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1. INTRCDUCCION

Desde las primeras investigaciones sobre la obtencidn de e-
nergia a partir de glucosa, se creyd que habia dos maneras median
te las cuales podia metabolizarse la glucosa para proporcionar e-
nergia en las células heterbtrofas: una anaerobia, denominada aho
ra en general glucdlisis, que permitia que la glucosa se metaboli
zara en ausencia de oxigeno, y otra aerobia, en la cual se utili-
.zaba oxigeno y producfa mucha mé&s energia que la anaerobia. Con-
forme se aprendia mis se puso de manifiesto que aunque existen cé
lulas con ambas rutas catabblicas, no hay alternativas colatera-
les como se creyd al principio; més bien las dos vias estén arre-
gladas en serie, y la anaercbia precede a la aerobia. Ahora se a
cepta que todos los organismos heterdtrofos obtienen fundamental-
mente su energia de las reacciones ‘de éxido-reduccibn; es decir,
aquellas en las que los electrones son transferidos desde un com-
puesto, el donador electrbdnico, o agente reductor, a un aceptor e
lectrbnico, el agente oxidante. Los organismos aerbbicos obtie-
nen la mayor parte de su energia de la respiracibn, que se define
cono la oxidacidén de los combustibles orgénicos por el oxigeno mo
lecular; el oxigeno actua, por tanto, como el aceptor electrbnico
final en 1la respiracibn. Los heterdtrofos anaerbdbicos obtienen
también la maycr parte de su energia de las reacciones de dxido-
reduccibn, pero en este casc, en el prcceso ce Fermentacibn, los
electrones pasan desde un intermediario orgénico producido en la
degradacibén del azficar, el donador electrdénico, hasta otro inter-
mediario orgénico, que actfia como aceptor electrdénice. En los pro

cesos de fermentacibn anaerbbica, sin embargc, no se produce una



oxidacibn total del combustible (19).

Los organismos anaerbdbicos facultativos, por otra parte, pue
den vivir bien, tanto en ausencia como en presencia de oxigeno.
Cuando viven anaerbbicamente, obtienen energia de un proceso de
fermentacibén. Cuando lo hacen aerbbicamente, degradan su combus-
tible de igual modo mediante la ruta anaerbbica, pero después oxi

dan los productos de aquella a expensas del oxigeno molecular.

La capacidad de oxidacidn de las sustancias nutritivas, no es
un atributo Gnic¢o del citoplasma; més bien es una funcibn delegada
a los organelos membranosos denominados mitocondrias. Se sabe ac
tualmente que las mitocondrias, presentes en todas las células eu
caribticas aerbbicas, son los centros donde se verifican; entre o
tras, las reacciones del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos, del
transporte electrénico y de la fosforilacibn oxidativa. Poseen u
na membrana externa lisa y otra interna con invaginaciones que for
man pliegues llamades crestas, y una matriz interior rica en pro-
teina. Ambas membranas difieren en composicién quimica, permeabi
lidad y contenido enzimético. Las enzimas del transporte electrd
nico y de la fosforilacibn oxidativa se hallan localizadas en la
membrana interna, mientras que las del ciclc le los Acidos tricar
boxilicos se hallan en gran parte, en la matriz (77). 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 aqui que las mitocondrias posean mediocs para tener un

grado considerable de existencia independiente.

Un tema de gran interés al respecto lo constituye la identi-
dad de las proteinas sintetizadas por las mitocondrias, pues se
dispone de muchos datos reveladores de que la gran mayoria de las
enzimas y proteinas mitocondriales son especificadas por los ge-

nes de los” cromosomas nucleares, y sintetizadas en los ribosomas



extramitocondriales. E1 DNA de las mitocondrias codifica al rRNA
mitocondrial y a sus RNAs de transferencia, dejando solo a una pe
quefia cantidad de DNA mitocondrial la funcibn de codificar para
algunas proteinas. Se sabe que el DNA de las mitocondrias lleva
la informacibn 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 anaerdbicas facultati-
vas y pueden vivir flcilmente dependiendo solo de la fermentacidn
si sus mitocondrias son defectuosas, la biosintesis y la asocia-
‘cibn de determinados componentes mitocondriales pueden ser estu-
diadas en mutantes de células de levadura en 1los que una u otra
proteina mitocondrial especifica sea defectuosa. De este modo E
phrussi en 1949 descubrib la herencia citoplésmica en mutantes
“petite” de levadura (lesibn pleiotrbpica a nivel de DNA mitocon
drial que provoca una deficiencia respiratoria), lo cual marcd
el inicio de un periodo, en donde el DNA mitocondrial ha sido ob
jeto de numerosas investigaciones. Durante los afios subsiguien-
tes al descubrimiento de Ephrussi, las mutantes respiratorio-de-
ficientes de levadura y Neurospora fueron caracterizadas genéti-
camente y hasta cierto grado bioquimicamente; por otra parte, Ri
zet en Francia y Jinks en Inglaterra, trabajando cor Fodospora y
Aspergillus respectivamente, descubrieron una variedad de nuevas
formas de herencia citopldsmica. Desafortunadamente, el excelen
te anflisis genético llevado a cabo por estos investigadores no
estuvo acompafiado de observaciones bioquimicas; asi pues, en la
mayor parte, continuamos ignorantes hoy en dia de la naturaleza
de los elementos genéticos citoplasmicos involucrados, ain cuan-
do trabajos recientes sugieren que se deben a alteraciones en el
DNA mitocondrial (16).

El DNA mitocondrial, sin embargo, es pequeiio y solo puede a
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lojar genes para un nimero limitado de protefinas. E1 citocromo

b, la citocromo oxidasa y la adenosin trifosfatasa sensible a o-
ligomicina, fueron desde un principio considerados como posibles
candidatos de proteinas codificadas intramitocondrialmente. Se

comprobd asi que la causa de la deficiencia respiratoria, en mu-
tantes de hongos, debida a la pérdida de estas enzimas, era here
dada mitocondrialmente (31). Asi pues, las mutantes respirato-’
rio-deficientes ya sea, por una alteracibn a nivel de DNA nucle-
ar o mitocondrial, pueden ser utilizadas eficazmente como herra-
mienta en la dilucidacién de los elementos genéticos involucra-

dos en la sintesis de protefnas de origen bigenbmico.

El objetivo de este trabajo de tesis es caracterizar bioqui
micamente dos mutantes nucleares respiratorio-deficientes, aisla

das de la levadura Kluyveromyces lactis por mutagénesis con N-me

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

su grado de lesibn.

2. GENERALIDADES:

2.1. Kluyveromyces lactis COMO SISTEMA MODELO DE ESTUDIO:

El esfuerzc intenso que se ha dedicado al estudio de todos
los aspectos, tanto genéticos como metabblicos del procarionte

Escherichi coli, es una de las principales razones del progreso

tan rdpido en las filtimas décadas, de la biologia molecular. Ac
tualmente se presta una atencibn semejante a uno o mis tipos de
células eucaribticas, principalmente a los més simples como la
levadura. A Hay varias razones que dictaminan este enfoque, sien-

do una de ellas, que estos organismos contienen ciertamente mu-



cho menos DNA que las células humanas, y al escalar filogenética-
mente desde E. coli hasta levaduras o Aspergillus solo se advier-
te un relativo pequefio incremento en la complejidad genética (30)
Una segunda razbn, y tal vez la mls importante, es la Ffacilidad
con la que se puede aplicar el anflisis genético detallado en le-
vaduras. Asi pues, K. 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 asf{, por el tamafio 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 funcibn
absolutamente indispensable en este tipo de levaduras, dado que
Bulder (1963) sugirib 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" més estudiada en rela
cién al DNA mitocondrial ha sido K. lactis, ya que es un organis-
mo unicelular con un ciclo vital breve que comprende estadios ha-
ploide y diploide con una etapa de conjugacibn en la que dos célu
las de sexo opuesto: a yo, se fucionan para dar un cigoto, a par
tir del cual emergen cuatro ascosporas, las cuales se pueden als-

lar f4cilmente y mantenerse en su estado haploide (Figura 1.).

Por estas y otras caracteristicas, Kluyveromyces lactis ha

demostrado ser una herramienta muy Gtil en el estudio de la biogé

nesis de protefnas mitocondriales y del DNA mitocondrial.
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2,2, CLASIFICACION DE LAS MUTANTES RESPIRATORIO-DEFICIENTES:

Las mutantes "petite" de levadura poseen una velocidad de cre
cimiento disminuida, debido a la ausencia de diversas enzimas res
piratorias esenciales y pigmentos asociados a la transferencia de
electrones, incluyendo el sistema succinato oxidasa, el sistema
citocremo oxidasa (asociado con los citocromos a y ag) y el cito-
crcmo b. Las células "petite" poseen mitocondrias con distintas
clases de anormalidad dependiendo de la mutante, se ha visto tam-
bién, que el DNA mitocondrial en estas mutantes esté ausente o con

siderablemente alteradc (15).

El anflisis de tétradas procedentes de cruzas de las cepas
"petite" con la silvestre, revela tres clases de comportamiento
genético (15). El primer tipo, que presentan las llamadas "peti-
te segregacionales", estd caracterizado por la formacibn de un di
ploide respiratorio-competente, que da despufs de la meiosis una
segregacibén de mutantes contra silvestre de 2:2 en cada tétrada
(Figura 2.). El comportamiento que muestran estas cepas "petite"
es debido a una mutacibn en cualquiera de 9§ genes cromosdmicos.
Los otros dos tipos llamados '"neutral" y "s oresor", muestran he-

rencia extranuclear (26).

En el caso de "petite neutrales", los diploides formados en
la cruza con la silvestre, son nuevamente respiratorio-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 mutacibn esponténea usual), tanto
durante la propagacién vegetativa como después de generaciones -
sexuales. Tal comportamiento indica una alteracibn genética ex-
tracromosébmica (15), y en la actualidad se sabe que las "petite -

neutrales” son aquellas que casi no tienen mtDNA.

En la mutacién "petite supresora", los cigotos procedentes
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de la crvza con la cepa silvestre, puede coriginar, dependiendc del
nivel de supresividad de la mutacibn, una progenie de tipc "peti-
te" o una mezcla de células "petite" y normales, esto se debe a
que pueden existir cigotos respiratorio-ccmpetentes y del tipo 'pe
tite", los primeros originarén diplcides que esporulan segregando
el caracter mutante 0:4, mientras que los segundos pueden produ-

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

TABLA 1. NOMENCLATURA Y HERENCTA DE LAS DIFERENTES
MUTANTES "PETITE".

GENOTIPO

NUCLEAR MITOCONDRIAL mtDNA HERENCIA

SILVESTRE: PET et Normal - -

PETITE VEGETATIVA:

NEUTRAL PET e° Ausente No Mendeliana

SUPRESORA PET o Alterado No Mendeliana

PETITE SEGREGACIONAL: pet et Normal - Mendeliana
DOBLE MUTANTE : pet e° o e~ Ausente o
alterado

La obtencién 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 sitoplésmico requeridec para la respi-
racibn. Las células normales; es decir, las respiratorio-compe-
tentes fueron designadas Gﬁ, las "petite vegetativas" e~ ¥y las '
cepas "petite", con un DNA mitocondrial ausente, las cuales son

siempre neutrales, fueron designadas €° por Linnane y colaborado



10

res. Todas las demis mutantes con un DNA mitocondrial normal (Gf)
pero con un fenotipo "petite" fueron denominadzs "pet" (mutantes

"petite" de origen nuclear)(16).

2.3. ESTUDIO DE CITOCROMOS EN MUTANTES DE LEVADURA:

Mutantes, especificamente de levadura, han sido usadas am-
pliamente en la investigacibn, no solo de la ruta biosintética

sino también de la regulacibn diferencial de los citocrecmos (20}

Aparte de las mutantes que tienen lesiones bioquimicas es-
pecificas en la sintesis del anillo porfirinico que afecta la se
cuencia biosintética de todos los citocromos, han sidc obtenidas
otras mutantes con deficiencia o alteraciones en 10s ccmponentes
proteicos, o bien con una alteracidn en el sitic de unidn a la

membrana mitocondrial (21).

Tipicamente exister mutantes respiratorio-deficientes de
levadura, alteradas en los citocromos aaz, b y aln en el ¢, -
sin corsiderar si se trata de mutaciones citoplésmicas o nucle
ares. Otras mutantes respiratorio-deficiertes de levadura han
sido repcrtadas con deficiencia en el citocromo a, pero nc en
los citocromos b y ¢, o bien con un decremento en el citocramo
c, con una catidad normal de citocromos a y b (Sherman y Slo-
nimski, 1964). MNo todas las mutantes respiratorio-deficientes
tienen un sistema de citocromos alterado (20)}. Una mutante en
fosforilacibn oxidativa puede tener un espectro de citocromos
normal cuando se crece en medic completo con glucosa como fuen
te de carbono, pero en medio minimo, el citocromo aa,; por ejem
plo, estd relativamente disminuido, no asi ¢1 b o el c¢. La al
teracidn en citocrcmos er mutantes respiratoric-deficientes,
puede ser la consecuerncia de otras deficiencias en la célula.
Una mutante puede tener una mitoccndria aberrante, deficiente

tantc en crganizacién de la membrana interna, comc en la unidn
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de las enzimas de la cadena respiratoria a la membrana mitocon--

drial (20).

En levadura, alguras mutacicnes sencillas en genes rucleares
causan desaparicibn del pico de absorcibn del citocromo b y aaz a
compafiadas por otras deficiencias mitocondriales, Hace algunos
aflos, Sherman y Slonimski reportaron la existencia de mutantes cro

mosbmicas respiratorio-deficientes en Saccharomyces cerevisiae:

con miltiples deficiencias en citocromos. Subik y colaboradores
describiercn una mutante nuclear deficiente en los citocrumos b y
aay en adicibn a la pérdida de la sensibilidad a la oligomicina
de su ATPasa mitocondrial. Ellos propusieron que estos efectos
pleiotrbpicos fueron el resultado de una sintesis de proteinas mi
tocondriales deficiente. Mutantes similares Ffueron reportadas en

Schizesaccharomyces pombe por Goffeau (1973), quien también des-

cribid otra clase de mutantes nucleares con deficiencia mfltiple
en citocroros, acompafiadas por una pérdida total de la actividad
de la ATPasa mitocondrial. Una mutante de S. cerevisiae con alte
raciones similares, fue igualmente descrita por Ebner y Schatz -
(1973), quienes demostraron una sitesis protefca mitocondrial fun

cional perc anormal en ecta cepa respiratori -deficiente (21).

Todas las mutantes nucleares pleiotrdpicas respiratorio-defi
cientes, han sido genéticamente analizadas, observindose que son
producidas por mutaciones en un solo gen. De este modo, tendrian
que ser el resultado de uvna modificacibn primordial en el proceso
central del contrcl de la expresibn de diversas proteinas de la -
membrana interna mitccondrial. Las actividades modificadas en la
mayoria de las mutantes nucleares pleiotrbpicas respiratorio-defi
cientes son los citocromos aas y b, asi como la ATPasa sensible a
oligomicina, 1o cual resulta particularmente interesante, pues son
exactamente las mismas actividades controladas por el DNA mitocon
drial (21). Ya que las proteinas ribosomales parecen estar codi-

ficadas en su mayoria por el nficlec, la falta de alguna de estas



12

proteinas tendria que alterar forzosamente la sintesis de protef-

nas en la mitocondria.

2.4. GENERALIDADES SOBRE CITOCROMOS:

Los citccromos son definidos como "hemoproteiras cuys princi
pal funcién btioldgica es el transporte de electrcnes y/o hidrbge-
nos en virtud de un cambio reversible de valencia de su grupo fe-
rro-pcrfirina" (20). Algunas se hallan localizadas en la membra-
na mitocondrial interna, dende actfian secuencialmerte para trans-—
‘pertar los electrones originados en varics sistemas de deshidroge
nasas, hasta el oxigeno molecviar. Otros citocromos se encuen-——
tran en el reticulc citoplésmicc, en el que desempefian un papel en
las reacciores de hidroxilacidn especializadas. Todcs ellos expe
rimentan cambios reversibles de valencia Fe(II) - Fe(III) durante
sus ciclos cataliticcs. Sus formas reducidas no puecdern ser cxida
das por el oxfgero molecular, ccr excepcibr del citocrcmo termi-
nal de la respiracibn mitocondrial, es decir, el citocromo a; o -
citocromo ¢ oxidasa, que también corntiene cobre intimamente unido
a &1, En la memhrana interna de las mitoccndrias, cuya cadenz res
piratoria se ha estudiado de modo més completo, se han identifica

do, por lo mencs, cinco citocrcmos: b, ¢q, ¢, a y ag (21).

Actualmente muchos bioquimicos scstienen que 1z principal fun
cibn de los citocromos, es la transferencia de electrones hasta
el oxigerc molecular er Ja caderz recspiratoria, lo cual estd ec-
trechamente relacionado con la conversibn del adencsin cdifosfate
(ADF) mAs f£6sforo incrgénico a adencsin trifosfato (ATP) en el

proceso llamado fosfor lacién oxidativa (20) (Figura 3. ).
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FIGURA 3. Cadena respiratoria en mitocondrias. Se muestran los puntos de entrada
de electrones procedentes de varios sustratos, asi como los centros de
inhibicidn del transporte electrdnico y los centros probables de con-
servacién de la energia en forma de ATF (18; tomado rarcialmente).

2.4.1. Citocrcmo aag:

La citocromo oxidasa juega una funcibn fundamental en la vi-
da aerbbica de los organismos; el 90 % de todo el oxigeno respira
do actua come sustratc para esta enzima. Se manifiesta como una
mezcla de propiedades de diversas metalcproteinas, las cuales tie
nen funciones tanto de transporte como de &xido-reduccién. E1 es
tudio de la biosintesis, estructura y modo de accibn de este com-
plejo enzimltico es atractivo para la bioquimica, bicfisica y ge-

nética (7).

La fupcibn bioldgica fundamental de la citocromo oxidasa es

relativa a su capacidad de activar el oxfigenc molecular, el acep
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tor electrbnico terminal del metabolismo oxidative (7).

La erzima cataliza la reaccibr:

2+

41" + 0, + 4cit ¢t — o 2H,0 + 4cit 3¢

Pasc terminal en la serie de reacciones de bxido-reduccibn
involucrada en la respiracibn celular para la sintesis de ATF. La
enzima actua como acoplador entre el donador de un electrén (cit.

c) y €l aceptor de 4 electrones (0,).

La ernzima es tarbién crucial en la produccibn de energfa, -
siendo un sitio tradicional de cintesis de ATP, comc se observa

en la figura 3.

La citocromo ¢ oxidasa, es una proteina de membrana compues-
ta de diversas subunidades. La proteina purificada de eucariontes
contiene 7 subunidades, con pesos mcleculares desde 5 00C hasta
36 000 d. (20). La secuencia de aminolcidos de las subunidades
muestra que alguras de las caderas polipeptidicas estérn ccmpues-
tas por restcs muy hidrcfbbicos seguidos por secciones de polipép
tidos muy hidrofilicos. Pruebas quimicas mediante solventes espe
cificos, mostraron que algunos de los polipéptidos mayores cruzan

la bicapa de la membrana mitocondrial interna, mds 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 transpor
te de las diferentes subunidades o sus precuscres, y el ensamble

de la oxidasa, esti siendc estudiadc.

La funcidn de las svtunidades pequeflas en eucariontes es in-
cierta, particularmente en vista de que ce ha encortrado gue la

citocromo coxidasa de Paracoccus deritrificans, est& consrituida de

colec dos subunicades, an&logas a las subunidades I y II (36 y 230
d.), sin embargo es posible que la subunidad IIJ (21€00 é) se pier

da durante la preparocibn (7). Se sabe que la citccrome cxidasa
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contiene 4 centrcs metllicos por morbmerc, dos de lcs cuales son
ferro-hemc y dos icnes de cobre, situados muy prcbatlemente en -

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

2.4.,2, Citocromoc b:

El citccromo b fue purificado por primera vez, en 1956, por
Sekuzu y Ckunuki, que encontraron que el monbmero tiene un peso
molecular gque se aproxima a 28 000 d. Igual que lcs citocromos a
y ¢, (a diferencia del citocromo ¢), presenta una fuerte tendencia
a polimerizarse esponténeamente y a fcrmar complejos estequiomé-

tricos con la protefina "estructural" de Criddle (1%62)(11).

La forma dimérica del citocromo b, censiste de dos polipépti
dos de igual tamafio aproximadamente, cada uno de los cuales con-
tiene un protokemo. Este caracter dimérico del citocromo b, ha
sido muy discutido, detidc a que en preparaciones purificadas so-

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

La posible existencia de tres especies de citocromo b en mi-
teccendria de euwcariontes, ha sido sugerido por las diferencias ob
servadas en la reducibilidad de ccmponentes con tandas de absor-
cibn en tres regicnes espectrales del citocrome b reducido, con u
na banda-cc de méxima absorcibr en las regicnes de 558, 562 y 566
nm. respectivamente, cuando se determiran a temperatura ambiente
(5. 9, 22).

El citocromo b tipico reducido por succinato, fue identifica
do con el pico ée absorcibn a 562 nm.; mientras que las especies
cor. picos de abscrcidn a 558 y 566 nm. (b6 565 nm,) son reducibles
pol succinate solo en presencia de ATP ¢ de antimicina (10), por
lo gque se concluyd que €l ATP tiene un efecto ecspecifico en estes
citocromos y se propusc que se les llamara bg (Transduccibn de e-

nergia), distinguiéndcse el citocrome b-562 llamade bK’ el cual
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no estd inveolucrado en las reacciones de energizacibn (27).

La funcibn de estas dos formas del citocromo b, no esti cla-
ra tedavia, avnque se kha postulado que el citocromo bT funciona
en el mecanismo de trarsduccibn de la energia durante el transpor
te electrbnico., Hanns Weiss en 1976 (31), sugiers que la heno——
protefina dimérica puede proporcicnar las bases moleculares para -

las dos especies, funcionalmente diferentes, de citocromo b.

Ya que el citccromo b, representa el puntc de contacto entre
la cadena de citocromecs y las distintas flavoprcteinas, los meca-
de transferercia de erergia en los que est& implicado, son comple

.jos y no han sido todavia completamente revelados (11).

2.4.3. Citocromo c:

El citocromo ¢ se ha distinguidc desde el principio, debido
a que es fAcilmente extraido por &cido ¢ sal y por resistir la
desnaturalizacibén; por lo tanto muy pronto, hacia 1930, pudc ser
purificado por Keilin; se cristalizd en 1955, y fue examinado en
la forra moncmolecular por microsccpia electrénica por Levin en
1962 (20). Este citocromo es una prcteina muy bésica, de pesomo
lecular relativamente bajo (aprcx. 13 000 d.) que ccntiene un gru
po hemo; prob&ndose que la oxidacibr o reduccibr del citocromc ¢
da lugar a cambios en la configuracibn tridimencional de la molé
cula (11).

En 1940, Yakushiji y Okunuki enccntraron que el punto méxi-
mo de absorcibrn del citocrcmo ¢ a 550 nm. poéia seperarse en dos
componentes, unc de los cuales terfia su auténticc punto miximo a
553 nm. Esta observacibn condujo al reconocimiento de un nuevo
citocromo, normalmente llamado cq. Ambos tipos de absorcién se
sncuentran muy prbdximos entre si, sugirierdc que los dos tienen

seme jarzas estructurales (11).
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Hoy en dia, la estructura del citocromo ¢ de eucariontes y
de algunos otros organismos, es una de las estructuras proteicas
mejor ccnocides, rivalidandc con la hemcglobina en este aspecto,
pero extendida a un campo biolbgico mucho mis extenso, pues se ha
empleadc para estudiar la divergencia evolutiva de diferentes es-
pecies. El establecimiento de la secuencia aminodcida, la estruc
tura primaria, ha llegadc 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 répidamente esta-

blecida como es el caso de la mioglobina.

2.5. EL CIANURC COMO INHIBIDCR RESPIRATORIO:

No obstante de que se han realizado muckos trabajos sobre la
inhibicibn con cianurc, nuestro conocimiento de estas reacciones,

es mAs bien insatisfactorio. E1 cianuro no parece combinarse con

a2+ o a3+, perc se combina con ambos a%+ y a§+. De este modo, el
cianurc disminuye considerablemente la reduccibn de a%+ pero no

+ = ; g
de a3*. m1 efecto inicial del cianuro en el espectro férrico de

aag es pequefio, lo cual fue confirmado por Camerinc y Xing (1966)
quienes descubrieron un cambic lento de la bLanda de Soret en incu
bacibén con cianuro, siendo confirmado por Geyer y Lemberg, y con-
siste en un corrimiento a una longitud de onda distinta, dando un
méximo de absorcibn a 427 nm. Se ha sugerido que el cianvrc com-
binadc sclo ccn el heme a, es discciable por medios fisicos tales
como didlisis, y que el corrimientc irreversible del méximo de ab
sorcibn en la banda de Soret es debido a un compcnente no disocia
ble del cianuro con algln ctro sitio, probablemente el cobre (20)
Evidencias recientes afirman que el cobre =3 un sitio de wnibn al
ternativo; sin embargo estc afin nc ha sido confirmado y existen

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

los dos Atomos de cobre de la citocromo coxidasa, que dan sefiales
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de resonancia de espin electrérico (7), catalizan la transferen-
cia de electrones desde el hemo a, al oxigeno. Asi pues, el cia
nurc inhibe la recxidacién del citocromo a4 reducidc por el oxi-

geno.

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

La antimicina A, fue primero identificada por Leten y Keitt
como un fungicida producido pcr una especie de Strertomyces (4).
Fue aislada en fForma cristalina por Strong y cclaboradores y por

Nakayama (27).

El poder inkibitorio de la antimicina en la cadena respira-
toria fue primerc observado por Ahmad, et al. Posteriormente Pot
ter y Reif mostraron su efecto, concluyendc que la antimicina A
bloquea el paso de electrcres. Esto fue confirmadc por Chance,
quien encontrd que en presencia de sustrato, aire y antimicina A,
21l citocrom b queda reducidc, mientras que 1los Citocromcs C y aa,
permanecen oxidados. Mas tarde, cuando fue establecida la fun-
2ibn del citocromo cq en la cadena respiratoria, Keilin y Hartree
(1955) localizercn el sitio de accibn de la antimicina A mls pre-
risamente entre los citocromcs b y o (27). La localizacién de
la accibn de la antimicina A, fue confirmada por estudios con la
QHp-citocrome ¢ bxido-reductasa aislada (Complejo IIL)(22). Ries
«e mostrd que la inhibicibn total de la actividad enzimitica del
complejo b-cq se logra con una molécula de antimicina A por ina

de citocrcmo cq y dos moléculas de citocromo b (2).

La artimicinz A es una mezcla de por lo meros cuatrc Compo-
nentes de estructura estreckamente relacionada. Es poco soluble
er. agua y usvalmente se afiade a las mitoccndrias o prparaciones
nitocordriales en sclucién alcohblica, en la cual muestra vna ban
da méxima de abscrcibn a 320 rm., de 4.8 mM'Tcn'j, siendo usado eg

te coeficiente de extincibn para determirar la corcentracibn de
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las soluciones "stock" de antimicina (27).

La sclucibn alccholica de antimicina A, fluoresce con un -
mAximo aparente de excitacibn en el espectro a 350 nm.. La flug
rescencia se incrementa cuando la antimicina se une a la sero-al
bfimina, la cuval tiene un sitio de unibn para la antimicina A, can

una constante de disociacién de 0.12 uM (27).

La inhibicibn ccn antimicina A se revierte por adicibm de
serc-alblmina, o por extraccibn con éter, con este ltimo se pro
duce la restauracién casi ccmpleta de la actividad enzimAtica,
liberé&ndose aproximadamente la mitad de la antimicina de las par
tfculas submitocondriales, independientemente del grado de inki-
bicién. Por otra parte, la antimicina A se une mucho mis firme-

mente a las particulas respiratorias que a la serc-albfmina (27)

Estas observaciores sugieren que hay dos tipos de sitios de
unién de la antimicina A, a las particulas submitocondriales, di
firiendo en accesibilidad al éter. Ambos sitios son simulténea-~
mente saturados con la misma cantidad de antimicina A y con cons
tantes de uribn iguales. Esto podria estar relacicnado a 1lc en-~
contrado con €l ATP y la antimicina A (Ver £.4.2.)(12), que afec
ta a aproximadamente la mitad del total de citocromo b (bTJ.
Slater ka sugerido una dcble localizacibn del citocromo b en la

membrana mitoccndrial interra (27).
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3. METODOLOGIA:

3.1. DELINEAMIENTC DE LA ESTRATEGIA METODOLOGICA:

A partir de la cepa KT13 de Kluyveromyces lactis, procedente

del cepario existente en el laboratorio, con un requerimiento de
arginina como marcador de auxotrofia, se lograron las dos mutan-
tes respiratorio-deficientes empleadas en esta tesis. Las mutan-
tes fueron obtenidas por el M.C. Valentin Mendoza R. por mutagéne

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

De este modo, la seleccidn de las mutantes "petite", estd da
da por su incompetencia respiratoria; es decir, por su incapaci--
cad de generar energia a partir de sustratos no fermentables como
tnica fuente de carbono, en virtud de poseer una mitocondria Ffun-
cionalmente deficiente. Asi pues, con el fin de estimar la alte-
racidn producida en la funcidn de dicho organelo, se investigaron
tanto en las mutantes como en la progenitora, caracteristicas co-
mo velocidad de crecimiento, capacidad respiratoria, estudio es-—
pectral de citocromos y comportamiento ante inhibidores especifi-

cos de l1la 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

KH, PO, 2.62 g.
KzHPOq 7.00 g.
H50 1000 ml.

b) Amortiguador de fosfatos 0.2 M, pH 4.5
m2PG4 2572 g
Agua bidestilada 100 ml.
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c) Amortiguador de resuspensibdn de mitocondrias, pH 7.4
Tris 13.0 mM

Manitol 0.3 M
Sorbitol .27 M
EDTA 0.7 mM
Albfmina bovina 6 mg./ml.

Aforar después de afiadir la albfimina tratada con car-

bén activado.

d) Medio para molide de mitocondrias, pH 6.8

Manitol 0.6 M

Hepes 0,5 g./%:
+ AlbGmina bovina 6 mg./ml.

EDTA 36.6 mg./ml.

Agitar para disolver y ajustar el pH con Tris.

e) Medio de preparacibén o lavado para mitocondrias
Medio de molido sin EDTA.

£) Medio para respiracibén de Mitocondrias (Mezcla sufi-

ciente para 10 pruebas)

Manitol 0.8 M 19.5 ml.,
HqPO4-Tris 0.1 M, pH 6.5 3.0 ml.
KC1 1M 1.2 ml.

* AlbGmina al 5 % (sin &cidos grasos) 1.2 ml.
Etanol de 96 % o Succinato 1 M 0.45 ml.
Agua bidestilada 4,65 ml.
30.00 ml.

Generalmente se omite el sustrato (etancl o succinato)

y se agrega durante la medicién
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* AlbGmina bovina 5 mg./ml. libre de Acidos grasos.-
Para preparar esta alblmina usamos: Albumin, "bovine frac
tion V Powder", de Sigma Chemical Co, Se pesan 10 g. de
albGmina y se disuelven en 100 ml. de agua destilada con
5 g. de carbbn activado. Se baja el pH a 3.0 con HC1l 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
centracibn de 5 % (p/v).

g) Medio de molido para particulas submitocondriales pH 7.5
Sacarosa 0.25 M
Tris - HCl 50 mM

3.2.2. Medios de Cultivo:

a) Mezcla sin fuente de carbono para medios completos -

(YPA):

Extracto de levadura 1% (p/v)
Peptona de gelatina 1% (p/v)
Sulfato de adenina 80 ug./ml.

Agua destilada

b) Medio completo con glucosa (YPAD):
Dextrosa 2 % (p/v)
Mezcla YPA

c) Medio completo con glicerol (YPAG):
Glicerol 3% (v/v)
Mezcla YPA



d) Medio completo con etanol (YPAE):
Etanol absoluto 3% (v/v)
Mezcla YFPA

e) Medio completo con lactato (YPAL):
 Solucibn al 50 % de lactato
de sodio 2 % (v/v)
Mezcla YPA

£) Medio sintético con glucosa y aminodcidos (SD + aa)

Base nitrogenada de levadura

libre de aminoicidos (Pifco) 0.67 % (p/v)
Dextrosa 2.0 % (p/v)
Bacto-agar 2.0 % (p/v)

** Soluciones de aminoécidos:
Sulfato de adenina 20 mg./1.
L-uracilo 20 mg./l.
L-triptofano 20 mg./1.
L-histidina 20 mg./1.
L-arginina 20 mg. /1.
L-metionina 20 mg./1.
L-tirosina 30 mg./1.
L-leucina 30 mg./l.
Isoleucina 30 mg. /1.
Clorhidrato de lisina 40 mg./1.
Fenil-alanina 50 mg./1.
L-valina 150 mg./1.

#%¥x L-treonina 200 mg./1.
L-serina 375 mg./1.
Acido glutémico 100 mg. /1.
*#* Acido aspértico 100 mg. /1.

23
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x%%  Agregarlo después de la esterilizacidn.

x*#  Las soluciones de aminoécidos pueden o no adicio-
narse al medio segln se requiera, de este modo se prepa
ran medios con uno o varios aminolcidos; o bien, medios

completos con carencia de un amino&cido determinado.

g) Medio minimo con glucosa (MD):
Base nitrogenada de levadura
libre de aminofcidos (Difco) 0.67 % (p/v)
Dextrosa 2.0 % (p/v)
Agua destilada

h) Medio minimo con glucosa, Acidos grasos y esteroles

(MD - TE):
Tween 80 1.0 % (v/v)
Ergosterol 10 pg./ml.

Medio de cultivo MD
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3.3. PRUEBA DE CRECIMIENTO EN SUSTRATOS NO FERMENTABLES:

Se inicib la caracterizacibn de las mutantes, observando su
crecimiento en medios de cultivo conteniendo sustratos no fermen-
tables como finica fuente de carbono, de tal modo que cualquier al
teracibn o modificaciln en el funcionamiento adecuado de sus mito
condrias, traerd como consecuencia una falta de crecimiento en di

chos medios.

Cada mutante, previamente purificada, se suspendib en agua -
destilada estéril, y una gota de esta se colocd en placas con me-
dio completo (YPA) adicionado con distintos sustratos como finica
fuente de carbono. YPAD: medio completo + glucosa, YPAG: medio -
completo + glicerol, YPAE: medio comp. + etanol, e YPAL: medio -

comp. + lactato.

Se observaron 1os cultivos después de 48 y 72 horas de incu-
bacibn a 30 °C, reconociendo las cepas con incompetencia respira-
toria por su desarrollo lento en YPAD y por su incapacidad de cre

cer en el resto de los medios probados.

3.4. DETERMINACION DE MARCADORES DE AUXUTROFIA:

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 fnica
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 espe
cifico. Resulta FfAcil trabajar con este tipo de mutaciones (que
sirven para 'marcar a una cepa dada), para comprobar su presencia
tan solo se necesita hacer crecer el posible mutante tanto en au-

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

noécido, la cepa solo se desarrollarid en presencia de histidina,

Los marcadores de auxotrofia son importantes, no solo por su
ayuda en los estudios de cruzas y segregacibn, sino que ademds, -
contribuyen a eliminar la posibilidad de estar trabajando con una

cepa diferente a la esperada.

La cepa KT13, progenitora de las mutantes bajo estudio (VIN8
1D y VIN14-1E), tiene como marcador de auxotrofia a la arginina,
por lo que resultd necesario determinar si las mutantes respirato
rio-deficientes obtenidas, conservaban alin el mismo marcador. Pa
ra realizar esta prueba, se suspendieron las cepas en concentra-
¢ibn aproximada de 108 c&lulas/ml. en amortiguador de Ffosfatos 50
mM, pH 7.0. Una gota de la suspencibn se colocd sobre placas de
YPAD, MD (medio minimo + glucosa) y de los diferentes medios sin-
téticos preparados por adicibn de todos los aminodcidos menos uno
a medio minimo (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 selecciond para cruzar las cepas respiratorio-deficientes
cepas respiratorio-competentes de factor de compatibilidad y mar-
cadores de auxotrofia complementarios., En vista de que las mutan
tes respiratorio-deficientes de K. lactis tienen alterada su capa
cidad para cruzarse, se suplemento el medio de cruza con estero-
les y &cidos grasos no saturados (tween 80), ya que estos no se -
sintetizan en ausencia de oxfgeno. 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 razbn de 2 partes de células respiratorio-deficientes por u
na parte de células respiratorio-competentes. Las placas se incu
baron a 30 °C, haciendo observaciones al microscbpio a las 24, 48
72 y 96 horas, en busca de células cigbticas que por complementa-
cibn den lugar a diploides prototrbdficos, a partir de los cuales

se induce la esporulacibén, y de este modo observar las caracteris
ticas transmitidas a las ascosporas para poder determinar el ca-

racter de la mutaciém en base a su segregacibn (Ver 2.2.1.).

3.6. CURVAS DE CRECIMIENTO:

Resulta posible seguir el crecimiento de X. lactis, en base
a la densidad bptica observada en soluciones nutritivas liquidas,
Si se inocula un medio nutriente con un nfimero pequefio de cé&lulas
en divisién, provenientes de un medio anilogo, continuarin divi-
diendose a intervalos de tiempo constante, doblando su nfmero en
cada lapso, por lo que el nfmero de células aumenta exponencial-
mente. El crecimiento exponencial continua hasta que dejan de e-
xistir las condiciones nutritivas éptimas originales, pasando por
tanto a una etapa estacionaria en la que el unlimero de células de-
ja de aumentar. Se emplea frecuentemente la expresibn "curva de
crecimiento", para describir el aumento del nimero de células en
funcibébn del tiempo, la cual nos permite el célculo del tiempo me-—

dio de generacién de una cepa dada.

Asi pues, con el fin de determinar de que manera altera la -
mutacibén a la velocidad media de crecimiento, y permitir el cllcu
lo del tiempo medio de generacibn, se realizarid una curva de cre-
cimiento de cada una de las cepas, en base al incremento en la den
sidad éptica observada en medio liquido completo, graficandose u-

nidades Klett (640 - 700 nm.) contra tiempo.

Para esta determinacién se colocaron 50 ml. de medio 1iquido
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completo (YPAD) en matraces nefelométricos con capacidad para 250
ml. Los matraces se inocularon con volfimenes adecuados de una sus
pensién de células frescas, para lograr una concentracibn final

de 10% células/ml., incubando con agitacibén a 30 °C, y registran-
do la turbidez en un fotocolorimetro Klett-Summerson, provisto de
un filtro rojo {640 - 700 nm.). Las lecturas se efectuaron cada
60 minutos desde el tiempo cerc hasta el inicio de la fase loga-
ritmica, después de la cual se hicieron lecturas cada 30 minutos

hasta alcanzar la etapa estacionaria del cultivo.

3.7. MEDICION DE LA RESPIRACION:

El oxigeno molecular est8 directamente involucrado en las re
acciones de bxido-reduccién de la cadena respiratoria, debido a -
que funciona como el aceptor final de electrones en esta serie de
reacciones; asi pues, resulta evidente, que en condiciones norma-
les el consumo de oxfigeno de una célula, estard dado por la efica
cia de sus mitocondrias, es por ello que se pensd cuantificar el
consumo de oxigeno en cada una de las cepas tanto mutantes (VIN8-
1D y VIN14-1E) como progenitora (KT13).

Para realizar este estudio, se inocularon 25 ml. de medio YP
AD con la cepa en cuestibn, a una concentracién de 106 cé&lulas/ml
incubando con agitacibén a 30 °C hasta alcanzar la fase estaciona-
ria. Las células se recogieron por centrifugacibn a 2 500 rpm.du
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-
terminacién se llevd a cabo colocando de 20 a 40 microlitros; se-
gln la cepa, de una suspensibn 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 de solucidn de glucosa 117 mM,

Se midib también el consumo de oxigenc en mitocondrias aisla
das de cada una de 1las cepas, las cuales fueron obtenidas como se
describiré mds adelante (Ver 2.8.2.), Se realizd la medicibn, di
luyendo de 20 a 40 microlitros de la suspersidn de mitocondrias
en 3 ml. de medio para respiracibn de mitocondrias (Ver 3.2.1.) a
30 °C, utilizando como sustratc 0.45 ml. de succinatoc 1 M y para

el control respiratorio, 5 micrelitros de ADP 50 mM.

Para poder correlacionar el consume de oxigeno de las cepas
estudiadas, se determind la cantidad de proteina, por el método
de Lowry, de las suspensiones mitocondriales, y para el estudio
con células completas se obtuvo el peso seco de la suspensibn ce

lular.

3.8. ESTUDIC ESFECTRAL DE CITOCROMOS:

Debido a que la deficiencia respiratoria va generalmente a-
compafiada de alteraciones er uno o varios de los citocromos mito
condriales, un estudioc espectral de los mismes resulta de gran u
tilidad, aprovechandc la propiedad de cada unc de los citocromos
de exhibir bandas de absorcibn caracteristicas en su estado redu

cido. Para ello se utilizard un espectrofotémetro Aminco Dw-2ATH

3.8.1. Espectro Absoluto:

Para lograr este tipo de espectros, las mediciones de abscr
bancia son heckas con un solo monocromador en un rango de lengi-
tud de onda previamente establecido. El rayo de este monocroma-
dor pasa de manera alterna a través ce la muestra y la referen-
cia, la cual es pare éeste caso, vn "blancc" que elirina la turbi

dez de la muestra. La diferenciz en absorbancia entre la muestra
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y la referencia, es lo que registra el aparato.

Para la preparacibn de las muestras, primeramente se hace urn
cultivo de 24 horas en placas de YPAD incubancdo a 30 °C. Ccn es-
ta semilla se inoculan matraces nefelcmétricos de 25C ml. de capa
cicad con 50 ml. de medic 1iquido YPAD a una concentracibr de 106
células/ml., incubando ccn agitacibn a 30 °C kastz alcanzar ia e-
tapa estacionaria de acuerdc a la densidad bptica cbservada en ca
da una de las cepas. Las células se colectan por centrifugaciébn
de los cultivos a 2 500 rpm. durarte 10 minutcs a una temperatura
de 5 a 10 °C. Las células se lavan 2 veces, suspendiérdolas en a
gua destilada estéril y centrifugando nuevamente bzjo las mismas
‘condiciones. Se cuentan las células lavadas, ¥ se realiza la di-
lucibn adecuada para obtener una concentracibén de 1¢'0 célvlas/mL
Esta dilucibn se coloca en ura cubeta de 2 ml. de capacidad y se
afiade una pequefa cantidad (loque se toma con la punta de una es-—

patvla) de bisuvlfito de sodic comu agerte reductcr.

Se emplea como "blanco" una sclucibdn de lecke, preparada con
575 mg. de leche descremada Difco en 4.7 ml. de agua destilada, a
partir de la cual se prepara la dilucidn de leche mds apropiada
(generalmente 1:5) de acuerdo con la turticdez cbservada ern la mues

tra.

Se corre el espectro de absorcibn de citccromos er la mocdali
dad rayc dividido (Split beam mode) a un rango de lcngitud de cn-

da de 480 a 615 nm.

3.8.2. Espectrc Diferencial:

En el espectrc diferencial, al igual que en el abscluto, las
wedicicnes de absortancia sor hechas con un sclo rayc que pasa de
tanera alterra a través cde la muestra y la referencia. Sin ember

jo, en el espectro éiferercial, =e cbtiene un registrc en base a
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la diferencia de absorbancia de la muestra reducida contra la mis

ma en estado oxidado (referencia).

Con el fin de obtener uvna mayor resclucibn en el espectrc di
ferencial, se obtuvo el registrc a partir de muestras de mitocon-
drias a baja temperatura de cada una de las cepas bajo estudic,
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 1iquido YPAD y matraces Erlenmeyer de 2 litros de capacidad
con 500 ml, de medio 1fquido YPAD, -a una concentracibn de 106 cé—
lulas/ml., incutando en agitacibn a 30 °C hasta alcanzar la eta-
pa estacicnaria en base a la densidad bptica obserbada en los ma

traces nefelométriccs de cada una de las cepas.

Para cosechar las células se centrifuga en frascos de 250ml
de capacidad o mayores. Se elimina el medio de cultivo y se la-
van las células dos veces con agua estéril, y se elimina en lo

posible el agua.

Ccndiciones de centrifugacibn.- Se centrifuga a 3 000 rpm.
durante 10 minutos a una temperatura de 5 a 1C °C en una centri-
fuga refrigerada Sorvall RC-5B con un rotcr GSA con capécidad pa
ra 6 botellas de Nalgene de 250 ml.

Procedimiento para el molido de las células y posterior cbtencibn
de mitcconérias.- Las células usadas deben ser frescas, estc es
de rc mds de un difa de obtenidas, pues de lc contrario puede ocu
rrir que se contaminen ccn bacterias, Por cada 20 grames de cé-
lulas se afiaden 25 ml, de medic de molido, resuspendiendolas en
frio con un agitador de vidrio. Se mide el volumen obtenido y

se transfieren las células a dos frzscos de vidrio de boca ancha
y tapbn esmerilado de ur litro de capacidad, previamente manteni

dos en frio. Se agrega también un volumen igual de perlas de vi
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drio de 0.45 - 0.52 mm. de diametro, recomendadas para levadura.

Se procede ahora al molido de las células, para ellc se pue-
de utilizar un agitador mecénico que garantice un molido adecuadqg
en nuestro caso kemos utilizade un agitador marca Precision Scien

tific Co., que opera & 115 volts.

Se constata el grado de ruptura de las células, por observa-
ciones en un microsccpio de contraste de fases, para ello, 2 una
asada del molido se le adiciona una gcta de agua destilada, obser
vancose las células rctaes, obscuras y las no rotas, claras. Si
distinguimos aproximadamente el 50 % de las células rotas, pode-

mos entonces continvar el prcecedimiento.

El meclido lo pasamecs a un filtro Biichner con fibra de vi-
dric¢ adaptadc a un matraz Kitzsato, al cual se 1€ hace vacic pa-
ra retener las perlas y recuperar el molido. Se lavan tanto los
frascos como las perlas con medio de preparacidn o de lavado va-
rias veces hasta completar un volumen de 320 ml., suficiente pa-
ra garantizar que todo estl recuperado. Se inician entonces las

centrifugaciones.

Primera centrifugacibn.- Todc el molidr a 2 70C rpm. duran
te 15 minutos, se desecha el precipitado. Al decantar los tubos
hay que evitar en lo posible que pase a nuestro liquido sobrena-
dante una capa blanca que normalmente estéd separada del paquete

de células y que estl constituida por 1lipidos.

Segunda centrifugacidn.- £l sobrenadante a alta velocidad,

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

Tercera centrifugacién.- Todos los tubes son limpiades cui
dadosamente por dentro con ayuda de papel abscorbente, tratando
de eliminar en lo posible la capa de 1lipidos que visiblemente se
encuentra en las paredes de los tubos, cuidando de no absober el

"pelet", Se le agrega entonces mis o menos 2 ml. de medio de pre
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paracibén 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.

Cuarta centrifugacidn.- Todo el sobrenadante a 9 500 rpm. du

rante 15 minutos, se e€limina el sobrenadante.

Para garantizar que a nuestras mitoccndrias no les gueden 11
picog, por medic de ura pipeta Pateur adaptada a una trompa de va
cio, extraemos toda la capa lipidica que rcdea el "pelet", auxi-—

liandonos de papel absorbente si es necesario.

Manteniendc tcdos Jos tukos en hielc, tomamos abora 0.2 ml.
‘de medio de preparacidn y lo ponemos er €l primer tubo, lo sesus-—
pendemos y lo pasamos a otro tubo hasta aczabar con tcdos. Medi-
mos el velumen de nuestras mitocondrias y las guardamos €n conge-

lacibn.

Postericrmente se lleva a cabo la determinzcidn de proteina
de cada una de las muestras; pcr el métcdo de Lowry, y se diluye
hasta alcanzar una concertracibr aproximada de 20 mg./ml., sin

embargo esta concertracibn es variable de acuerdo con la cepa.

Se congela la muestra a la concentracibn adecuada er amerti
guador de fogfatos, pH 7.0, en una cubeta adaptada al espectrofo
témetro, conteniendo nitrdgeno liquidc. Se corre entcrnces el es
pectro, con la muestra previamente reducida con bisulfito de so-

dio.

Se corre el espectro dentro de un intervalo de longitud de
onda de 480 a 615 nm. y un desfasamiento del otro monccromador 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), podria enmascarar u

na alteracibén en la cadena respiratoria de las mutantes en cues-
tibn. Para descartar esta posibilidad, es necesario realizar una
curva de inhibicién del consumo de oxigeno por KCN, pues el cianu
ro bloquea el paso de electrones, especificamente a nivel del ci-
tocromo aa,. Por otra parte, el obtener una curva de inhibicibn
por cianuro, nos permite determinar si la alteracién producida en
las mutantes, afecta también la concentracibén media inhibitoria

en relacibn con la progenitora.

Para este estudio, se crece la cepa en 25 ml. de medio YPAD
a 30 °C, a partir de un inbculo de 106 céiulas/ml., se recogen las
‘células, tanto en fase logaritmica como estacionaria, por centri-
fugacibn a 25 000 rpm. durante 10 minutos y se lavan tres veces

con agua estéril.

Las distintas mediciones se realizan midiendo el consumo de
oxigeno, mediante un electrodo de Clark, colocandec de 20 a 40 mi-
crolitros de una suspensibn de células al 50 % en 3 ml. de amorti
guador 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 especificc altamente poten-
te, de la transferencia de electrones en el segmento b-c, de la
cadena respiratoria mitocondrial (4), demostréndose recientemente
que el citocromo b es el componente de unibn especifico a la anti
nicina A (23). Basindonos en este hecho, resulta interesante ob-
servar el comportamiento de las mutantes respiratorio-deficientes
ante el inhibidor especifico antimicina A, para lo cual el estu-

dio se dividid en las dos etapas siguientes:
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3.10.1. Inibicién del Consumo de Oxfigeno por Antimicina A:

La obtencién de una curva de inhibicibn, nos permite obser-
var si las mutantes (VIN8-1D y VIN14-1E), presentan alguna altera
cibn en la concentracibén media inhibitoria con respecto a la pro-
genitora (KTi13), puesto que se ha demostrado que en la inhibicién
de la actividad enzimitica del segmento b-c,, existe una relacibén

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 liquide YPAD y ma
traces con 500 ml., a una concentracién de 10° células/ml., incu-
bando con agitacibn a 30 °C hasta alcanzar la etapa estaciomaria.
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, eliminandose en lo posible el
agua. A partir de este paquete de células, se extraen mitocon-
drias de cada una de las cepas como se describid anteriormente -
(Ver 3.8.2.).

Con las suspensiones de mitocondrias obL.enidas, se llevaron
a cabo las mediciones del consumo de oxigeno, colocando 20 - 40
microlitros en 3 ml. de medio de respiracibn de mitocondrias, u-
sando un electrodo de Clark con un oximetro provisto de un grafi
cador, donde se registrd primeramente, el consumo de oxigeno de
mitocondrias intactas, con succinato como sustrato. Posteriormen
te se le adicionbd concentraciones crecientes, a partir de una so-
lucibén metandlica de antimicina A, la cual fue preparada tomando
en cuenta el coeficiente de extincibn molar a 226 y 320 nm. (log

4.54, 3.68 a 226 y 320 nm. respectivamente),

Para ioder relacionar la inhibicién, con la cantidad de mues

tra empleada, se determind proteina por el método de Lowry, a ca-
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da una de las suspensiones mitocondriales,

3.10.2. Captacibn de Antimicina A, por el Citocromo b:

Basandonos en el hecho, de la intensa fluorescencia que emi-
te la antimicina A, y en su capacidad de unién alostérica con el
citocromo b, es posible utilizar dichas propiedades como herramien
ta en la demostracibn de la deficiencia en citocromo b en una ce-

pa mutante,

5i agregamos concentraciones crecientes de antimicina, a una
.suspensibn mitocondrial, el citocromo b presente, captari gradual
mente al inhibidor. Una vez formado el complejo antimicina-cito-
cromo b, se centrifuga a alta velocidad, de modo que el complejo
sedimentard, 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 cuestibn, ba
jo 1las condiciones ya descritas con anterioridad (Ver 3.8.2.).
Las mitocondrias asi obtenidas, se suspendieron en medioc de moli-
do para particulas submitocondriales, pH 7.5, posteriormente se
sonicaron durante dos intervalos de 30 segundos al miximo de in-
tensidad. E1 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 particulas submitocondria
les fueron resuspendidas en unas gotas de medio de molido y conge

ladas en nitrbgeno liquido.

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

capacidad para 5 ml., previamente enjuagados con agua bidestilada
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o desionizada, poner 3 ml. de amortiguador de resuspensibn conte-
niendo 6 mg./ml. de alblmina sérica bovina. Agregar las particu-
las submitocondriales en volumenes suficientes para tener un mili
gramo de proteina en cada tubo fdeterminado por el método de Low-
ry). Affadir la antimicina A, a las distintas concentraciones. To

do esto en frio.

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 patrdén se prepara de igual manera que la problema,
salvo que las distintas concentraciones de antimicina A, se agre-
gan despubs de la centrifugacibn, directamente al sobrenadante;
esto se hace con el fin de eliminar la posible fluorescencia ines
pecifica liberada al medio, por las particulas submitocondriales

y que podrfan alterar la medicibn.

La antimicina se adiciond en concentraciones micromolares, a
partir de una solucibn metandlica preparada en base al coeficien-~

te de extincibn molar, como ya se ha indicado.
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4, PRESENTACION ¥ ANALISIS DE RESULTADOS:

4.1. PRUEBA DE CRECIMIENTO EN SUSTRATOS NO FERMENTABLES:

La incompetencia respiratoria, se puso de manifiesto en las
mutantes VIN8-1D y VTN14-1E, al ser incapaces de crecer en medios
completos con sustratos no fermentables como finica fuente de car-
bono, debido a que estas cepas poseen wna mitocondria con alguna
alteracibn funcional, que le impide generar suficiente energia me

diante respiracibn aerbbica (Tabla 4.1.).

Por otra parte, a diferencia de la cepa progenitora KT13, se
-observd en las mutantes, un desarrollo lento en medio completo +
glucosa (YPAD), caracteristico de las cepas respiratorio-deficien

tes.

4.2. DETERMINACION DE MARCADORES DE AUXOTROFIA:

Al igual que la éepa progenitora ¥XT13, las mutantes respira-
torio-deficientes, presentaron al aminocicido arginina como marca-
dor de auxotrofia; puesto que fueron incapaces de crecer en medio
SD + todos los aminocAcidos 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 mutacibn mediante
el estudio de la segregacién meibdtica del caracter respiratorio-
deficiente inducido, se intentd la formacidn de diploides a par-
tir de cruzas entre mutantes y células respiratorio-competentes,
de Ffactor de compatibilidad (sexo) y requerimiento auxotrbfico

complementarios.

Desafortunadamente no se logrd la obtencidn de diploides;de-

bido tal vez, a que el crecimiento anaerbbico de estas cepas en



39

glucosa, no es suficiente para sintetizar alglin componente reque-
ridec en la conjugacibn. Por otra parte se habia observado que &-
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 llevdé a cabo una técnica distinta para deter
minar la naturaleza de la mutacibn, conocida como fusibn de proto
plastos, mediante la cual en el laboratorio, se logrd establecer
que se trataba de una mutacibn de carécter nuclear en las dos mu-
tantes estudiadas (VIN8-1D y VIN14-1E); es decir que las mutantes
eran "petite segregacionales" (Ver 2.2,).

A continuacibn se presenta una tabla en la que se resumen los
resultados obtenidos hasta el momento:

TABLA 4.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS CEPAS:

CEPAS:
KT13 VINE-1D VIN14-1E
(Progenitora) (Mutante) (Mutante)
CRECIMIENTO EN:
GLUCDSA + + +
GLICERQL & - -
ETANOL + - w
LACTATO + - -
MARCADOR DE AUXOTROFIA Arginina Arginina Arginina
NATURALEZA DE LA MUTACION DE
- - Nuclear Nuclear

INCOMPETENCIA RESPIRATORIA
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4.4. CURVAS DE CRECIMIENTO:

Con el propbsito de conocer, de que manera es alterado el cxe
cimiento en las mutantes respiratorio-deficientes, considerando
que su desarrollo estd basado en una sola ruta energética, se rea
1izb una curva de crecimiento para cada una de las cepas, de acuer
do a la densidad bptica observada en funcibn del tiempo, graficén
dose unidades Klett (640 - 700 nm.) contra el tiempo en horas (Fi
gura 4.1.).

Este estudio nos permitid cuantificar el desarrollo lento ya
observado, en las cepas mutantes en relacibn con su progenitora.

De este modo, podemos puntualizar dichas diferencias como sigue:

a) Hay una marcada prolongacibn del periodo de latencia en
ambas mutantes respiratorio-deficientes, VIN8-1D y VTN14
1E (Figura 4.1.).

b) Una notoria diferencia en los valores miximos de absor-
bancia alcanzados en la etapa estacionaria, debido pro-

bablemente a que en Kluyveromyces lactis no existe repre

sibén catabblica, y por tanto las dos rutas metabbdlicas,
fermentacibn y oxidacibn, se encuentran activas simulté-

neamente,

c) Por filtimo se observa una disminucifn en la velocidad me
dia de crecimiento, principalmente en la mutante VTN14-1E
dada por la pendiente de la etapa exponencial, y vista
més claramente en la figura 4.2., en donde se grafica el

logaritmo de las unidades Klett contra el tiempo.

El cllculo del tiempo medio de generacibn, resultd ser, pa-
ra la cepa KT13 (progenitora) de 110 minutos, para la mutante -

VTN8-1D; 120 minutos, y para la mutante VIN14-1E; 210 minutos.
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FIGURA 4.1, Curvas de crecimiento, en base al incremento en
la densidad bptica observada en medio 1liquido completo (YPAD)

incubando con agitacibn a 30 °C.
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FIGURA 4.2. GrAfica de las curvas de crecimiento como fun-
cibn de tipo exponencial, para la obtencibén de los tiempos

medios de generacibn en base a sus pendientes.
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4.5, MEDICION DE LA RESPIRACION:

En la oxidacién de los combustibles orgénicos, el oxigeno ac
tfia como el aceptor electrénico final en la respiracibn, es por
esto que se pensd cuantificar el consumo de oxfgeno en cada una
de las cepas, d&ndonos de este modo, una idea mé&s precisa del da

fio ocasionado en la respiracibn de las cepas mutantes.

Los resultados fuercon obtenidos en nanodtomos de oxigeno par
miligramo de peso seco por minuto, y por miligramo de proteina
para las mediciones hechas con mitocondrias. Dichos valores pue
den ser estimados en términos porcentuales, con el fin de consi-
derarlos comparativamente. Esto se calcula, tomando el valor ob

tenido para la progenitora como el 100 % de la respiracibn,

Como puede observarse en la tabla 4.2., el consumo de oxige
no en las cepas respiratorio-deficientes (VIN8-1D y VIN14-1E) es
significativamente alto, considerando su incapacidad total de cre
cer en presencia de sustratos no fermentables como finica Ffuente

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. MEDICION DE LA RESPIRACION:

CEPAS: KT13 VINE-1D VTN14-1E

CONSUMO DE OXIGENO EN CELULAS COMPLETAS 152.3 80.8 99.5
(n&tomos Op/mg. peso seco/min. ) (100 %) (53.1 %) (65.3 %)

CONSUMQ DE 02 EN MITOCONDRIAS AISLADAS 15145 83.4 91.3
(n&tomos Op/mg. protefna/min.) (100 %)} (55.0 %) (60.3 %)

CONTROL RESPIRATORIO 1.125 1.062 1.081
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En la fase respiratoria conocida como "estado 4", la mayor
parte del ADP disponible se ha fosforilado para dar ATP, y el sis
tema se halla en reposo, Al afiadir ADP, la velocidad de consumo
de oxigeno experimenta un brusco incremento a una fase respirato-
ria mds 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-
cibn de la velocidad del estado 3 de la respiracibn, entre la del

estado 4, es la relacibn del control respiratorio (Tabla 4.2.).

El control respiratorio constituye una medida Gtil, de 1la in
tegridad de las mitocondrias aisladas; cuanto mls elevada es la

‘relacibn, 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 gene
ralmente por alteraciones en algunos componentes de la cadena res
piratoria, como lo son los citocromos, se estudid el estado de es
tos en la progenitora y las 2 mutantes. Este estudio reveld una
deficiencia notoria en dos de ellos (citocromo b y aa3), lo cual
Fue corroborado con la obtencibn de 3 tipos de espectros de absor

cibn.

4.6,1, Espectro Absoluto:

En el espectro obtenido (Figura 4.3.), se observan los tres
trazos de cada una de las cepas. La KT13 (progenitora de las mu-
tantes) exhibe tres bandas de absorcién oc , caracteristicas de los

citocromos en estado reducido; el pico a 550 nm. del citocromo c,



ESPECTRO DE ABSORCION DE CITOCROMOS
MODO' RAYO DIVIDIDO (Reducido Vs. Patron)
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FIGURA 4.3. Espectro absoluto con células completas reduci
das con bisulfito de sodio contra solucibén de leche como re

Zerencia.
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a 562 nm, del citocromoc b y a 603.5 nm. el ag. También se obser-
van los miximos de absorcidn de las bandas ¢ del citocromo c; a

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

En las mutantes VIN8-1D y VIN14-1E, se puede notar la desapa
ricién del pico de absorcibn del citocromo b a 562 nm. y una mar-
cada disminucibn del citocromo aa; a 603.5 nm.. Las bandas @ se

encuentran también alteradas.

Cabe hacer notar, que tipicamente las mutantes respiratorio-
deficientes de S. cerevisiae, tienen disminuide el contenido de
los citocromos aas y b, acompafiadas de un aumento aparente del pi
.co de absorcibn del citocromo c, como lo demuestran diversos tra-
bajos (Sherman y Slonimski, 1964; Reilly y Sherman, 1965; Mackler
et 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 cbtuvieron a baja temperatura con mitocondrias
congeladas, factor que produce un corrimiento hacia el azul de

los miximos de absorcibn de los citocromos.

Como puede notarse en la figura 4.4., las mutantes VIN8-1D
y VIN14-1E presentan disminuidos los citocromos aas y b, confir-

mando las observaciones hechas en el espectro absoluto.

4.6.3. Espectrc Derivativo:

La derivada de un espectro de absorcibn, es la medida del
cambio de absorbancia con respecto a la longitud de onda. De mo
do que, al obtener esta derivada, el méximo de absorcibn esté da

do por la interseccibn con la linea basal; es decir, el punto ce



ESPECTRO DE ABSORCION DE CITOCROMOS
MODO: RAYO DIVIDIDO (Oxidado Vs. Reducido)
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FIGURA 4.4, Espectro diferencial a baja temperatura., Mitocon
drias aisladas, en amortiguador de fosfatos pH 7.0, reducidas
con 2 mg./ml. de bisulfito de sodio, contra mitocondrias oxi-

dadas con persulfatc de amonio.
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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-
solucibn, confirmando la deficiencia en los citocromos aay y b en

ambas cepas mutantes (Figura 4.5.).

4.7. INHIBICION DEL CONSUMO DE OXIGENO POR KCN:

Las curvas de inhibicibn del consumo de oxfgeno por cianuro
(Figuras 4.6., 4.7., vy 4.8.), nos muestran una inhibicibn 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 corroborar los resultados obteni-
dos, se crecieron las cepas en presencia de cianuro para inducir
una probable oxidasa terminal, y se observd nuevamente el grado

de inhibicibn producido, obteniendose resultados similares,

Cabe hacer notar, que tampoco se observd variacibn alguna en
1o 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 resultados fueron 1o0s mismos.

Sin embargo, la finica diferencia observada, fue en el cllcu
10 de la concentracibn media inhibitoria (inserto en las gr&ficas)
la cual fue de 0.125 pmol. XCN/mg. de peso seco en la cepa KT13,
de 0.5)mm01. KCN/hg. de peso seco para la mutante VING-1D, y de
2.1 }xﬂol. KCN/mg. de pesc seco para VTN14-1E.
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FIGURA 4.6, Inhibicibn del consumo de oxfgeno por KCN. Célu
las completas en amortiguador de fosfato-glucosa, pH 4.5.

Cepa KT13 (progenitora).
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FIGURA 4.7. Inhibicibn del consumo de oxigenc por XCN.
Células conpletas en amcrtiguador de fosfato-gluccsa, pH 4.5.
Cepa VTNB-1D (mutante).
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Células completas en amortiguador de fosfato-glucosa pH 4.5.

Cepa VIN14-1E (mutante).
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4.8, COMPORTAMIENTO FRENTE AL INHIBIDOR RESPIRATORIQ,
ANTIMICINA A:

La antimicina fue usada como inhibidor especifico de la trans
ferencia de electrones en el segmento b-c,, uniéndose especifica-
mente al citocromo b, en base a 1o cual, los resultados obtenidos
en el tratamiento de las mutantes con antimicina A, fueron corre-
lativos con la deficiencia en citocromo b, anteriormente observa-

da.

4.8.1. Inhibicién del Consumo de Oxigeno por Antimicina:

En la figura 4.9., se muestran las curvas de inhibicibén por
antimicina A de cada una de las cepas, encontrindose una marcada
diferencia en la concentracién media inhibitoria, siendo de 80 nM
para la progenitora (KT13), de 21.5 nM para la mutante VINS-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 1la completa
inhibicibn de la actividad enzimitica del cc plejo b-cq, es obte-
nida con una molécula de antimicina A por dos moléculas de cito-
cromo b, encontréndose la misma relacibén en estudios de wnibn di
recta (2,3).

Esta misma relacibn estequiométrica, puede ser utilizada bg
ra evaluar de un modo indirecto, la concentracibén aproximada de

citocromo b existente en las cepas estudiadas.

De este modo, consideramos que para inhibir el 50 % de 1la
actividad enzimitica del complejo b-c,, se requiere de 0.5 molé-
culas de citocrome b. Bajo este criterio se calcula la concen-

tracibn de citocromo b como sigue:



® KT13 (progenitora)
& VTN14-1E (mutonte)
O VTN8-1D (mutante)

natoms O,/mg/min (% del control)
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FIGURA 4.9. Inhibicién del consumo de oxigeno por antimicina A. Se colocaron de 20 a 40

microlitros en 3 mililitros de medio de respiracién de mitocondrias, de una suspensibn

mitocondrial.
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Si en una solucibn de antimicina A 1 M., hay 6.023 x 1023 mo

1éculas (nfimero de Avogadro) de antimicina A, entonces:

KT13: 80 nM —______ 4.81840 x 10° moléculas de antimicina
VTN8-1D: 21.5 nM 1.29494 x 106 "
VTN14-1E: 27 M 1.62621 x 10° "

Si 0.5 mcléculas de antimicina A, es a 2 moléculas de cito-
cromo b, la cantidad de citocromo est& dada por la siguiente ex-
presibn:

2(N)

C = o = 4 (N)

En donde:
N = es el nimero de moléculas de antimicina

de la concentracibén media inhibitoria.

C = es el nimero de moléculas de citocromo b.

De este modo, obtenemos las siguientes aproximaciones:

CEFA: Moléculas de citocromo b/mg proteina Porcentaje:
KT13 19,2736 x 1016 100 %
VTN8-1D 5.17978 x 1016 26.88 %
VIN14-1E 6.50484 x 10'® 33.75 %

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

La unibén de la antimicina al citocromo b, fue ensayada por
el método de Berden y Slater (3). Las particulas submitocondria
les aisladas, fueron tratadas con bajas concentraciones de anti-

micina A en presencia de sero-alblmina bovina, la cual libera la
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antimicina A unida a las particulas de los sitios de baja afini-
dad, incrementando asi, la sensibilidad del método. La captacibn
del inhibidor por el citocromo b, es ademis observada, comoc un de
cremento en la fluorescencia, dado por la posicién de la recta al
graficar Ffluorescencia contra adicibn 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, estd dada
por la diferencia entre las rectas de cada una de las cepas con
l1a del control (patrbn), la cual representa la fluorescencia to-
tal de la antimicina afiadida, medida en el sobrenadante libre de
particulas submitocondriales con adicidn directa de las distintas

concentraciones de antimicina A.

La disminucién de la fluorescencia en la cepa KT13, ocurre de
modo casi paralelo con la recta del control, variando solo ligera
mente en su pendiente. En contraste con la progenitora, las ce-
pas VTN8-1D y VIN14-1E presentan una menor captacibn de antimici-
na A, observable por la mayor fluorescencia registrada en cada

punto.

Por otra parte, la notable diferencia e las pendiéntes de
las mutantes, en relacibn a la progenitora y al control, sugiere
un incremento en las constantes de disociacién de la antimicina A
a las particulas de las cepas mutantes, disminuyendo por alguna
causa aln no aclarada, la afinidad del sitio de unibn a la antimi

cina A.

Una posible explicacién de este efecto, resulta de la inte-
gracidén de las caracteristicas observadas previamente, en cada u-
na de las cepas., Asi pues, si consideramos el consumo de oxigeno
comparativamente alto, medido en las mutantes, y el bajo conteni-

do de citocCromo b, podemos pensar que posiblemente existe un au-
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PATRON: —
KT13! (progenitora) e—e
VTN8-1D (mutante) s——a
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FIGURA 4.10. Captacién de antimicina A por partfculas sub-

mitocondriales en 3 ml. de amortiguador de resuspensién pH 7.4
+ 6 mg/ml de albfmina sérica bovina.
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mento en el flujo de electrones, 1o cual podria ser corroborado mi
diéndose el potencial bxido-reduccibn "standard". Este aumento
ocasionaria una mayor facilidad de reduccibn del citocromo b, pa-
compensar asi su disminucibn; justificando de esta manera, el in-
cremento en su constante de disociacibdn con la antimicina A, ya
que este inhibidor se une mis Firmemente a las particulas oxida-

das que a las reducidas (23,27).

Una segunda explicacibn podria ser sencillamente, que las
particulas submitocondriales de las mutantes respiratorio-defi-
cientes, resultan mis flcilmente reducibles, debido precisamen-
te a 1la baja cantidad de citocromo b presente.

5. CONCLUSIONES:

S8e caracterizaron dos mutantes respiratorio-deficientes de

K. lactis, las cuales se asemejan a las mutantes "petite" de 8.

cerevisiae, en su incapacidad de crecer en sustratos no fermen-

tables como Ginica fuente de carbono, y por formar pequefias colo
nias tipicas de las mutantes "petite", en medio completo con -
glucosa. Estas mutantes tienen aparentemente, un DNA mitocon-
drial normal con una pérdida de algunos componentes del aparato
respiratorio. Se observd una herencia tipicamente Mendeliana,
segregando el caricter de la mutacibén en una proporcibn 2:2, -
por lo que se determinaron como mutaciones nucleares ("petites

segregacionales").

A continuacién se presenta una tabla en la que se resumen

los resultados obtenidos en la caracterizacibn de las 2 mutantes:
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TABLA 5.1. CARACTERISTICAS DETECTADAS EN LAS CEPAS BAJO ESTUDIO.

CEPAS: KT13 VITN8-1D VIN14-1E
(progenitora) (mutante) (mutante)

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

MARCADOR DE AUXOTROFIA Arginina Arginina Arginina

NATURALEZA DE LA MUTACION DE o Nuclear Nuclear

INCOMPETENCIA RESPIRATORIA

TIEMPO MEDIO DE GENERACION EN

MEDIO COMPLETO + GLUCOSA 110 min. 120 min. 210 min.

CONSUMO DE Op. CELULAS COMPLETAS 152.3 30.3 99.5
(n&omos 0,/mg peso seco/min) (100 %) (53.1 %) (65.3 %)
CONSUMO DE 02. MITOCONDRIAS AIS- 151.5 83.4 91.3
LADAS (ntomos O,/mg prot./min.) (100 ¥) (55.0 %) (60.3 %)
CITOCROMO b 19.3 x 106 5,2 x 1076 6,5 x 1016
(No. de moléculas/mg proteina)
CITOCROMO aajg ++ +- _ +-
CONCENTRACION MEDIA INHIBITORIA 0.125 0.50 0.10

(umol. KCN/mg. peso seco)

Las curvas de crecimiento y la medicién de la respiraciénm,
muestran una marcada deficiencia en relacibén a su progenitora, -
siendo su consumo de oxigeno de 55 y 60 % para cada mutante, va-
lores que resultan ser muy elevados considerando la disminucibn

que presentan en el miximo de absorcibn de los citocromos aaz ¥y b.

Al inhibir el consumo de oxigeno con cianuro, mostraron algu
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nas diferencias en la concentracibn requerida para inhibir el 50%
de la respiracibn, pero en todas ellas se logra alcanzar el 95 %
de inhibicidn consider&ndose como completa, ya que no todo el oxi

geno consumido es utilizado en la respiracibn.

Se observaron asi mismo, marcadas variaciones en la concen-
tracibn media inhibitoria, al tratarlas con antimicina A, lo cual
sirvié para aproximar la concentracibn de citocromo b presente en
cada cepa mutante, siendo de 26.88 % y 33.75 % en relacibn con la

progenitora.

La determinacibén de la captacibn de antimicina A por parti-
.culas submitocondriales, se corrobord con la deficiencia en cito
cromo b, presentando un aparente incremento en sus constantes de
disociacién con la antimicina A, disminuyendo de este modo, 1la a

finidad de su sitio de unibn.



TRIS

YPAD

YFAE

YFAG

YPAL

6.

ABREVIATTRAS

Adenosin difosfato

Ahaenosin trifosfato

Adenosin trifosfatasa

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirriborucleico mitocondrial

dcido etilendieming tetracético

Medio mfnimo con glucosa

Hedis minimo con glucosa, £¢idos grasos y esteroles
N-metil-N'=nitro-N-rnitroso guanidina
Ficotinamida~adenfn-dinucledtido y su forma reducida
heido ribonucleico

Acido ribonucleico de transferencia

Ledio sintético con glucosa

Tris hidroximetil aminometano

kedio completo con giucosa

Medio comrleto con etanol

Medio comfileto con glicerol

Vedio complete con lactato
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