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ADN - Acido Deocxirribonucléico

ADN_ - Acido Deoxirribonucléico de mitocondria
ADF - Difosfato de Adenosinas
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I. INTRODUCCION

Desde los afios de 1940 en que se aisl6 por primers
vez 1ls mitocondria (6 condrioma, como se le llamfé en aquel
tiempo), los conocimientos sobre su funcionamiento se vie-
ron reforzados por los continuos estudios sobre su estruc-
ture y por los grandes avsncea en genétics Mendeliana y no
Mendeliana, relacionados con este organelo.

R pessr de la gran centidad de informecifn obtenida,
. siguen sin contesterse totslmente varias preguntas impor--
tantea. ¢CuBles son, en definitiva, las funciones del ADN
mitocondrial? (Cufles son las proteinas codificaden par
este organelo? (Cu8l es el paspel del ADN mitocondrisl en
1a biogénesis 6 formacién de la mitocondria? En resumen,
ipers qué exiate el genoma mitocondrial?

Variss de estes preguntas ya se han empezado s con -
teatar gracias a los estudios reslizados en la levadurs
Saccharom ces cerevisias y en el ADN mitocondrial de memf-

feros, los cuales han dejado en clsro varios puntos impor-
tanteas.

En el estudio del papel que desempsfia el ADN mitocon
drisl, han sido de suma importsncis una serie de mutsntes
de resistencia e sntibifiticos, en las que se hs demostrado
que el ADN sfectado es el mitoconirisl. Genéticamente, es
tas mutentes presentsn un patrfn de herencia no Mendelisna
y muchos de los avances logrados se deben al estudio deta-
llado y meticuloso de estss mutsntes en la levadura de cer
veza,




Las proteinas codificadas por el ADN mitocondrisl,
_, caracterizadas hasta le fecha, son membranales. Este ADN
no codifica solamente para este tipo de proteinas, sino
oue lleva también informacién para la elaboracién de los
ARNs ribosomales y .RNs de transferencia empleados en la
sintesis de proteinas mitocondriales ( 1 ).

Se puede decir que la mitocondrie esté formada por
la cooperacifn de un sistema nuclear y otro citoplésmico,
y por lo tanto, resulta de suma importancia el saber c6mo
se transportan las proteinas citoplésmicas (que son la me-
vor{a) al interior de la mitocondria y si su sintesis esth
requlada por alguna proteina mitocondrial.

Todavia es mucho lo gue se desconoce, pero dfa a die
la tecnologia avenza més y se han dado grandeas psscs que
van mbs allé de los métodos clfsicos de estudio de la ge-
nética, como el uso de técnicas de mapeo por mutaciones y
cruzas genéticas. -

El descubrimiento de un conjunto de enzimas, denomi-
nadas endonucleasas de restriceién ( 2 ), as{ como el co-
nocimiento de elementos genéticos extracromosémicos y el
desarrollo de técnicas de hibridizacién y de recombinacién
de fcidos nucléicos han permitidos el aislamiento y carac-
terizaci6n de secuencias de ADN de los més diversos orige-
nes y en la actualided se conoce la secuencia complets de

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




II. GENERALIDADES

1. GENERALIDADES SOBRE MITOCONDRIAS

Una de las principales caracteri{sticas que diferen-
ci{an a los aorganismos procariaontes de los eucariontes es
que estos Gltimos, adem&s de tener un niclec, tienen orga-
nelos que realizan funciones especificas e importantes dég
tro de la célula. Entre estos organelos estén las mitocon
drias que tienen gran importancis por su papel en la res-
piracibn y por tener un ADN de doble hélice distinta -al
fgue. se presenta en el nicleo de la célula. ( S )

A. Funciones Principsles.- La funcién de la mito--
condria es axidar los complejos de carbona y reducir el
oxfgeno a agua. Este proceso gehera energis en forma de
ATP por medio de una cadena de transporte de electrones.

Para realizar esta importante funcién, la mitocon-
dria cuente con una membrana interna que es una estructurs
especializada, en donde se locaeliza todo el aparato respi-
ratorio. Algunos de los polipéptidos y enzimes de eatea
membrana estén codificados por genes del ADN mitocondrial,
mientras que lasproteines de 1ls membrana externa, del es-
pacio intermedioc y de la matriz mitocondrial son cantrola-
dos por genes nucleares. ( 5 )

La membrana interna esth constituide por cuatro com-
plejos fisicoquimicos gue intervienen en el mecaniemo res-
piratorioc. En este sistema, el complejo I cetsliza la oxi
dacifn del NADH (se producen electrones que son aceptados-~




por la deshidrogenasa del NADH), y el complejo 1I cataliza
la oxidacifn del succinato y de otros sustratos )se produ-
cen electrones que son aceptados por deshidrogenasas del
orupo de les flaevoproteinas). Los electrones producidos
por estas oxidsciones son transferidos a la coenzima Q (u-
biquinona), que se reduce. Por medio de la oxidacién de
la coenzima (, los electrones son llevsdos a través del ci
tacromo b vy c, hasta el c. En este luger, se une el com-
plejo 1V, en donde los electrones, producto de la oxida=-
cién del citocromo c se transfiere 8 la citocromo oxidasa
y de aquf al oxigeno, que se oxida y forma agua. Como se
observa, cada eslabfn de la cadena supone uérdida'de elec-
trones (oxidacién) por una molécula y ganancia de los mis-
mos (reduccién) por 1la moléculs siguiente. En caos resc=
cién de oxidoreduccibn se lihere energfa que se utilize pa
re la formecién de ATP a partir de ADF y fosfato. E1 aco-
plamiento entre la cadena de transporte de electrones y la
formacifn de ATP se lleva a cabo gracias'a un complejo en=-
zim&tico llamado complejo de ATP&sa sensible a oligomicina.
Este complejo esté formedo de tres partes, cue son un fac-
tor F1, una proteina gue confiere sensibilidad a oligomici
na (0SCP) y un factor membranal & Foe

En la figura 1 se muestra el diegrama de la cadena
resgiratoria mostrande los cuatro complejos y los tres si-
tios de fosforilacib6n.

8. ADN Mitocondrial.- Otra carscter{stica impor--
tante de la mitocondria.es, como ya se dijo, el hecho de
tener un ADN distinto al presente en el nicleo de la célu-




Figura 1.— Cadena respiratoria en la Mitocondria (5)
(FPD = Flavoproteina de la deshidrogenasa del NADH
FPS = Flavoproteina de la deshidrogenasa succinica)
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la. ta mitocondria, junto con los cloroplastos son los or
genelos citoplésmicos que contienen, no s6lo un propia ADN,
sino gque también tienen ARNs ribosomales y de transferen-
cia para la traenscripcibn y sfntesis de proteinas. ( 1)
El sistema de sintesis de proteinas mitocondriales es sen-
sible a aniibibticos, como el cloranfenicol y 18 eritromi-
cina, que bloguean lz s{ntesis de proteinas en procerion-
tes y no en eucariontes.

Se ha encontrado que el ADN de mitocondris es de doe-
ble cadena y en general se encuentrz en forma de circulos
cerrados ( 1 ). L& composicién de nuclebtidos difiere bas
tante de la del ADN nuclear en la misma célula, lo que per
mite una separacién fécil y dié la primera psuta pera pen-
sar que su origen genético 'y su funcibn eran diferentes.

ODependiendo de las condiciones que se utilicen para
el asislemiento del ADN' mitocondrial, se pueden encontrar
moléculas lineares que varfan de tamaiic 6 moléculas circu-
lares de diferentes tamafios y conformaciones. Se ha visto
gue lss moléculas de ADNm grandes se rompen fécilmente du-
rsnte su aislamiento, wmientras que las moléculas pequefas
de algunos hongos y plantsa son més fficiles de obtener.,

Existen tres formas diferentes de ADN mitocondrial:

8) Mplécules lineares: 0Dos cadenas de ADN unidas
86lo por puentes de hidr6geno (doble hélice).

b) Moléculss circulares ablertas: En donde se tie-
ne un corte en la estructura covalente de una de las carde-
nas del ADN, pero no en la cedena complementaria,

c) Moléculas circulares superenrrolladas: Estss




son moléculas circuleres de doble cadena, con ningln corte
en pllas. Esta forms se origins cuando se cierra la doble
cadena y algunos pares de bases estan acomple jados con una
proteina. ARl ser aislado el ADN y perderse les proteina,
la cadena queda enrrollsda parcialmente y como resultado
de estn, son introducidas vueltas superhelicoidales. Figu
ra2 (6)

En la obtencifén del ADN mitocondrial, pueden encone-
trarse las diferentes formas que se mencignaron anteriore
mente, ya que, aungue generalmente es circular, este ADN
se puede romper durante su manipulacifn.

Estos circulos pueden separarse uno de otro 6 de mo-
léculas lineares, porque la forma superenrrollada tiende -a
sufrir un aumento en su densidad de flotaciébn cuando se
centrifuga en cloruro de cesio (CsCl). La separaci6n en
tre los dos diferentes circulos puede aumentarse usando co
lorantes como el bromuro de etidio (BrEt) 6 el vyoduro de
propidio (IPd), rue se intercalen entre los pares de buses
del ADN. La forme circular cerrade intercala menos colo-
rente que la forma circular abierta, cuando la concentra-
cién del colorante es a saturacifn. Al entrar moléculas
de colorante entre las bases se abre ls estructura de do-
ble cadenz y se hace menos densa la molécula; de ah{ que
las moléculas circulares cerradas (que intercalaron menos
colorante) estarén més pesadas que las circulares abiertas
6 que las lineales. De esta manera, el efecto del coloran
te es aumentar la separacifn entre las dos formas en los
gradientes de CsCl. Las diferentes bandas de ADN en esos




b)Molécula
circular
abierta
(27 S)

|

a) Molecula —_—
linear
(24 S)

¢ )Molecula (27 S)
circular
superenroliada
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Figura 2.—- Formas de ADN mitocondrial (5, 6)

(S=velocidad de sedimentacion en
ultracentrifugacion)




gradientes, se pueden detectar a simple vista cuando se 1=
luminan lcs tubos de centrifugacién con uns lémpsra de luz
ultravioleta (365 nm), ya que estoa colorantes fluorecen
en esas condigiones.

Una vez separado el ADN mitocondriel, éste puede ser
sujeto a la accibn de las endonucleasas de restriccibn
(ver -més adelante). Después se separan las fracciones me=
diante electroforesis en geles de agarosa 6 poliacrilamida,
observéndose un patron definido debido a1 acomodo que los
fragmentos sufren de acuerdoc a su peso molecular. Eate'rg
aultado se denomina petrfn de restriccibn y es Otil para
comperar fragmentos, purificarlos y caracterizarlos median
te la elaboraci6n de su mapa fisico, es decir, la locsliza
ci6bn relativa de los sitios rerorocidos por diferentes en-
donucleasas de restricci6n dentro del segmento.

2. ENDUNUCLEASAS DE RESTRICCION

Debido sl enorme temaiio del ADN y a la estructura
simple y repetitiva de los cuatro nuclebtidos que lo cons-
tituyen, el estudio de secuencies y posiblesmutaciones en
el ADN era bastante diffcil y laboriosc.

En 1970, Smith et 81 ( 7 ) descubrieron una enzima
que cortaba el ADN en un sitio eapecffico (es decir, reco-
nocie una secuencia dentro de la molécula) y posteriormen-
te esta enzimas fue utilizada por Danna ( 8 ) para el estu-
dio del ADN del virus SV 4OD.

A partir de entonces, se han descubierto una gran
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cantidad de erdonucleasas de restriccién gue reconocen die-
ferentes secuencias de nucledtidos y cue permiten freccio-
ner el ADN en distintos sitios del genoma. ( 2 ) Estas

enzimas ademés permiten un rompimiento de secuencias espe-

cificas en forma reproducible, de moléculas de ADN de cual
quier organismo.

Las endonucleasas de restriccién han sido divididas
en clase 1, clase 11 y clase III. ( 9 ) Lms declasel y
111 reconocen secuencias especi{ficas, pero hidrolizan en
sitios no espec{ficos gue estén situados mbs allé del s} -
tio reconocido. Las segundas reconocen y cortan secuen --
cias especi{ficas ya conocidas.

La clase II es lz mfs estudiada y la que tiene més a
plicacién. Se han estudiado, hasta la fecha, 35% endonu -
cleasas, con 85 especificidades diferentes ( 11 ). Estas
enzimes estfn distribuidas en tres diferentes grupos depen
diendo del largo de la secuencia reconocida y por lo tanto,
de la frecuencia cun que corte el ADN (si la secuencia por
reconocer es ms pequefia, la frecuencia con gue corta el
ADN es més alta). Tabla 1

tLas secuencias nucleotfdicas reconucidas por estas
enzimas, pueden ser de 4, 5 y 6 pares de hases y general -
mente, corresponden a un palindromo; es decir, es una se--
cuencia que se lee de igual manera en el sentido 5' 3!
en una hebra que en el mismo aentidn de 1a hebra contraris.
For lo tanto, existe un centro de simetria en cade palin -
drome y los productos resultantes del corte de la enzima
(unc en cads cadena) son diferentes, de acuerdo al punto
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TABLA 1. Endonucleasas Empleadas en este Tra-

bajo y Secuencias que keconocen

Tetranuclebtido rexanucledtido
b [}

Hae 111 uG CC Eco RI G AATTC

Hpa I1I GCG‘C Hind II1I A‘AGCTT

Mho I ‘GATC Hpa 1 GTT‘AAC
Hinc II GTPi‘PuAC
Gal 1 G‘TCGRC

(2)
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donde el corte se hace: en un enlace 5' =« P § 3! « OH a
ambos lsdos del centro de simetrfia 6 bien en el centro de
simetrfa mismo., De esta manera, pueden resultar molécu --
las con extremos ssliente 5' = P y 3' - OH 6 can extremas
rasos, es decir, con todes sus bases apareadas. Los extre
mos szlientes generados por una endonucleasa de restric -
cibén se d%nnminan extremos cohesivos, esto es debido a su
capacidad de formar estructuras de doble hélice uno con o-
tro por la complementaridad de su secuencia de nuclebtidose.
figura 3

La probebilidad de encontrar una secuencis reconoci-
da por alguna de estas enzimas en una molécula de ADN dada,
varis de acuerdo con el nimero de nucleftidos reconocidos.
Para aquellas que reconocen 6 peres de bases, se celculs
que existe un sitio cade 4, D00 psres de bases; para aque=-
llos que reconocen 5, existe un sitio cada 515 pares de ba
ses y pars las que reconocen &4, existe un aitio cada 256
pares de bases. Generslmente se ussn las que reconocen &
pares de bases para el mapeo ffsico fino y las cue recono=-
cen 6 pares de bases para freccionar genomas. ( 12 )

3. HERENCIA EXTRACRCMOSOMICA EN LEVADURAS

Le levedura Kluyveromyces lactis es un organisma uni
celular oue se reproduce vegetativamente por gemacién de
las células hijas.

Su reproduccién sexual se lleva a cabo gracias a8 la
presencia de dos slelos de sexo opuesto " a " y "eA (tam
bién llamados factores de compatibilidad) que no den lugar
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a8 ninguna diferencia morfolégica entre las células de leva
dura. Cuando el haploide " a " se fusiona con el » GAw,

forman un cigoto que daré después lugar a una clona diploi
de.

A diferencia de la levadura S. cerevisiae, esta clo=-
na diploide es inestable y entra en el procesc de meiosis,
originando una tétreds de aacosporas haploides, las cusles
se pueden aislar fécilmente y estudiar en ellas la segre-
gacifn de caracteres hereditarios. ( 13) Figura &

K. lactis es un organismo capaz de crecer aunque su
mitocondria aea funcional & no, siempre y cuando se le pra
porcionen austrqtda fermentsbles como ls glucosa. Cuando
crece en presencia de sustratos no fermentsbles como glice
rol, etsnol, Jactato'y scetato, el mecsnismo de respiri --
cifn de la mitocondria ae desarrolla completamente. Todos
los cito:roﬁos estén preaentesaen grandes centidades, safi
como las enzimss y el siatema que gencra ATP. Es decir,
cualquier alteracién 6 modificacién que ae produzca en el
funcinhamientdsde la mitocqndria..traers como consecuen -
cia una falta de crecimientd en medios de cultivo gque cons
tentan alguno de los auatratos arriba mencionsdos como
fuente de energis.

Rlrededor de 1950, Ephrussi ( 44 ) encontrb en 1ls le
vadura S. cerevisise un tipo de mutantes que aparecfan ea-
pontaneamente con une frecuencia cercana al 1 %. La carsg
teristice de estas mutantes era que originaban colonizs
més pequefias que laa normales, por lo que se les llamb *my
tantes petite".
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Figura 4 .- Ciclo Vital de Kluyveromyces lactis




16

La mut:cibn "petite® mostré ser una mutaciébn pleio-
trérica que provocaba la desaparicién de los citocromos a,
by €y de algunas deshidrogenasas y de otras proteinas de
1a membrana interna de la mitocondria; ademfis estes muten-
tes daban una herencia no Mendeliana cuando se estudiaron
desde un punto de vista genético, por lo gque se ccnsiderd
que tenian alterado un ADN extracromosomal.

Al continuarse los estudios con mutantes extracromo-
sbmicas se trath de encontrar otro tipo de mutantes en las
que se viera afectada una sola funcién 6. proteina mitocon-
drial, ya que la mutacién "petite®, siendo pleiotrbpica,
dificultaba el mapeoc y estudic de este ADN. 0De esta mane-
ra, se sislaron mutentes de S. cerevisiae resistentes 8 an
tibibticos que interfieren especificamente con funciones
mitocondriales, teles como: sintesis de proteinas mitocon
driales (cloranfenicol, eritromicina, paromomicina, etc.),
transporte de electrones (antimicina A, Diuron, funiculosi
na, etc.) 6 sintesis de ATP (oligomicina, rutamicina, ven-
turicidins, etc.). La mutecifn puede conferir resistencis
directemente sobre lda componentes mitocondrisles, como
son los ribosomes, el fector membranal del complejo ATP-
asa 6 el citocromo b, 6 bien puede provocar que li mi to-
condric ses impermeable ® ciertos sntibibticom ( 5 ).

En estudios poateriores, se encontrb que un trate-
miento prolongado con BrEt conducf{c a la dessparicién del
ADN mitocondrial. Este procedimiento permiti6 demostrar
que la resistencia a ciertss drogas se perdis sl trater di
chas célules con el colorante, aluciﬁnUOSe.dlrectanente es
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ta resistencia con el ADMN mitocondrial ( 15 ).

Las mutantes con que se trabajbé en el laboratorio

son mutantes resistentes a los antibifticos antimicina A y
oligomicina. tLa antimicina A inhibe el transporte de elec
trones en el complejo III a nivel del citucromo b. Este
citocromo es una proteine de origen bigenfmico y se cree
gue el sitio de unién al antibidGtico estd localizado en el
rolipéptido codificado por el ADN mitocondrial ( 16 ). La
oligomicina actia sobre la fosforilacifn oxicativa a nivel
del complejo enzimAtico de acoplamiento, inhibiendo la ATP
asa ( 17 ).

Sabiendo que loa &4 polipéptidos del factor membranal
del compléjo ATFPasa y que el factor membranal del citocro-
mo b son productos del sistema de sinteais de proteinaa mi
tocondriales, era razonable suponer que los genes estructu
rales que codificaban para estos polipéptidos estaban en
el genoma mitocondrial.

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

En algunos eucariontes, el tamafic molecular del ADON
mitocondrial varfa de una eapecie a otra. En particular,
diversas especies de levaduras tienen un AON mitocondrial
wuy distinto entre sf, a diferencia de los animsles y
plantzs su:eriores en donde el tamabo es pricticsmente i-
gual.

La levadura K. lactis tiene un ADN mitocondrisl que
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yo tamafio es de 11.4 pm, 6 sea, ls mitad del de S. cerevi-
siae ( 19 ). Esta levadura ha sido poco estudiada y des-
pertd interés por esta diferencia de tamafio. Por ests rs-
26n, con el objeto de conocer més sobre esta levadurse, se
hiciercn estudios preliminares en donde se vié que slgunos
genes de esta levadura tienen un alto grado de'hnmolobib
con respecto al ADN mitocondrial de S. cerevisiae.

Esta particularidsd se ha podido estudier utilizando
la propiedad de los &cidos nucléicoa de cadena sencilla de
aparearse mediante la formacién de puentes de hidrbgeno
(hibridizaci6én) con moléculams de mecuencia complementaria.
La ﬁibridizacibn puede hacerse entre dos poblaciones de
FDN desnaturalizadas 6 entre ADN desnaturslizado vy ARN.
Una molécula de écido nucléico purificsdo que contiene de-
terminads secuencis nucleotidica se ha denominado "y astres
dor* (probe) de hibridieacibn pars dichs secuencia y puede
ser marcado radiactivamente. Por esta razén, algunas se-
cuenciss espec{ficas son utilizadss como "rastreadores® pa
ra detectsr y localizar genes equivslentes en los genomas
mitocondriales de otras especiea.

Entre los experimentcs que se han realizsdo, puecen
mencionarse los de Groot ( 20 ), gquien estudié la orgsniza
cién del rARN en el ADN mitocondrial de K. lactis vy los
del grupo de Fukuhara ( 21 ), quienes estudizron 1ls organi
zaci6n genétios del mismo ADN locelizando genes gue tenisn
marcsdores de resistencis s diferentes antibiéticos como
oligomicina, cloranfenicol, eritromicins y paromomicina.

En estos estudios se hicieron digestiones del ADN mi
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tocondrial cor diferentes endonuclessss de restriceién vy
se hibridizeron los fragmentos resultantes de estes diges-
tiones con los "rastresdores" de S. cerevisiase adecusdos.
En ambos casos se encontré que lca genes de S. cerevisice

servian para detectar y mapear secuencias hom6logas en el
ADN mitocondriel de K. lactis.

En el laboratorio, se alslaron varias mutantes ds K.
lactis resistentes 8 diversos antibifticos, las cuales se
penaaba eren de origen mitocondrial. Las mutsntes resis -
tentes a oligomicina se aislaron en forma esponténes, miqn
tras oue las mutun&gs resistentes & antimicins fusron indu
cidas por medio de sales de manganeso, las cualea inducen
mutaciones preferentemente mitocondriales ( 22 ). Oessfor
tunadamente, el tipo de esfudiu realizado con BrEt en S.
cerevisiae ( 23 ) no me puede aplicar a esta levsdurs, ya
que las cepas resultantes no son viables. ( 24 )

Se reslizsron, entonces, estudios sobre recombina-
cién y trensmisién de marcadores extracromosomalea ( 25 ),
utilizsndo una cepa progenitora y mutantes resistentes a
los antibi6ticos oligomicina y antimicina y se determinb
que las muteciores encontredss eran de origen extracronoig
mico por medio de pruebas genéticas como:

a) Seoregacién de le mutecibn en los diploides du~
rante la mitosis

b) Seqgreqgscién no Mendeliana de la mutecién sn los
productos de la meioais.

Otros estutios efectuados para comprobar el origen
extracromosomal de las mutaciones incluyeron:
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a) Explorar el efecto del antibidtico sochre la res-
piraci6n de células completas, en donde se observé gue,
aunnue las mutantes eran finalmente inhitidas por el anti-
bidtico, las cuncentraciones requericdaes eran cien veces ma

yores cue las necesaries pera inhibir la cepe silvestre.
(25 )

b) Como se uijo anteriormente, la ocligomicina actla
socbre la fosforilacién oxidativa a nivel del complejo enzi
mético de acoplamiento inhiblenco la ATRasa. Utilizanoo
particulas submitocondriales de la cepa progenitora y de
mutzntes DR comc fuente de ATPasa, se midid la actividad
de &sta en presencia y ausencia cde cligomicina. .wunque
las actividudes de touas sc~ inhibidas, las mutantes mues-
tran més resistencia gue las silvestres, indicanuo una ac-
tividad mitocondrial slterada. ( 26 )

c) Fara descartar la posiblilicad de que la resisten
cia a los antibidticos se debiera a una permeabilidad dis-
miguida a nivel de la membrana celular, se estudif el efec
to de las drogas sobre la respiracién de mitocondrias aise
lzdas ¢ paitir de la cepa silvestre y de las mutantes. De
nuevo, se observfl una mayor tolerancia de las mitocondrias
provenientes de las cepas mutantes. ( 25 )

d) La antimicina A inhibe la cadena respiratoria a
nivel del citocromo b. For esta razén, se estudid también
el efecto de la droga sobre los citocromos. En los espec-
tros resultantes, se observé que en presencia de antimici-
na habfa una desaparicién en el contenido de citocromo b
en la cepe silvestre, mientras cue en la mutante se vi6 el
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espectro normal, indicando que la antimicina no se habia u
nido al citocromo b en la mutante, 6 que 1o habfs hecho
con menos eficiencia. ( 25 )

L, OB3JETIVO

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

For otro lado, en S, cerevisiae se ha descubierto la
presencia de plésmidos que confieren resistencia mGltiple
@ ciertos inhibidores como venturicidina y trietilestafo.
Esto se ha podido comprobar mediante tratamiento con BreEt
(ve que esta sustancia hace desaparecer el ADN mitocon-
drial mas no el ADN del plésmido) y con gradientes de CsCl
en cdonde aparecen tres bandas que.corresponden 8 ADN mito-
condrial, ADN nuclear y ADN del plésmido ( 27 ). Aungue
es diffcil pensar en la presencia de un plésmido responsa-
ble de la resistencia a antibiéticos en nuestras cepss, es
ta nosibilidad no se puede descartar.

€1 objetivo de este trabajo surgibé a partir de la i-
dea de que nuestras mutantes eran de origen mitocondrial.
Una de las formas de demostrar eso era realizar un estudio
comparativo con endonuclcasas de restriccifn en el ADN mi-
tocondrial de una cepe silvestre y de mutantes de la leva-
dura K. lactis, y tratar de encontrar alguna diferencia en
el patrén electroforético, lo que significari{z que hay una
variacién 6 cambio en el genoma mitocondrial de las mutan-
tes.
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ITIT. MATERIALES VvV METODOUOS

1« CEPAS DE LA LEVADURA Ko lactis EMPLEADAS

wM 27 : A, 1ie,

w27 -al, : o, lis,, 05,
W 27 - ol, : O, lis,, 05,
AN 3h : ek, Ua, AL,
L -3 : A, met2 (lky)

2. REACTIVOS Y MEDIDS OE CULTIVO

A, Medios de-Zultivo.- El medioc para crecer la le-
vadura fue el YFAD gue contiene:

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

Agua destilzde

8. Reactins.- Algunos reactivos especiales que se
utilizaron fueron:

Agardsa, TEMED, acrilemids, bia-acrilamiﬁa y persule
fato de amonio de Bio-Rad. CsCl y 8zul de bromofencl de

Merck. BreEt, ADNasa y p - glucuronidasa (de Helix Eomitia)
de Sigma.

3, UBTENCICN DE ADN DE MITOCUNDRIA

Y
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La obtencifn del ADN mitocondrial de K. lactis cdn-
siste de tres etapas:

A. Cbtencién de protoplastos
8. Obtencién de mitocondrias
C. Obtencién de ADN

A. Obtencifin de Protoplastos.- Esto se hizo confor
me al método utilizado por Duell ( 28.), con las modifica-

clones realizadas por Kovac ( 29 ) y consta de los siguien
tes pasos:

1. Se inocula la cepe deseads en 25 ml de YPAD y se
cultiva durante 24 horas a 30° C.

2. Agregsr todo el inumen de ese in6culo a 500 ml
de YPAD.

3. Incubar 8 30° C con eereacién (agitacién a 250
rpm) durante 24 hores. '

L. Centrifuger les células en el rotor GSA (Sorvall)
a 5,000 rpm, 5 minutos 8 4° C. (3 - 4L gramos de célules)

5. Reauspender las células en"éd ml de 2-merd§ptoe-
tanol 0.5 M en Tris=HCl 0.2 M (pH = 9.3).

6. Incubar 5 minutos a 300 C. Centrifugar 10 minu-
tos 8 2,750 rpm en el rotor 55-34 (Sorvall).

7. Lavar las células con 40 ml de D-sorbitol 1,5 M
(pH = 7). Centrifuger de nuevo 10 minutos 8 2,750 rpm.

8. Resuspender la pastills en un volumen final de
10 ml de smortiguador de protoplastos (sorbitol 1,35 M,
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EDTA 2 mM, amortiguador citrato fosfato 10 mM, pH = 5.8).

9. Aiadir 1.4 ml de ﬁbglucuronidasa e incubar con
movimientos ocasionales 8 300 C. El proceso de formacibn
de protoplastos se sigue por medicién de la absorcifn a
600 nm en alicuntas diluidas en agua destilada y comparan-
do las lecturas con aguellas correspondientes a células
muertas por calentamiento a 70° C durante 50 minutos. Con
juntamente, se realizaron observaciones al microscopio de
contraste de fases de las células procesadas, suspendiendo
una muestra en agua destilada y otra en el amortiguzdor de
nrotoplastos; los protoplastos al ser diluidos en agua, se
rompen y aparecen como células cscuras.

10. Al observar un 80 % de protoplastos, las célu-
las se colectan a 2,750 rpm durante 10 minutos. La pasti-
1la se lava dos veces con 40 ml de sorbitol 1.5 M (pH = 7)
y dos veces con 40 ml de sorbitol 0.75 M, D=manitol 0.4 M

y albdmina bovina 0.1 %, centrifugando después de cada la-
vada.

-

B. Obtencién de Mitocondrias.- Las mitocondriass se
obtienen usando el método reportado por Hollenberg et al.
( 30 ):

11. Resuspender la pastilla de protoplastos, vya lae-
vada, en 80 ml de manitol 0.6 M, Tris 10 mM, EDTA 10 mM
(pH = 6;7).

12. Lisar los protoplastos suavemente en el homoge-
neizador Sorvall Cmnimix a velocidad méxima durante 10 se-
gundos en hielo. ODejar en reposc otros 10 minutos en hie-
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lo.

13. Centrifugar el homogenado 10 minutos a 3,600 rpm
en el rotor §5-34 (Sorvall) a &° C.

. Desechar la pastilla y centrifugar el sobrenadan
te a 8,100 rpm, 10 minutos a W c.

15. Desechar el sobrenadante y resuspender la pasti-

l1la en 10 ml de sacarosa 0.35 M, Mgcl2 S y 1 mg de ADN -~
@asa. Incubar 10 minutos a o° c.

16. Centrifugar a 3,250 rpm durante 10 minutos a 4%,

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

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

C. Obtenciétn de ADN.- Para le obtencifn del ADN de
mitocondrias, se usf esencialmente la técnice reportada
por Sanders et al ( 19 ):

19. A 0.5 wml de mitocondrias en manitol, afiadir un
volumen tal de EDTA (pH = 8) pera que la concentracifin fi-

nal de éste sea de 100 mM y el volumen total no sea wmayor
de 2 ml.

20. Agreger un volumen de Sarkosyl al 20 % para que
al final ruede al 2 %. Incubar 30 segundos a O° C.

21. Preparar un gradiente isopicnico @ equilibrio en
CsCl / BrEt.
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a8) El lisado anterior con ADN debe tener un volumen
aproximado de 2.3 ml,

b) Afadir un volumen de BreEt (solucifn S mg/ml) de
tal manera .ue la concentracifn final sea de 0.25 mg/ml.

€) Aiiadir a esto un volumen igual de una solucifn
con CsCl 1.27 g/ml y BrEt 0.25 mg/ml.

d) Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 minutos a A
C en el rotor S5-34 (Sarvall).

e) UWuitar la capa de proteina y decantar el sobre -
nadante en un tubo de nitratoc de celulosa.

f) Aogregar al sobrenadante un volumen igual de atra
solucifn con CsCl 1.27 g/ml y BrEt 0.25 mg/ml.

g) Cubrir con aceite mineral hasta el tope del tubo
y balencear los tubos.

22. Centrifugar en un rotor Ti 50 (Beckman) a 36,000
rpm durante 20 hrs. a 20° Ce.

23. Como se mencioné onteriormente, el ADN en el gra
diente es visible con luz iV, ya que el BrEt fluorece al i
luminarse el tubo. En ocasiones se observan dos bendas,
la surerior gue contiene ADN cromosomal 6 roto y la infe
rior cue contiene el ADN superenrollada, circular cerrado.
Bajo luz LV, ricar el fondo de los tubos y colectar lenta-
mente el ADN de mitocondriz em un tubo (esto deber ser he-
cho en la penumbra, ya que el BrEt reaccions con ls luz).

24, Para guitar el BrEt agregar un volumen igual de
isoliropannl saturado con CsCl. De las doc fases formadas,
quitar le fase alcoh6lica nque contiene el colorante., Re -
petir esto 2 6 3 veces hasta que el colorante haya. salido
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completamente de 1a fase acuosa.

25, Dializar el ADN contra 4 litros de Tris=HC1l 410
mM, EDTA 1 mM (pH = 8), durante 24 horas a W c.

26. Sacar el ADN de la bolsa de diélisis y precipi -
tarlo afiadiendo 1/25 de volumen de acetato de sodio 3 My
2.5 voldmenes de EtOM (alcohol etilico). foner a -20° C
durante 24 horas.

27. Centrifuoar en el rotor SS-34 (Sorvall) a 6,500
rpm durante 1 hora a -4° Ce.

28. Resuspender en SO pl de emortiguador TEN (Tris
HC1l 10 mM, NaCl 10mM, EDTA mM, pH = 7.6). Medir la densi
dad 6ptica (D.0.) a 260 nm para determinar la concentra
cién de ADN. (uUna D.0O. de 1 equivale a 50 pg de ADN/ml).
Generelmente se obtienen alrededor de 4O pg de ADN mitocon
drial.

4. ENZIMAS

Las enzimas de restriccibn gque se utilizaron son de
Bethesda Research Laborstories (Maryland, U.S.AR.). Las
condiciones de reaccién fueron lss reportadas por Bolivar
et al ( 31 ).

Amortiguadores de Enzimas 1 X:

a) Eco RI: Tris=HC1 100mM (pH = 7.2)
MgCl2 5 mM
2-mercaptoetancl 2 mM

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




c)

d)

e)

f)

9)

h)

1.
reaccifin.
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M9812 5 mM
Ditiotreitol (DTT) 0.5 mM

Hinc 1I: Tris=HC1l 10 mM (pH
MgClz 1 mM
NaCl 30 mM
DTT 1 mM

79)

Hind III: NaCl 60 mM
Tris-HC1l 20 mM (pH
MgCl, 7 mM

7.4)

f

Hpa I: Tris-HC1l 56 mM (pH = 7.5)
MgC12 5 mM
NaCl S0 mM
2-mercaptoetanol 5 mM

Hpa II: Tris-HCl1l 20 mM (pH = 7.4)
MgCl2 7 mM
DTT 1 mM

Mbo I: Tris-HC1l 10 mM (pH = 7.4)
NaCl 75 mM
MgCl, 10 mM
OTT 1 mM
Albdmina Bovina (BSA) 100 pg/ml

5al I: Tris-HCl 8 mM (pH = 7.6)
MgCl2 6 mM
NazEDTA 0.2 MM
NaCl 150 mM

Utilizar alrededor de 1.5 pg de ADN vara cada
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2. Afadir el amortiguador correspondiente segdn la

enzima que se vaya a utilizar. El1 volumen final debe ser
de aproximzdamente 20 ul.

3. Afiadir el volumen de enzima necesario para la re
accibn (generalmente es de 1 - 2 pl). Cuando no es necesa
rio digerir, se suprime este paso.

4. Incubar las reacciones con endonucleasas B 37° c
durante el tiempo requerido de acuerde 8 le ectividad de
cada enzima (generalmente es de 1.5 - 2 horas).

S. Fara detener la reaccifin, afiadir 1/3 del volumen
de mezcla inactivadora (urea 10 M, azul de bromofenol 0,05
% en agua)e.

5. ELECTROFDRESIS EN GELES DE AGAROSA O POLIACRIL -
AMIDA

La electroforesis se 1llevé a cabo en placss, segln
condiciones descritas por Boliver et al ( 31 ).

La agerosa al 0.8 % se disolvié mediante calentamien
to a ebullicién durante 2 minutos en amortiguedor Tris-ace
tatos (Trisma base 0,05 M, ECTA 0,002 M, acetato de sodio
0.02 M, NaCl C.019 M, pH = B8.05). Después de vaciar la 8
garosa y dejarle solidificar, las muestras con ADN, ya 1lis
tas, se colocaron en lcs carriles (20 pl en cada uno). La
electroforesis se llevé a cabo a 120 Vv a 4° C durante 3 hao
ras. ¢tste tipo de gel fue usado pera separar los fragmen-
tos de peso molecular alto (1 - 80 Md).

Los geles de poliacrilamida se prepsraron 8l 7.5 % y
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para esta, se mezcl® 7.5 ml de soluci6n de acrilamida-bis-
acrilamida al 29.2 % y 0.8 % respectivamente, 16.4 ml de a
gua y 6 ml de amortiguador Tris-boratos 5X (Trisma base

90 mM, EDTA 2.5 mM, H3803 30 mM, pH = B842) y 15 pl de per-
sulfato de amonio 1 mg/ml. 5e degasifica al vacio, se afia
den 15 pl de TEMED y se vacf{a en el molde.

Se colocaron lss muestraes en los crrriles y la elec-
troforesis se llevé a cabo @8 150 V durante 2 horas. Se u-
s6 este tipo de gel para ceparar fragmentos de ADN de tama
fio penuefio (0,015 = 1 Md),.

Después de terminadas las electroforesis, lcs geles
se sumergieron en una soluci6n de BréEt (4mg/ml) durante
10 - 15 minutos v se iluminaron con lémpara UV de onda cor
ts (Ultraviolet Products, San Gabriel, Cal., USA). Loa .ge
les se fotografiarnn'con una cémara Polaroid MP-5 provists
de un filtro de geiatina amarillo Kodak Wrstten No. 9 y pe
licula Polaroid Np, tipo SS. ’
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Iv. RESULTADOS

Le estrategia que se utilizf pera trater de compro
bar si las mutaciones a antimicine y oligomicina son Ue—
origen mitocondrial, se bas6 en le comparacibn.de los pa-
trones generados por varias enzimas de restriccifn en el

ADN mitocondrial de la cepa silvestre y de lss cepaa mutag
tese.

Para realizer esto, se purificH ADN mitocondrial. de
todas las cepas, siguiendo la metodologi{a ya deacrita.

En los gradientes de ésCl, la banda de ADN mitocon-
drial tiene una densidad de flotacién diferente a 15 de
ADN nuclesr. E1 ADN nuclear tiene una densidad de 1.7
g/ml, mientras que la del ADN mitocondrial ea de 5.55 g/ml,
lo gque permite separar estos dos ADNs en caso de que haya’
quedado 8algo de ADN nuclear, 8 pesar del tratemiento con
ADNasa, Figura 5

En caerriles parslelos de un gel de sgarosa, se colo-

caron muestras de ADNR de la ceps silvestre y de laa muten -

tes con un marcador de pesc molecular gue fue el plésmidd
pC 252. Esto fue con el cbjeto de ssegurarse que todas
las muestraa tenfsn el mismo peao molecular (24 x 106 dal-
tones) .y checar as{ que ningune hubiera sufrido uns alte -
racifn durante las extraccifn. Figura 6

A continuacifin se hicieron geles de agaross y acrila
mida, en donde se colocaron muestras de ADNm de todas las
cepes digeridas (WM 27, UM 27-011. M 27-012 vy AM 34) con
las diferentes enzimas de restriccién,




Figura 5.- Gradiente de CsCli/BrEt en donde se observa
la banda de ADN mitocondrial
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Figura 6 .- Muestras de ADNm de las ce-
pas WM 27, WM 27-0l_, Plas -
mido pPC 252. WM 27—012 y AM
34

N
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A partir de estos geles, se observaron los patrones
vy se pudo inferir el nimero de sitios y el temafoc de los
fragmentos generados por la digestifn de cada una de las 6
endonucleasas de restriccifén utilizadas: Eco RI, Hee II,
Hinc II, Hind III, Hpa I, Hpa II, Mbo I, Sal I. Las.diges
tiones hechas por estas enzimas en las cepss AM'Bh y WM 27
012 se observan en las figuras 8 y 9 respectivamente.

En el laboratorio se contaba con varias cepas silves
tres (sensibles a antibibfticos) y a partir de una de estas
cepas (WM 27) se obtuvieron lss mutantes que se usaron én
este trabajo. Se pensb gue seria interessnte comparar los
patrones generados 8 partir de esta cepe con los generados
de otra cepa silvestre (L - 3) que provenia de diferente
lugar. En la figurs 10 pueden verse los patrones de res .-
triccibn de ambes cepas con varias enzimas.

En algunos casos, se observé en el patrfn de restric
cién con algunas enzimes, un sumento de la intensidad de
alguns de las bandas con respecto a las demBs. Esto se in
terpreté como le existencia de dos 6 més fragmentos que co
migraron juntos.

Se construyeron gréfices del logeritmo de pares de
beses vs cistancia del tope del gel al frente de cade ban-
da de une muestre del fago * A n digerido con las enzimas
Eco RI y Hind IIlI. Los temefios de estos fragmentos ( 32 )
yé estén reportados y se usaron comg patrﬁh-internu de pe=-
80 molecular en los geles de agarosa. Para los geles de
acrilamida se tomaron los velores del plésmido pGER 322 di-
geridas con Mbo I, (figura no mostrada),.
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A purtir de las gréficas, y con los datos de la dis-
tancia recorrida por cada banda generada, se calculé el ta
mafio aproximado gue correspondfc a cada uno de los fragmep_
tos de las diferentcs digestiones,




Figura 7.- Comparacion de los patrones de res-
triccion generados con Eco R! en
los ADN_, de las cepas utilizadas.
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Figura 8.- Gel ade Agarosa. Muestras de ADNp

AM-34 digeridas con enzimas.
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Figura 9.- Gel de Acrilamida al 7.5 %. Muestras de
' ADN, de WM 27-ol2 digeridas con diferen-
-+ tes enzimas.
WM 27 -ol, con Sal |
WM 27 -0l con Hind 111
WM 27 -0l, con Eco RI
. WM 27 .0l con H
WM 27 -0l con H
WM 27 -0l con Mbo |
L-3 con Eco RI

©~00000®
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Figura 10.- Gel de Agarosa. Comparacion de los pa-

trones generados por diferentes enzimas
sobre el ADN_ de las cepas WM 27 y

L-3.
a WM 27 con Eco RI
b. L-3 " Eco RI
C. WM 27 "' Mbo |
d L-3 " Mbo |
e. WM?27 " Hind i/
f. L-3 " Hind I
g. WM27 * Sal |
h. L-3 " Sal |
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V. DI SCUSION

Como se dijo anteriormente, es curiosoc el heche de
gue el ADN mitocondrial cde K. lactis sea la mitad del de

S. cerevisize, 6 sea, tieme la mitad de informacién gené
tica.

Este dato gue tantc llama la atencién puede explicaz
se, poroue el ADN mitocondrial de S. cerevisice posea gran
des regiones espaciadoras ( 33 ), & porque contiene numero
sos genes involucrados en regulacién que no estén presen -
tes en el ADN de K. lactis.

Para conocer mejor su arregloc genético, era necess =
rio contar con mutantes diversas y probar qﬁe esas mutacio
nes provenian del ADN mitocongrial.

La mejor manera de probar esto ers comparar el pa -
trén de restriccién de la cepa silvestre con el de las mus
tantes. En la figuras 6 se ochserva el ADN mitocondrial de
1a cera silvestre, uM 27, y de las tres mutantes: AM 34,
wM 27-011 v M 27-012. y cel plésmido pC 252 usada como
marcador de peso molecular. De esta manera, se vif que
todos estos ADNs tienen el misno peso moleculer, 24 x 108
daltons y cue no sufrieron ninguna slteracifn durante su
manipulacién,

AR los ADNs de las diferentes cepas se& les tratd con
todas las endonuclecsas de restriccifn y se comparsron las
bandas resultantes, rern los petrones electroforéticos re-

sultaron ser idénticos parc 1a cepa silvestre y las dembs
mutantes.
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En la figura 7 se observa un ejemplo de la cepa sil=-
vestre UM 27 y de las mutantes WM 27;011. M 27-012 vy AM -
34 digeridas con Eco RI. Se verd que el patrén de restric
cibn es exactamente el mismo. Esto mismo sucedié con el
resto de las enzimas, por lo cual sflo se ejemplifican los
resultzdos obtenidos con las cepas AM 34 (gel de agarosa)
v M 27-012 (gel de ecrilamida) en las figuras 8 y 9. En,
la tabla 2 aparecen el ndmero aproximado de pares de bases
(p.b.) correspondiente a cade fragmento, obtenido al extrs
polar de las gr&ficas de logaritmo de pares de bases vs-
distancia de los controles, Como se ocbserva en esta tabls,
la suma de fresgmentos en pares de bases para cado_digésn-—
tién es alrededor de 37 k.p.b., la misme cantidad que cor-
responde al ADNm sin digerir. Con lss enzimas Mbo I y Hpa
Il 1a suma de fragmentos es un poco menor. Esto se debe a
gue los fragmentos que se observan en el gel de acrilamida
con muy numerosos y pegquefios y es dificil saber con exacti
tud cufintus son y qué tsmafio tienen,

Desgraciadamente el objetivo de encontrar una dife-
rencia en el patrén de restriccién no se pudo lograr. €Es-
tc pudo deberse a dos razones:

a) Las mutaciones encontradas no son de origen wito
con:rial, sino nuclear.

b) tes mutaciones encontradas son de origen mitocon
drial, pero son puntuales 6 se deben a un corrimiento de
fase de lectura y no 8 una delecién; & bien une delecibn
pequefia no distinguible por métodos de electroforesis de
ADN en las condiciones usadas.
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TABLA 2

Tamaiio de los fragmentos (en Kp. b.) generados em
el ADNm de la cepa AM 34 por la digestién con di-
ferentes enzimas.

AM 3L aM 36| Am 36| am 36 | am 3L | Aam 3u| A BJVAM 34 &M 34
HindIIT}EcoRI!Mbol Hind IIN Haelll|Hpall|Sall {Hincll] Hpa I
37 23.67 {17.0 ;3.5 22.6 6.6 | 7.4 |30.0] 13.5 | 4.0
9.46 | 8.2 | 3.1 7.8 6.2 | Seb | U.3]| 5.0 8.6
6.66 { 7.8 |2.5 4.1 Se | 3.0 | 23] 4.3 | 6.5
4,26 | 2.1 | 2.2 2.1 4.5 | 2.7 |a===| 4.1 ]| 5.0
2.1 1.7 | 2.2 ==== bS5 | 2.5 3666 U1 ]| 2.7
196 [{=mes | 1.9 3646 2.9 2.15 2.8 | ===
0.58 |36.8 | 1.85 1.8 | 1.9 2.5 | 36.8
=r=ex= 1.7 1.55| 1.8 ——
48.69 1.7 1.5 | 1.7 36.8
b 123 | 1ol
1,35 0.72] 1.4
1.3 0.62]"3.93
1.2 0,31|=cne=
1.1 cxczx|35.28
B.56 37.20]
J——
rs.zs

* Suma de todes los fragmentos cuyo tamafio es menor
a 1000 p.b.
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A la prirera explicecién se le puede objetar el he-
cho de gque las pruebas genéticas realizadas con esas mutan
tes dieron como resultado gue son de origen extracromoso-
mal. Ademés, los experimentos biogquimicos hechos con mu =
tantes resistentes a oligomicine y antimicina, mencionados
anteriormente, son otras pruebas gue apoyan la idea de que
las mutaciones son de origen mitocondrial. Se puede asegu
rar, entonces, ocue la mutacién no es de origen nuclear, si
no meramente extracromosomal (posiblemente mitocondrial).
A este respecto, se debe mencionar la presencia en 5. cere
visiae de otro factor extracromosdmico no mitocondrial gue
puede dar resistencis a antibi6ticos ( 27 ), aungue se -
cree gque este no es el caso.

La segunda explicacibﬁ parece ser més probable, ys
que algunas mutaciones mitocondriales responsébles_de re-
sistencia a dorgss han resultado ser mutaciones puntusles
en S. cerevisiae. Ademfs que le forma en gue .se obtuvie -
ron las mutantes con que se trabajé parece indicar que es-
tes mutaciones no son debidas a deleciones grandes. Si es
te fuera el caso, no se observarian diferencies en los pa-
trones de restriccién. La dicestifin con enzimes no puede
precisar en gué lugar est& el cembio de base 6 el corri --
miento de fase, 8 menos Qque la enzima cortera exsctamente
en el sitio de 1la mutacibn, cosa estad{sticamente muy difi
cil. Un posible método para detectar esos cambios tan pe=-
quefios seria el realizer una secuencia de bases del ADN de
la fraccifn en donde probablemente se encuentra la muts --
cibn,
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Cemo se menciond anteriormente, en experimentos rea-
lizados por otros labaratorios, se habfan hecho digestio-
nes con endonucleasas de restricecidn de unu ceps silvestre
de K. lactis (L - 3). Por esta razén, yz se conocia de an
temano la distribucion de diversos sitios y el patrén elec
troforético de este ADNm al ser digerido con algunas endo-
nucleasas.

En base a estos datos, se esperaba gue el patrén de
restriccién de las cepas usadas en este estudio fuera i -
gual a los reportados ( 21 ), peroc no sucedif asf. For el
contrario, se vif que los patrones obtenidos diferfan enor
memente de los ys conocidos, lo que motiv6é cierta duda de
le fidelidad de los resultados.

Par esta razbn, se realizaron digestiones y se compa
raron los patrones de 2 cepas silvestres que se tenfan en
el laboratorioc: 1la wM 27, progenitora de las mutantes, y
la L - 3, que parecia tener el mismo origen gque una de las
cepas reportadas en la literatura (cepa reportada por el
aruigo de Fukuhzra ( 21 )).

El petrbén de restriccifn de la cepa L - 3 es ¢l mis-
me que el reportade por.estos investinedores, 1o gue quie
re decir que la cepa WM 27 es diferente y que el anfilisis
de restriccién se hizo correctamente. Los patrones de rea
trieci6n de los ADNs mitoconsririsles de las dos cepas se
ven en la figura 10 y se podré observar que son bastante
diferentes. €En la tebla 3 se comparan el nimero de pares
de bases obtenidos en geles de agarnsa con cuatro enzimes
direrentes.
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Comparacidén de los fragmentos generados por la ac-

cion de diferentes endonucleasas en los ADNm de

las cepas WM 27 y L - 3. (En Kp.b.)
b}
wm27 fL-3]wmo27lL -3NMM2?7 | L=-3 [wm22|L -3
Eco RI| Eco RI| Mbo I|Mbo I |Hind I1I|Hind 111 Sal I| sal 1
17.0 | 28.0 | 3.5 | 3.0 22.6 18.4 29.0| 30,0
8.2 6.5 | 3.1 | 2.1 7.8 4.7 5.3 7.0
7.8 1.4 | 2.5 | 2.0 6.1 3.7

2.1 2.2 | 1.8

1.7 2.2 | 1.6

1.9 | 1.3

1.85] 1.2

- 1.7 | 1.0
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En diverscs estudias realizadocs con ADN mitocondrial

de diferentes especits come Drosophile, Zea, Rattus, S.
cerevisize y bumano se h. visto que existen ciertas dife -
rencias inter e intraespecifices en sus patrones de res =
triccion. ( 34, 35, 36, 37, 38 ) .

Una posible explicacifn es que los ADNs mitocondria
les entre las diferentes cenas son similares en su secuen=
cia ceneral, pero tienen muchos reasrreglos pequefios. Es-
tos rearreglos pueden ser debidos © peguenas inserciones 6
deleciones 6§ a regicnes espacizdorss ce diferente tamafo
(regionzs ricas en A - T distribuidas entre los genes vy
con una posible funci6n en regqulscién). ( 38, 39 )

Este polimorfismo también puede ser un indicio de la
divernenciz evolutiva dentro de unz misma especie ccmo hae
sido reportado para Feromyscus, Rattus y Homo sapiens,

For otro lado, esta diversificacién en las secuencia nucleo
tidice del ADN mitocondrial ha permitido establecer en for
ma definitiva gue el gencmz mitocondrial de clertos indivi
duos recibe una herencia materna solamente (a8 diferencia
tel genomz nuclear que es heredsdo en forma biparental) vy
no se ve alterado ror recombinacibén 6 secrecacibn neiética.
( 36, 40, 41, L2, 43 )

El an&lisis de restriccifin que se tiene hasta la fe-
cha es limitado y se necesitarén més estudios con otras en
zimas pars ccnccer la br-se molecular de esta divergencia y

el papel de fsta dentro de ls evolucién de las levadurac.
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