml. 

Generalmente se omite el sustrato (etanol o succinato) 

y se agrega durante la medici6n 
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* Albúmina bovina 5 mg./ml. libre de ~cidos grasos.

Para preparar esta albúmina usamos: Albumin, "bovine fra~ 

tion V Powder", de Sigma Chemical Co. Se pesan 10 g. de 

albúmina y se disuelven en 100 ml . de agua destilada con 

5 g. de carb6n activado. se baja el pH a 3. 0 con HCl 0.2 

N. Se agita durante una hora en frio. Se centrifuga 30 

minutos a 36 000 x G y se extrae cuidadosamente con pipe

ta Paesteur el sobrenadante. Se ajusta el pH del sobrena 

dante a 7.0 con NaOH 0,2 N. se afora para lograr una con 

centraci6n de 5 % (p/v). 

g) Medio de molido para partículas submitocondriales pH 7, 5 

sacarosa 

Tris - HCl 

0.25 M 

50 mM 

3.2.2. Medios de Cultivo: 

a) Mezcla sin fuente de carbono para medios completos 

(YPA): 

b) 

c) 

Extracto de levadura 

Peptona de gelatina 

Sulfato de adenina 

Agua destilada 

Medio completo con glucosa 

Dextrosa 

Mezcla YPA 

Medio completo con glicerol 

Glicerol 

Mezcla YPA 

% (p/v) 

% (p/v) 

80 pg./ml. 

(YPAD): 

2 % (p/v) 

(YPAG): 

3 % (v/v) 



d) Medio completo con etanol (YPAE): 

Etanol absoluto 3 % (v/v) 

Mezcla YPA 

e) Medio completo con lactato (YPAL): 

Soluci6n al 50 % de lactato 

de sodio 

Mezcla YPA 

2 % (v/v) 

f) Medio sint~tico con glucosa y aminoácidos (SD + aa) 

Base nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 

Dextrosa 

Bacto-agar 

** Soluciones de aminoácidos: 

Sulfato de adenina 20 mg./1 . 

L-u.racilo 20 mg./l. 

L-triptofano 20 mg./l. 

L-histidina 20 mg./l. 

L-arginina 20 mg . /l. 

L-metionina 20 mg./l. 

L-tirosina 30 mg./1. 

L-l eucina 30 mg./l. 

Isoleucina 30 mg . /l. 
Clorhidrato de lisina 40 mg./l . 

Fenil-alanina 50 mg./l. 

L-valina 150 mg./l. 

*** L-treonina 200 mg./l. 

L-serina 375 mg./l. 

Acido glutámico 100 mg./l . 

*** Acido aspártico 100 mg./l. 

0.67 % (p/v) 

2.0 % (p/v) 

2.0 % (p/v) 

23 
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*** Agregarlo después de la esterilizaci6n . 

** Las soluciones de aminoácidos pueden o no adicio

narse al medio según se requiera, de este modo se prep~ 

ran medios con uno o varios aminoácidos; o bien, medios 

completos con carencia de un aminoácido determinado . 

g) Medio mínimo con glucosa (MD): 

Base nitrogenada de levadura 

libre de aminoácidos (Difco) 

Dextrosa 

Agua destilada 

0 . 67 % (p/v) 

2 .0 % (p/v) 

h) Medio mínimo con glucosa, ácidos grasos y esteroles 

(MD - TE): 

Tween 80 

Ergosterol 

Medio de cultivo MD 

1.0 % (v/v) 

10 p g ./ml. 
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3.3. PRUEBA DE CRECIMIENTO EN SUSTRATOS NO FERMENTABLES: 

Se inici6 la caracterizaci6n de las mutantes, observando su 

crecimiento en medios de cultivo conteniendo sustratos no fermen

tables como -fuiica fuente de carbono, de tal modo que cualquier a.!_ 

teraci6n o modificaci6n en el func~onamiento adecuado de sus mito 

condrias, traerá como consecuencia una falta de crecimiento en di 

chos medios. 

Cada mutante, previamente purificada, se suspendi6 en agua -

destilada estéril, y una gota de esta se coloc6 en placas con me

dio completo (YPA) adicionado con distintos sustratos como -fuiica 

fuente de carbono. YPAD: medio canpleto + glucosa, YPAG: medio -

completo + glicerol, YPAE: medio comp . + etanol, e YPAL: medio -

comp. + lactato. 

se observaron los cultivos después de 48 y 72 horas de incu

baci6n a 30 °C, reconociendo las cepas con incompetencia respira

toria por su desarrollo lento en YPAD y por su incapacidad de ere 

cer en el resto de los medios probados. 

3.4. DETERMINACION DE MARCADORES DE AUXOTROFIA: 

El avance fundamental en el empleo de levaduras como material 

genético, se logra mediante mutaciones que alteran la capacidad -

de aquellas para sintetizar metabolitos esenciales. Por ejemplo, 

K. lactis generalmente se desarrolla bien con glucosa como Cmica 

fuente de carbono, y una mezcla de sales minerales y vitaminas; -

pero, como resultado de mutaciones especificas, existen cepas que 

solo crecen , cuando el medio se suplementa con un metabolito esp~ 

cifico. Resulta fácil trabajar con este tipo de mutaciones (que 

sirven parg.•marcar• a una cepa dada), para comprobar su presencia 

tan solo se necesita hacer crecer el posibl e mutante tanto en au

sencia como en presencia de un metabolito, como por ejemplo histi 
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dina. Si hubo una mutación que inhibe la biosintesis de este ami 

noácido, la cepa solo se desarrollará en presencia de histidina. 

Los marcadores de auxotrofia son importantes, no solo por su 

ayuda en los estudios de cruzas y segregación, sino que además, -

contribuyen a eliminar la posibilidad de estar trabajando con una 

cepa diferente a la esperada. 

La cepa KT13, progenitora de las mutantes bajo estudio (VTN~ 

1D y VTN14-1E), tiene como marcador de auxotrofia a la arginina, 

por lo que resultó necesario determinar si las mutantes respirat2 

rio-deficientes obtenidas, conservaban aún el mismo marcador. Pa 

ra realizar esta prueba, se suspendieron las cepas en concentra

ción aproximada de 108 células/ml. en amortiguador de fosfatos 50 

mM, pH 7.0. Una gota de la suspención se colocó sobre placas de 

YPAD, MD (medio minimo + glucosa) y de los diferentes medios sin

téticos preparados por adición de todos los aminoácidos menos uno 

a medio m1nimo (SD + aa)(Ver 3.2.2.f.). Los cultivos se incuban 

a 30 °C durante 48 horas para poder observar el caracter de auxo

trofia en los medios SD + aa. 

3.5. CRUZAS Y SEGREGACION: 

se seleccionó para cruzar las cepas respiratorio-deficiente~ 

cepas respiratorio-competentes de factor de compatibilidad y mar

cadores de auxotrofia complementarios. En vista de que las muta~ 

tes respiratorio-deficientes de !· lactis tienen alterada su cap~ 

cidad para cruzarse, se suplemento el medio de cruza con estero

les y ácidos grasos no saturados (tween 80), ya que estos no se -

sintetizan en ausencia de oxigeno. A partir de estos cultivos 

frescos, se sembraron las cepas a cruzar, sobre placas de YPAD,de 

aqui se tomaron las células para mezclarse en placas con medio MD 
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TE , a raz6n de 2 partes de células respiratorio-deficientes por ~ 

na parte de células respiratorio-competentes. Las placas se inc~ 

baron a 30 °C, haciendo observaciones al microsc6pio a las 24, 4~ 

72 y 96 horas, en busca de células cig6ticas que por complementa

ci6n den lugar a diploides prototr6ficos, a partir de los cuales 

se induce la esporul aci6n, y de este modo observar las caracteri! 

ticas transmitidas a las ascosporas para poder determinar el ca

racter de la mutaci6n en base a su segregaci6n (Ver 2.2 . 1.). 

3.6. CURVAS DE CRECIMIENTO: 

Resulta posible seguir el crecimiento de !· lactis, en base 

a la densidad 6ptica observada en soluciones nutritivas liquidas. 

Si se inocula un medio nutriente con un número pequeño de células 

en divisi6n, provenientes de un medio anAlogo, continuarAn divi

diendose a intervalos de tiempo constante, doblando su número en 

cada lapso, por lo que el número de células aumenta exponencial

mente. El crecimiento exponencial continua hasta que dejan de e

xistir las condiciones nutritivas 6ptimas originales, pasando por 

tanto a una etapa estacionaria en la que el número de c~lulas de

ja de aumentar. Se emplea frecuentemente la expresi6n "curva de 

crecimiento", para describi r e l aumento del número de células en 

funci6n del tiempo, la cual nos permite el cAlculo del tiempo me

dio de generaci 6n de una cepa dada. 

Asf pues, con el f i n de determinar de que manera altera la -

mutaci6n a la vel ocidad media de crecimient o, y permitir el cAlc~ 

lo del tiempo medio de generaci6n, se reali zarA una curva de cr e

cimiento de cada una de las cepas, en base a l i ncremento en la den 

sidad 6ptica observada en medio liquido completo , graficandose u

nidades Kl-€tt (640 - 700 nm . ) contra tiempo. 

Para esta det erminaci6n se colocaron 50 ml. de medio liquido 
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completo (YPAD) en matraces nefelométricos con capacidad para 250 

ml . Los matraces se inocularon con volúmenes adecuados de una sus 

pensión de células frescas , para lograr una concentración final 

de 1?6 células/mi., incubando con agitación a 30 °C , y registra.n

do la turbidez en un fotocolorimetro Klett-Summerson, provisto de 

un filtro rojo (640 - 700 run. ) . Las lecturas se efectuaron cada 

60 minutos desde el tiempo cero hasta el inicio de la fase loga

ritmica, después de la cual se hicieron lectU!'as cada 30 minutos 

hasta alcanzar la etapa estacionaria del cultivo. 

3.7. MEDICION DE LA RESPIRACION : 

El oxigeno molecular está directament e involucrado en las re 

acciones de óxido-reducción de la cadena respiratoria, debido a -

que funciona como el aceptar final de electrones en esta serie de 

reacciones; asi pues , resulta evidente , que en condiciones norma

les el consumo de oxigeno de una célula, estará dado por la efic~ 

cia de sus mitoconclrias, es por ello que se pensó cuantificar el 

consumo de oxigeno en cada una de las cepas tanto mutantes (VTN8-

1D y VTN14-1E) como progenitora (KT13) . 

Para realizar este estudio, se inocularon 25 ml. de medio YP 

AD con la cepa en cuestión , a una concentración de 106 células/mi 

incubando con agitación a 30 °C hasta alcanzar la fase estaciona

ria. Las células se recogieron por centrifugación a 2 500 rpm.d~ 

rante 10 minutos a una temperatura de 5 a 10 °C , lavandose tres 

veces con agua estéril bajo las mismas condiciones . 

La actividad respiratoria fue medida a 30 °C, usando un elec 

trodo de Clark, en un oximetro provisto de un graficador; la de

terminación se llevó a cabo colocando de 20 a 40 microlitros; se

gful la cepa , de una suspensión de células al 50 % en 3 ml. de a

mortiguador de fosfato-glucosa, pH 4.5, preparado con 8.74 partes 
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de amortiguador 0.2 M y 100 partes ce solución de glucosa 117 mM. 

Se micti6 tarr.bién el cons1..mo de oxigeno en mitocondrias aisla 

das de cada una de las cepas, las cuales fueron obtenidas como se 

describirá más adelante (Ver ~ . 8. 2 . ) . Se :r f~aliz6 la medici6n , di 

luyendo de 20 a 40 ~icrolítros de la suspensi6n de mitocondrias 

en 3 ml . de medio para rPspiraci6n de mitocondrias (Ver 3.2.1.) a 

30 °C, utilizando como sustratc 0 . 45 ml. de succinato ~ y para 

el control respiratorio , 5 microlitros de ADP 50 mM. 

Para poder corr~lacionar el consumo de oxigeno de las cepas 

estudiadas, se deterrr.in6 la cantidad de proteína, por el método 

de Lowry, de las suspensiones mitocondriales, y para el estudio 

con células completas se obtuvo el peso seco de la suspensi6n ce 

lular . 

3.8 . ESTUDIO ESPECTRAL DE C:TOCROMOS: 

Deb:i.do a que la deficiencia respiratoria va generalmente a

compañada de alteraciones en uno o varios ce los citocromos mit2 

condriales , un estudio espectral de los mism0" rest<lt a de gran ~ 

tilidad , aprovechando la propiedad de cada v...~o de los citocromos 

de exhibir bandas de absoréi6n características en su estado redu 

cido. Para ello s~ ut~lizará un espectrofot6metro Aminco Dw-2AT~ 

3.8.1. Espectro Absoluto: 

Para lograr este tipo de espectros, las mediciones de abscz· 

bancia sen hec.r.~s con Ul1 sol o mcnocromador en un rango de longi

tud de onda pr eviami:!nte establecido. El r óyo de este r.1onocroma-. 

dor- pasa de manera al te1·r1a a través ce la muestra y la referf"l1-

cia, la cua:l es para t•st:e ca so , un "blancc" que elirrina la t urbj 

dez de la muestra. La diferencié! en absorbancia entre la muestr a 
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y la referencia, es lo que registra el aparato . 

Para la preparaci6n de las muestros, primeramente se ha<'e un 

cultivo de 24 horas en placas de YPAD inc~bando a 30 °C. Gen es

ta semilla se inoculan matraces nefelorr.étricos de 2~>0 ml. de cap~ 

:::i<~ad con 50 ml. de medie liquido YPAD a una concentraci6r, de 106 

:::élulas/ml., incubando ccn agi taci6n a 30 °C r.a'.,t& alcanzar Ja e

tapa estacionaria de acuerdo a la densidaf: 6ptica observada en ca 

da una de las cepas. Las células se colectan por cen t rifugaci6n 

de los cultivos a 2 500 rrm . dur;u·te 10 ~inutcs a una temperatura 

de 5 a 10 °C . Las células se lavan 3 veces, suspenciér.colas en ~ 

gua destilada estéril y centrifugando nuevamente bajo l as mismas 

'condiciones . Se cuentan las células lavadas, y se realiza la di

luci6n adecuacla para obtener una concentraci6n de 1cíO céhJlas/ml. 

Esta diluci6n se coloca en ur,a cubeta de ~ ml. de capacidad y se 

añade una pequer.a cantidad (loque se toma con la punta de una es

páti.;la) de bisulfito de sodic cor.10 age:r.te redi.;ctor. 

Se emplea como "blanco" una sol uci6n de lec:te, preparada con 

675 mg . de leche descrE:mada Difc-o en 4. 7 ml. ae agua. des ti lada , a 

part·ir de la cual se prt>para la dilvci6n de leche más apropiaca 

(generalmente 1 : 5) de acuerdo cor. Ja turti<'ez cbservaGa er. l a mi.es 

tra. 

Se corre e1 espectro de absorci6n de ci tccromos er, la modali 

dad rayo di vi di do ( Spl i t beam mode) a un rar1s;o de 1 cng i t ud de cn

da de 480 a 615 nrr.. 

3 . 8 . 2. EspE-ctrc. DjfPrE-nciilJ: 

En e~ f:spectrc; difel'f:r.cial, al igual que en el abscluto, las 

r.edicic·nes de absortancia sor. hechas con un s el o raye, qt:.e pasa de 

11anera al terna a t 1·avés de ~a muestra y la r E":ferE-mcia . Sin embar 

;¡o, en el espectro c:ifen-r:d.al, sP c1btienf: 1rn registr e er; bas<? a 
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la di ferencia de absorbancia de la muestra r educida contra la mis 

ma en estado oxidado (reEer~ncia) . 

Con el fin de obtener v.na mayor resoluci6n en el espectro di 

ferencial, se obtuvo el re~istro a partir ce muestras de rnitocon

drias a baja temperatura de cada \Ula de las cepas bajo estudie, 

para lo cual primeramente se hace un cultivo de 24 horas en pla

cas de YPAD incubando a 30 °C. Con esta semilla se inoculan ma

traces nefelométricos de 250 ml . de capacidad con 50 ml . de me

dio liquido YPAD y matraces Erlenmeyer de 2 litros de capacidad 

con 5.00 rr,1. de medio l i quido YPAD, ·a· una. concentraci6n de 106 cé-

1u1as/ml., incuba.ndo en agitaci6n a 30 ºC hasta alcanzar la eta

pa ~ .. stacionaria en base a la densidad 6ptica obserbada en los ma 

traces nefelométricos de cada una ae las cepas . 

Para cosechar las células se centrifuga en frascos de 250 ml 

de capacidad o 1:1ayores. Se elimina el metho de cultive y se la

va.n las células dos veces con agua estéril, y se elimina en lo 

posible el agua. 

Ccndiciones de centrifugaci6n . - Se centrifuga a 3 ooo rpm. 

dur;mte 1 o rninutos a una temperatura de 5 a 1 o °C en una centri

fuga refrigerada Sorvall RC-5B con un rotor GSA con capacidad p~ 

ra 6 botellas de Nalgene de 250 ml . 

Procedimiento para el molido de las células y posterior obtenci6n 

de mitcconerias.- Las células usadas deben ser frescas , esto es 

de no niAs de un dia de obtenidas , pues de le contrario puede ocu 

rrir que se contaminen ccn bacterias . Por cada 20 grames de cé

lulas f.e añaden 25 ml . de medio de molido, resuspendiendolas en 

frio con un agitador de vidrio. se mide e l volumen obtenido y 

se transfieren las células a dos frascos de vic1rio de boca ancha 

y tap6n esmerilado de un litro de capacidad , previamente manteni 

dos en fr1o. Se agrega tambi~n un volumen igual de perlas de vi 
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drio de 0 . 45 - 0.52 mm . de di?.metro , recomendadas para levadura. 

Se procede ahora a l molido de las células, para ello se pue

de utilizar vn agitador mecánico s.ue garantice un rr.olido adecuadQ 

er. nuestro caso :t.emos utilizado un agi tador marca Prf!cision Sc:i.en 

tifjc Co. s.ue opera á 115 volts. 

Se constata el grado de ruptura de las células, por observa

ciones en un microsccpio de contraste de fases, para ello, a ur,a 

asada del molido se le adiciona una gota de agua destilada , obser 

váncose l as cé1.ulas r etas, obscuras y Jac; no rotas, ciar as . Si 

distinguimos aproximadamente el 50 % de 1.as células rotas , pode

mo!; entonces continuar· f'l prc:cedimi ento. 

El mol i do lo pasamos a un filtro Büchner con fibra de vi

dri<i adapta<lc a un matraz Kitasato, al cual se 1E' hace vacío pa

ra retener las perlas y recuperar el moli oo. Se Javan tanto los 

frascos como las perlas con medio de pr eparaci6n o de lavado va

rias veces hast a completar un volumen de 320 ml., suficiente pa

ra garantizar que todo está recuperado. Se inician entonces las 

centrifugaciones . 

Primera centrifugaci6n. - Todo el molid" a 2 700 rpm. duran 

te 15 minutos , se desecha el precipitado. Al decantar los tubos 

hay que evi tar en lo posible que pase a nuestro l i quido sobrena

dante una capa blanca que normalmente est á separada del paquete 

de células y que está constituida por lipidos . 

Segunda centrifugaci6n. - El sobrenadante a alta velocidad, 

8 500 rpm. durante 15 minutos, se desecha el sobrenadante . 

Tercera centrifugaci6n. - Todos los tubos son limpiados cui 

dadosamente por dentro con ayuda de papel absorbente, tratando 

de eliminar en lo posible la capa de lipidos que visiblemente se 

encuentra en las paredes de los tubos , cuidando de no absober el 

"pelet" . Se le agrega entonces más o menos 2 ml. de medio de P2!; 



paraci6n a cada tubo, se resuspenden y se les agrega suficiente 

medio hasta llenar la capacidad de los tubos. Se centrifuga a 

2 700 rpm. durante 15 minutos y se desecha el precipitado. 
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Cuarta centrifugación. - Todo el sobren.Jdante a 9 500 rpm. ~ 

rante 15 minutos, se elimina el sobrenadante. 

Para garantizar que a nuestras mitoccndrias no les quede1: li 

pico~, por medio de t:r:a pipeta Pateur adaptada a una trompa de va 

cio, extraemos toda la capa l ipidica que r ndea e~ "pE~let ", auxi-

1jandonos de papel ~bsorbente si es necesario. 

Mantenie11dc:, tcr1os ; os l"l•t:os en hiele, tomamos ah11·a o. 2 ml. 

·de medio de preparación y lo ponemos er: e l primer 1'ubo, lo sesvs

pendemos y lo pasamos a otro tubo hasta aca bar con tc<los . Med::. 

mos el volwl!en de nuestras mitocondrias y las guardarr.0s en conse

laci6n. 

Pc>steriorrr.ente se llevó a cabo l a determinc.ci6n de pi«·teína 

de cada una de las muestras; por e l método de LoWl•y, y se di l uye 

hasta alcanzar vna conce·ntraciór. aproximada de 20 mg . /ml ., sin 

embargo esta concer.tración es variable de acuerdo con la cepa. 

Se congela la muestra a la concentración adecuada er. arr:C':rti 

guador de fo~fatos, pH 7 .0, en una cubeta adaptada al espectrof~ 

t6metro, conteniendo nitrógeno liquide. Se cor'I'E' entcnces el es 

pectro, con l a muestra previamente redu.cj.da con t>isvl f i 1 (> de so

dio. 

Se corre el espectro dentro de un intervalo de lonGi tud de 

onda de 480 a 615 nm. y un desfasamiento del otro monocromador de 

2 nm., es decir, 478 - 613 nm. 

3.9. INHIBICION DEL CONSUMO DE OXIGENO POR KCN : 

La posible presencia de alguna cotocromo oxidasa terminal al 
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terna en Kluyveromyces lactis (no reportada), podría erunascarar u 

na alteraci6n en la cadena respiratoria de las mutantes en cues

ti6n. Para descartar esta posibilidad, es necesario realizar una 

curva de inhibici6n del consumo de oxigeno por KCN, pues el cían~ 

ro bloquea el paso de electrones, específicamente a nivel del ci

tocromo aa3• Por otra parte, el obtener una curva de inhibici6n 

por cianuro, nos permite determinar si la alteraci6n producida en 

las mutantes, afecta también la concentraci6n media inhibitoria 

en relaci6n con la progenitora. 

Para este estudio, se crece la cepa en 25 ml. de medio YPAD 

a 30 °C, a partir de un in6culo de 106 células/ml., se recogen l~ 

·células, tanto en fase logarítmica como estacionaria, por centri

fugaci6n a 25 000 rpm. durante 10 minutos y se lavan tres veces 

=on agua estéril. 

Las distintas mediciones se realizan midiendo el consumo de 

oxigeno, mediante un electrodo de Clark, colocando de 20 a 40 mi

=rolitros de una suspensi6n de células al 50 % en 3 ml. de amorti 

~uador de fosfato-glucosa pH 4.5. El cianuro se agrega en canti

dades crecientes durante el registro. 

3.10. COMPORTAMIENTO FRENTE AL INHIBIDOR RESPIRATORIO, 

ANTIMICINA A: 

La antimicina A, es un inhibidor especifico altamente poten

te, de la transferencia de electrones en el segmento b-c1 de la 

=adena respiratoria mitocondrial (4) , demostrándose recientemente 

que el citocromo b es el componente de uni6n especifico a la anti 

Tiicina A (23). Basándonos en este hecho, resulta interesante ob-

5ervar el comportamiento de las mutantes respiratorio-deficiente~ 

~nte el inhibidor especifico antimicina A, para lo cual el estu

dio se dividi6 en las dos etapas siguientes: 
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3.10.1. Inibici6n del Consumo de Oxigeno por Antimicina A: 

La obtenci6n de una curva de inhibici6n , nos permite obser

var si las mutantes (VTN8-1D y VTN14-1E), presentan alguna alter~ 

ci6n en la concentraci6n media inhibitoria con respecto a la pro

genitora (KT13), puesto que se ha demostrado que en la inhibici6n 

de la actividad enzim~tica del segmento b-c1, existe una relact6n 

estequiométrica con la cantidad de antimicina requerida (2) . 

Para realizar este estudio, se hace un cultivo de 24 horas 

en placas de YPAD incubando a 30 °C . Con esta siembra se inocu

lan matraces nefelométricos con 50 ml . de medio liquido YPAD y m~ 

traces con 500 ml . , a una concentraci6n de 106 células/mi. , incu

bando con agitaci6n a 30 ºC hasta alcanzar la etapa estacionaria. 

Las células se colectan centrifugando en frascos de 250 ml . de ca 

pacidad o mayores . Se elimina el medio de cultivo y se lavan las 

células dos veces con agua estéril, e liminandose en lo posible el 

agua . A partir de este paquete de células, se extraen mitocon

drias de cada una de las cepas como se describi6 anteriormente 

(ver 3.8.2. ) . 

Con las suspensiones de mitocondrias ot~enidas , se llevaron 

a cabo las mediciones del consumo de oxigeno, colocando 20 - 40 

microlitros en 3 ml . de medio de respiraci6n de mitocondrias, u

sando un electrodo de Clark con un oximetro provisto de un grafi 

cador , donde se registr6 primeramente, el consumo de oxigeno de 

mitocondrias intactas, con succinato como sustrato . Posteriormen 

te se le adicion6 concentraciones crecientes, a partir de una so-

1uci6n metan6lica de antimicina A, la cual fue preparada tomando 

en cuenta el coeficiente de 'extinci6n molar a 226 y 320 nm. (log 

4 . 54, 3. 68 a 226 y 320 nm . respectivamente). 

Para poder relacionar la inhibici6n, con la cantidad de mues 

tra empleada, se deter min6 proteína por el método de Lowry, a ca-
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da una de las suspensiones mitocondrial es . 

3. 10.2. Captaci6n de Antimicina A, por el Citocromo b: 

Basandonos en el hecho, de la intensa fluorescencia que emi

te la anti micina A, y en su capacidad de uni6n alostérica con el 

citocromo b, es posible utilizar dichas propiedades como herramiE!l 

ta en la demostraci6n de la deficiencia en citocromo b en una ce

pa mutante. 

Si agregamos concentraciones crecientes de antimicina, a una 

.suspensi6n mitocondrial , el citocromo b presente, captará graduai 

mente al inhibidor. una vez formado el complejo antimicina-cito

cromo b, se centrifuga a alta velocidad, de modo que el complejo 

sedimentarA, dejando en el sobrenadante una cantidad de antimici

na inversamente proporcional a la cantidad de citocromo b presen

te en la muestra. 

Para este estudio, se obtuvieron inicialmente suspensiones 

de mitocondrias aisladas de cada una de las cepas en cuesti6n, ba 

jo las condiciones ya descritas con anterioridad (Ver 3.8.2.). 

Las mitocondrias asi obtenidas, se suspendieron en medio de moli

do para particuias submitocondriales , pH 7. 5, posteriormente se 

sonicaron durante dos intervalos de 30 segundos al máximo de in

tensidad. El sonicado homogéneo fue centrifugado a 10 000 x G du 

rante 10 minutos y el sobrenadante obtenido fue nuevamente centri 

fugado a 100 000 x G durante 60 minutos . Todas las operaciones 

fueron realizadas a 2 °c . Al final , las partículas submitocondria 

les fueron resuspendidas en unas gotas de medio de molido y cong~ 

ladas en nitr6geno liquido. 

En una serie de tubos de ultracentrifuga (rotor 50 ti) con 

:apacidad para 5 ml., previamente enjuagados con agua bidestilada 
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o desionizada, poner 3 ml. de amortiguador de resuspensi6n conte

niendo 6 mg./ml. de albúmina sérica bovina. Agregar las part1cu

las submitocondriales en volumenes suficientes para tener un mili 

gramo de proteína en cada tubo (determinado por el método de Low

ry). Añadir la antimicina A, a las distintas concentraciones. To 

do esto en frío . 

Incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos, centrifu

gar a 35 000 rpm. 30 minutos, recuperar el sobrenadante y medir 

fluorescencia a 410 nm . (SLM-Fluorescence Instrumentation). 

La curva patr6n se prepara de igual manera que la problema, 

salvo que las distintas concentraciones de antimicina A, se agre

gan después de la centrifugación, directamente al sobrenadante; 

esto se hace con el fin de eliminar la posible fluorescencia ines 

pec1fica liberada al medio, por las partículas submitocondriales 

y que podrian alterar la medición. 

La antimicina se adicionó en concentraciones micromolares, a 

partir de una solución metanó1ica preparada en base al coeficien

te de extinción molar, como ya se ha indicado. 



38 

4 . PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS: 

4.1. PRUEBA DE CRECIMIENTO EN SUSTRATOS NO FERMENTABLES: 

La incompetencia respiratoria, se puso de manifiesto en las 

mutantes VTN8-1D y VTN14-1E, al ser incapaces de crecer en medios 

completos con sustratos no fermentables como única fuente de car

bono , debido a que estas cepas poseen una mitocondria con alguna 

alteraci6n funcional, que le impide generar suficiente energía m~ 

diante respiraci6n aer6bica (Tabla 4.1. ). 

Por otra parte, a diferencia de la cepa progenitora KT13, se 

·observ6 en las mutantes, un desarrollo lento en medio completo + 

glucosa (YPAD), característico de las cepas respiratorio-deficie!!, 

tes. 

4 . 2 . DETERMINACION DE MARCADORES DE AUXOTROFIA: 

Al igual que la cepa progenitora KT13, las mutantes respira

torio-deficientes, presentaron al aminoácido arginina como marca

dor de auxotrofía; puesto que fueron incapaces de crecer en medio 

SD + todos lo~ aminoácidos menos arginina, y observaron colonias 

en medio minimo + glucosa + arginina (SD + arginina). 

4.3. CRUZAS Y SEGREGACION: 

Con el fin de determinar el origen de la mutaci6n mediante 

el estudio de la segregaci6n mei6tica del caracter respiratorio

deficiente inducido, se intent6 la formaci6n de diploides a par 

tir de cruzas entre mutantes y células respiratorio-competentes, 

de factor de compatibilidad (sexo) y requerimiento auxotr6fico 

complementarios . 

Desafortunadamente no se logr6 l a obtenci6n de diploides;de

bido tal vez, a que el crecimiento anaer6bico de estas cepas en 
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glucosa, no es suficiente para sintetizar algún componente reque

rido en la conjugaci6n. Por otra parte se habia ob~ervado que á

cidos grasos no saturados y ergosterol favorecen la cruza en esta 

levadura (16) , por lo que se emplearon medios conteniendo estas 

sustancias, sin haberse tenido éxito alguno . 

Por lo tanto, se llev6 a cabo una técnica distinta para det~r 

minar la naturaleza de la mutación, conocida como fusión de prot2 

plastes, mediante la cual en el laboratorio, se logr6 establecer 

que se trataba de una mutación de carácter nuclear en las dos mu

tantes estudiadas (VTN8-1D y VTN14-1E); es decir que las mutantes 

eran "petite segregacionales" (Ver 2.2. ). 

A continuaci6n se presenta una tabla en la que se resumen los 

resultados obtenidos hasta e1 momento: 

TABLA 4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS: 

CREC !MIENTO EN: 

GLUCOSA 

GLICEROL 

ETANOL 

LACTATO 

MARCADOR DE AUXOTROFIA 

NATURALEZA DE LA MUTAC ION DE 
INCOMPETENCIA RESPI RATORIA 

KT1 3 
(Progenitora) 

+ 

+ 

+ 

+ 

Arginina 

CEPAS: 

VTN8-1D VTN14-1E 
(Mut ante) (Mutante) 

+ + 

Arginina Arginina 

Nucl ear Nuclear 
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4.4. CURVAS DE CRECIMIENTO: 

Con el prop6sito de conocer, de que manera es alterado el ere 

~imiento en las mutantes respiratorio-deficientes , considerando 

que su desarrollo estA basado en una sola ruta energética, se re~ 

liz6 una curva de crecimiento para cada una de las cepas, de ac~ 

do a la densidad 6ptica observada en funci6n del tiempo, graficá~ 

dose unidades Klett (640 - 700 nm.) contra el tiempo en horas (F~ 

gura 4 . 1.) . 

Este estudio nos permiti6 cuanti~icar el desarrollo lento ya 

.observado, en las cepas mutantes en relaci6n con su progenitora. 

De este modo, podemos puntualizar dichas diferencias como sigue: 

a) Hay una marcada prolongaci6n del periodo de latencia en 

ambas mutantes respiratorio-deficientes, VTN8-1D y VTN11_ 

1E (Figura 4. 1. ). 

b) Una notoria diferencia en los valores mAximos de absor

bancia alcanzados en la etapa estacionaria, debido pro

bablemente a que en lCluyveromyces lactis no existe repr~ 

si6n catab6lica, y por tanto las dos rutas metab6licas, 

fermentaci6n y oxidaci6n , se encuentran activas simultA-

neamente. 

c) Por ~ltimo se observa una disminuci6n en la velocidad me 

dia de crecimiento, principalmente en la mutante VTN14-1E 

dada por la pendiente de la etapa exponencial, y vista 

mAs claramente en la figura 4.2., en donde se grafica el 

logaritmo de las unidades Klett contra el tiempo. 

El cAlculo del tiempo medio de generaci6n, result6 ser, pa

ra la cepa KT13 (progenitora) de 110 minutos, para la mutante 

VTN8-1D; 120 minutos, y para la mutante VTN14-1E; 210 minutos . 
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FIGURA 4 . 2. Gráfica de las curvas de crecimiento como fun

ción de tipo exponencial , para la obtenci6n de los tiempos 

medios de generación en base a sus pendientes . 
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4 . 5. MEDICION DE LA RESPIRACION: 

En la oxidaci6n de los combustibles orgánicos , el oxigeno a~ 

túa como el aceptor electr6nico final en la respiraci6n, es por 

esto que se pens6 cuantificar el consumo de oxigeno en cada una 

de las cepas, dándonos de este modo, una idea más precisa· del da 

ño ocasionado en la respiraci6n de las cepas mutantes. 

Los resultados fueron obtenidos en nanoátomos de oxigeno JXll' 

miligramo de peso seco por minuto, y por miligramo de proteína 

para las mediciones hechas con mitocondrias. Dichos valores pu~ 

den ser estimados en términos porcentuales, con el fin de consi

derarlos comparativamente . Esto se calcula, tomando e1 valor ob 

tenido para la progenitora como el 100 % de la respiraci6n. 

Como puede observarse en la tabla 4. 2., el consumo de oxig~ 

no en las cepas respiratorio-deficientes (VTN8-1D y VTN14-1E) es 

significativamente alto, considerando su incapacidad total de c~ 

cer en presencia de sustratos no fermentables como única fuente 

de carbono. 

Por otra parte, no se observaron variaciones considerables 

en los valores obtenidos en células completa~ con respecto a los 

obtenidos con mitocondrias aisladas. 

TABLA 4.2. MEDIC ION DE LA RESPIRACION: 

CEPAS: KT13 VTN8-1D VTN14-1E 

CONSUMO DE OXIGENO EN CELULAS COMPLETAS 152.3 80.8 99.5 
(nátomos o2/mg . peso seco/min.) (100 % ) (53.1 %) (65 . 3 %) 

CONSUMO DE 02 EN MlTOCONDRIAS AISLADAS 151 . 5 83.4 91.3 
(nátomos o2/mg. proteina/min.) (1 ºº %) (55.0 %) (60 . 3 %) 

CONTROL RESPIRATORIO 1. 125 1.062 1 .081 



44 

En la fase respiratoria conocida como· "estado 4", la mayor 

parte del ADP disponible se ha fosforilado ?ara dar ATP, y el si~ 

tema se halla en reposo. Al añadir ADP, la velocidad de consumo 

de oxigeno experimenta un brusco increment.o a una fase respirato

ria más activa ("estado 3") , durante la cual, el ADP adicionado 

se fosforila a ATP. Cuando se ha fosforilado casi todo el ADP, 

las mitocondrias retornan a la velocidad del estado 4. La rela

ci6n de la velocidad del estado 3 de la respiraci6n, entre la del 

estado 4, es la re1aci6n del control respiratorio (Tabla 4 . 2. ). 

El control respiratorio constituye una medida útil, de la i~ 

tegridad de las mitocondrias aisladas; cuanto más elevada es la 

·relaci6n, menos desacopladas se hallan las mitocondrias . 

Los valores del control respiratorio obtenidos, aunque bajos 

resultan satisfactorios para los fines comparativos de este estu

dio. 

4.6. ESTUDIO ESPECTRAL DE CITOCROMOS: 

Puesto que la incompetencia respiratoria, es ocasionada gen~ 

ralmente por alteraciones en algunos componentes de la cadena re~ 

piratoria, como lo son los citocromos, se estudi6 el estado de e~ 

tos en la progenitora y las 2 mutantes. Este estudio reve16 una 

deficiencia notoria en dos de ellos (citocromo b y aa3 ) , lo cual 

fue corroborado con la obtenci6n de 3 tipos de espectros de absor 

ci6n. 

4.6 .1. Espectro Absoluto: 

En el espectro obtenido (Figura 4. 3·. ) , se observan los tres 

trazos de cada una de l as cepas. La KT13 (progenitora de las mu

tantes) exhibe tres bandas de absorci6n oc , característ icas de los 

~itocromos en estado reducido; el pico a 550 ron . del citocromo c , 



ESPECTRO DE ABSORCION DE CITOCROMOS 

MODO : RAYO DIVIDIDO (Reducido Vs. Patrón) 

603.5 

I º·º' 
550 

500 550 600 

LONGITUD DE ONDA ( nm) 

FIGURA 4.3. Espectro absoluto con células completas reduci 

das con bisulfito de sodio contra soluci6n de leche como r e 

..?erencia. 
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a .562 nm. del citocromo by a 603.5 nm. el a3• También se obser

van los máximos de absorci6n de las bandas~ del citocromo c; a 

521 nm., y del citocromo b a 532 nm. 

En las mutantes VTN8-1D y VTN14-1E, se puede notar la desap~ 

rici6n del pico de absorci6n del citocromo b a 562 nm. y una mar

cada disminuci6n del citocromo aa3 a 603. 5 nm.. Las bandas (3 se 

encuentran también alteradas. 

Cabe hacer notar, que tipicamente las mutantes respiratorio

deficientes de ~· cerevisiae, tienen disminuido el contenido de 

los citocromos aa3 y b, acompañadas de un aumento aparente del Pi 
.co de absorci6n del citocromo c, como lo demuestran diversos tra

bajos (Sherman y Slonimski, 1964; Reilly y Sherman, 1965; Mackler 

~al., 1965)(20). 

4.6.2. Espectro Diferencial: 

En los espectros diferenciales, basados en la diferencia de 

la muestra en estado reducido menos la misma en estado oxidado 

(referencia), se obtuvieron a baj a temperatura con mitocondrias 

congeladas, fz-.ctor que produce un corrimiento hacia el azul de 

los máximos de absorci6n de los citocromos. 

Como puede notarse en la figura 4.4., las mutantes VTN8-1D 

y VTN14-1E presentan disminuidos los citocrornos aa3 y b, confir

mando las observaciones hechas en e l espectro absoluto. 

4.6.3. Espectro Derivativo: 

La derivada de un espectro de absorci6n, es l a medi da del 

cambio de absorbancia con respecto a la longit ud de onda. De mo 

do que, al obtener esta derivada, e l máximo de absorci6n está da 

do por la intersecci6n con l a linea basal; es decir, el punto~ 



ESPECTRO DE ABSORCION DE CITOCROMOS 

MODO: RAYO DIVIDIDO (Oxidado Vs. Reducido) 

602.1 

I 0.01 

VTN1 4 -1E 

602.1 

500 550 600 650 

LONGITUD DE ONDA ( nm) 

FIGURA 4.4.- Espectro diferencial a baja temperatura. Mitocon 

drías aisladas, en amortiguador de fosfatos pH 7 . 0, reducidas 

con 2 mg./ml. de bisulfito de sodio, contra mitocondrias oxi

dadas con persulfato de amonio . 
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ESPECTRO DE ABSORCION DE CITOCROMOS 

MODO : DERIVATIVO (Reducido) 
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VTN14 -1E 
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LONGITUD DE ONDA ( nm) 

FIGURA 4 . 5. Espectro derivativo. ÓA = 2 nm .. Células 

completas reducidas con bisulfito de sodio. 
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ro de absorbancia. 

Este tipo de espectro es también considerado como absoluto, 

ya que el registro es en base a una sola muestra en estado reduci 

do, sin embargo en este caso, proporciona un incremento en la re

soluci6n, confirmando la deficiencia en los citocromos aa3 y b en 

ambas cepas mutantes (Figura 4,5.) . 

4,7, INHIBICION DEL CONSUMO DE OXIGENO POR KCN: 

Las curvas de inhibici6n del consumo de oxigeno por cianuro 

. (Figuras 4 . 6., 4. 7., y 4. B.), nos muestran una inhibici6n del 

95 % del consumo de oxigeno tanto en la progenitora como en las 

mutantes, lo cual, aunque no radicalmente , descarta la posibili

dad de que existiese alguna citocromo oxidasa terminal alterna. 

Por otra parte, con el fin de coIToborar los resultados obteni

dos, se crecieron las cepas en presencia de cianuro para inducir 

una probable oxidasa terminal, y se observ6 nuevamente el grado 

de inhibici6n producido, obteniendose resultados similares. 

Cabe hacer notar, que tampoco se observ6 variaci6n alguna en 

lo referente a la etapa de crecimiento en que fueron colectadas, 

ya fuera en la fase logaritmica o en la fase estacionaria del cul 

tivo, los resaltados fueron los mismos. 

Sin embargo, la !mica diferencia observada, fue en el cálcu 

lo de la concentraci6n media inhibitoria (inserto en las gráficas) 

la cual fue de 0.125 pmol. KCN/mg. de peso seco en la cepa KT13, 

de 0.5 p.rnol . KCN/mg. de peso seco para la mutante VTN8-1D, y de 

:J. 1 ymoi. JCCN/mg. de peso seco para VTN14-1E. 
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4.8. COMPORTAMIENTO FRENTE AL INHIBIDOR RESPIRATORIO, 

ANTIMICINA A: 

53 

La antimicina fue usada como inhibidor especifico de la ~ 

ferencia de electrones en el segmento b-c1, uniéndose espec1fica

mente al citocromo b, en base a lo cual, los resultados obtenidos 

en el tratamiento de las mutantes con antimicina A, fueron corre

lativos con la deficiencia en citocromo b, anteriormente observa-

aa . 

4.8.1 . Inhibición del Consumo de Oxigeno por Anti micina: 

En l a figura 4.9., se muestran las curvas de inhibición por 

antimicina A de cada una de las cepas, encontrA.ndose una marcada 

diferencia en la concentración media inhibitoria, siendo de 80 nM 

para la progenitora (KT13), de 21.5 nM para la mutante VTN8-1D , y 

de 27 nM. para la VTN14- 1E, cantidades que pueden ser correlati

vas con la cantidad de citocromo b nativo, presente en cada cepa. 

Rieske y colaboradores, mostraron en 1967, que la completa 

inhibición de la actividad enzimática del c c. plejo b-c1 , es obte

nida con una molécula de antimicina A por dos moléculas de cito

cromo b , encontrA.ndose la misma relación en estudios de unión di 

recta (2,3). 

Est a misma relación estequiométrica , puede ser util izada p~ 

ra evaluar de un modo i ndirecto, la concentraci6n aproximada de 

citocromo b existente en las cepas estudiadas. 

De este modo, consideramos que para i nhibir el 50 % de la 

actividad enzimática del complejo b-c1 , se requiere de 0 . 5 molé

culas de citocromo b. Bajo este criterio se calcula l a concen

tración de "citocromo b como sigue: 
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FIGURA 4. 9. Inhibici6n del consumo de oxigeno por antimicina A. Se colocaron de 20 a 40 

microlitros en 3 mililitros de medio de respiraci6n de mitocondrias, de tina suspensi6n 

mi tocondrial. 
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Si en una solución de antimicina A 1 M., hay 6 . 023 x 1023 mo 

léculas (número de Avogadro) de antimicina A, entonces : 

KT13: 

VTN8-1D: 

VTN14-1E: 

80 nM ~~~- 4.81840 x 106 moléculas de antimicina 

21. 5 nM -- 1. 29494 X 106 

27 nM 1 . 62621 X 106 

Si 0.5 moléculas de antimicina A, es a 2 moléculas <le cito

cromo b, la cantidad de citocromo estA dada· por la siguiente ex

presión: 

En donde: 

e 
2(N) 

0.5 4 (N) 

N es el número de moléculas de antimicina 

de la concentración media inhibitoria. 

C es el número de moléculas de citocromo b. 

De este modo, obtenemos las siguientes aproximaciones: 

CEPA: 

KT13 

VTN8-1D 

VTN14-1E 

Moléculas de citocromo b/mg proteína 

19.2736 X 1016 

5.17978 X 1016 

6.50484 X 1016 

Porcentaje: 

100 % 

26.88 % 

33.75 % 

4.8.2. Captaci6n de Antimicina A, por el Citocromo b: 

La unión de la antimicina al citocromo b, fue ensayada por 

el método de Berden y Slater (3). Las partículas subrni tocondri~ 

ies aisladas , fueron tratadas con bajas concentraciones de anti

micina A en presencia de sero-albúmina bovina, la cual libera la 
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antimicina A unida a las partículas de los sitios de baja afini

dad, incrementando así, la sensibilidad del método. La captaci6n 

del inhibidor por el citocromo b, es además observada, como un de 

cremento en la fluorescencia, dado por la posici6n de la recta al 

graficar fluorescencia contra adici6n de antimicina A (Figura 4. 

10. ). 

Los resultados de tales experimentos, son mostrados en la fi 

gura 4.10., en donde la cantidad de antimicina A unida , está dada 

por la diferencia entre las rectas de cada una de las cepas con 

la del control (patr6n) , la cual representa la fluorescencia to

tal de la antimicina añadida, medida en el sobrenadante libre de 

particulas submitocondriales con adici6n directa de las distintas 

concentraciones de antimicina A. 

La disminuci6n de la fluorescencia en la cepa XT13, ocurre de 

modo casi paralelo con la recta del control, variando solo liger~ 

mente en su pendiente. En contraste con la progenitora, las ce

pas VTN8-1D y VTN14-1E presentan una menor captaci6n de antimici

na A, observable por la mayor fluorescencia registrada en cada 

punto . 

Por otra parte, la notable diferencia er. las pendientes de 

las mutantes, en re1aci6n a la progenitora y al control, sugiere 

un incremento en las constantes de disociaci6n de la antimicina A 

a las partículas de las cepas mutantes, disminuyendo por alguna 

causa aún no aclarada, la afinidad del sitio de uni6n a la antimi 

cina A. 

Una posible explicaci6n de este efecto, resulta de la inte

graci6n de las características observadas previamente, en cada u

na de las cepas. Así pues, si consideramos el consumo de oxígeno 

comparativamente a1to, medido en las mutantes, y el bajo conteni

do de citocromo b, podemos pensar que posiblemente existe un au-
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PATRON! -
KT13 : (progenitora ) -VTN8-10 (mutante ) -VTNt4-1E (mutante ) o- - -<> 

0.5 1.0 1.5 2.0 

ADICION DE ANTIMICINA ( nmolas /mg. de protelna ) 

FIGURA 4,10. Captaci6n de antimicina A por part1culas sub

mi tocondriales en 3 ml. de amortiguador de resuspensi6n pH 7.4 

+ 6 mg/ml de albúmina sérica bovina. 
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mento en el flujo de electrones, lo cual podr1a ser corroborado mi 

diéndose el potencial 6xido-reducci6n "standard". Este aumento 

ocasionaria una mayor facilidad de reducción del citocromo b, pa

compensar as1 su disminuci6n; justificando de esta manera, el in

cremento en su constante de disociaci6n con la antimicina A, ya 

que este inhibidor se une más firmemente a las part1culas oxida

das que a las reducidas (23,27). 

Una segunda explicación podria ser sencillamente, que las 

particulas submitocondriales de las mutantes respiratorio-defi

cientes, resultan más fácilmente reducibles, debido precisamen

te a la baja cantidad de citocromo b presente . 

5. CONCLUSIONES: 

Se caracterizaron dos mutantes respiratorio-deficientes de 

!S.· lactis , las cuales se asemejan a las mutantes "petite" de s. 

cerevisiae, en su incapacidad de crecer en sustratos no fermen

tables como única fuente de carbono, y por formar pequeñas col~ 

nias t 1picas de las mutantes "petite", en medio completo con 

~lucosa. Estas mutantes tienen aparentemente, un DNA mitocon

drial normal con una pérdida de algunos componentes del aparato 

respiratorio. Se observ6 una herencia tipicamente Mendeliana, 

segregando el carácter de la mutaci6n en una proporci6n 2:2, 

por lo que se determinaron como mutaciones nucleares ("petites 

segregaciona1es") . 

A continuación se presenta una tabla en l a que se resumen 

los resultados obtenidos en la caracterización de l as 2 mutantes: 
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TABLA 5 , 1. CARACTERISTICAS DETECTADAS EN LAS CEPAS BAJO ESTUDIO. 

CEPAS: KT13 VTN8-1D VTN14-1E 
(progenitora) (mutante) (mutante) 

CRECIMIENTO EN: GLUCOSA + + + 
GLICEROL + 
ETANOL + 
LACTATO + 

MARCADOR DE AUXOTROFIA Arginina Arginina Arginina 

NATURALEZA DE LA MUTACION DE Nuclear Nuclear INCOMPETENCIA RESPIRATORIA 

TIEMPO MEDIO DE GENERACION EN 110 min. 120 min. 210 min . MEDIO COMPLETO + GLUCOSA 

CONSUMO DE 02. CELULAS COMPLETAS 152.3 80. 8 99.S 
(n!omos o2/mg peso seco/min) (100 %) (s3.1 %) (6S.3 %) 

CONSUMO DE o2• MITOCONDRIAS AIS- 1S1.5 83.4 91.3 
LADAS (nátomos o2/mg prot./min.) (100 %) (SS.O %) (60.3 %) 

CITOCROMO b 19.3 X 1016 5.2 X 1016 6:S X 1016 
(No. de moléculas/mg proteina) 

CITOCROMO aa3 ++ +- +-

CONCENTRACION MEDIA INHIBITORIA o.12s o.so 0.10 
(urnol. KCN/mg. peso seco) 

Las curvas de crecimiento y la medici6n de l a respiraci6n, 

muestran una marcada deficiencia en re1aci6n a su progenitora, -

siendo su consumo de oxigeno de 55 y 60 % para cada mutante, va

lores que resultan ser muy elevados considerando la disminuci6n 

que presentan en el máximo de absorci6n de los citocromos aa3 y b. 

Al innibir el consumo de oxigeno con cianuro, mostraron alg~ 
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nas diferencias en la concentraci6n requerida para inhibir el 50% 

ae la respiraci6n , pero en todas ellas se logra alcanzar el 95 % 

de inhibici6n consider!ndose como compl eta, ya que no todo el ox.!, 

geno consumido es utilizado en la respiraci6n. 

Se observaron asi mismo, marcadas variaciones en la concen

traci6n media inhibitoria, al tratarlas con ant imicina A, lo cual 

sirvi6 para aproximar la concentraci6n de citocromo b prP.sente en 

cada cepa mutante, siendo de 26.88 % y 33 . 75 % en re1aci6n con la 

progenitora. 

La determinaci6n de la captaci6n de antimicina A por part1-

_cUlas submitocondriales, se corrobor6 con la deficiencia en cito 

cromo b, presentando un aparente incremento en sus constantes de 

disociaci6n con la ant imicina A, disminuyendo de este modo, la a 

finidad de su sitio de uni6n. 
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DNA 
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SD 
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YPA.D 

YPJ.E 

YFAG 

YPAL 

6. A B R E V I A T U R A S 1 

Adel'IOsín difosfato 

.t.áenosfn trifosfato 

Adenosin trifosfatasa 

Acido desoxí:c:ibonucleico 

Acido desoxixrioonucleico m.i. tocond'!'ial 

Acido etilendi8l:lir.o tetra.cético 

Medio u:!nimo con glucosa 

Medio mínimo con glucosa, áóidos grasos y esteroles 

N-metil-N'-nitro-N-nitroso guanidina. 

Nicoti.naclida-a.d.enin-dir.ucleótido y s~ forma reducida 

Acido !'ibonucleico 

Acido ribonucleico de transferencia 

t.:ed.io sintético con glucosa 

Tris hidroxioetil aminometano 

t.:edio co.cpleto con glucosa 

?.:edio completo con et8l'101 

Medio coraPl.eto con glicerol 

lí.edio co:npletc con lactato 
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