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ABRE\'IATL'RAS. 

DNA Acido Desoxiribonucleico. 

RNA Acido Ribonucleico. 

mtDNA Acido Desoxi ribonucleico c.itocondrial. 

tRNA Acido Ribonucleico de Transferencia. 

rR.l\A Acido Ribonucleico Ribosomal. 

Desoxiguanos ina. 

Desoxic:itosina. 

A Desoxiadenina. 

T Desoxitimidina. 

ATPasa Adenos!n trHosfato sintetasa 

RMAasa ribonucleasa 

Tris Tris Hidroximetilaminometano. 

EDTA Acido etilendiaminotetracético. 

SOS Dodecil Sulfato de Sodio. 

BSA Albúmina de suero de bovino. 

Sarcosil N- Lauroil sarcosinato de sodio. 

Kb, kilobases. 



RESUMEN. 

En los est.udios taxonómicos de las levaduras del género 

ltlurveromvces han surgido controversias en la detei:-minación de 

especies. Para resolver éstas discrepancias, se han tomado en 

cuenta caracterbticas fenotípicas, reasociación y contenido de G 

y C del DNA nuclear, interfertilidad, zimogramas y más 

recientemente patrones electroforéticos de DNA cromosómico. 

Consideramos que el estudio de la estruc~ura y organiz.aci6n del 

DNA mitocondrial podría aportar nuevos datos de utilidad 

taxonómica. 

K.luyveromyces l!E!!! que algunos autores consideran una 

especie independiente, ha sido reclasificada por estudios de 

interfertilidad co'IDO una variedad de !· ~· junto con las 

variedades h'agilis y bulgaricus. Otros autores agrupan a !• 

~ con !S:· ~ y !· drosophilarum. 

En este trabajo se estudiaron los DNAs mitocondriales de 

cepas de !• fragilis, 2 de !S:· bulgaricus, l de !S:· ~y 

de !S:· !!E!!!· Se construyeron los mapas de restricción del DNA 

mitocondrial y se localizaron los genes que codifican para las 

subunidades 6 y 9 de la ATPasa mitocondrial. apocitocromo b y los 

RNAs ribosomales 155 y 215. 

Los resultados obtenidos indican la presencia de dos grupos 

principales que comprenden por un lado: !S:· lactis y !• ~ 

y por otra parte !· fragilis y!:· bulgaricus. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por z.imogramas, 

contenido de G y C1 valores de reasociación de ONA nuclear y 

cariotipos electroforéticos. 



I. INTRODUCCION 

l. Aspectos generales de las levaduras. 

Las levaduras son definidas como hongos unicelulares que se 

reproducen por gemación o por fisión y que representan estados 

ontogenéticos unicelulares de los ascomicetos y basidiomicetos 

(Kreger-van Rij,1984; van der \lalt,1984). Un tercer grupo, las 

levaduras imperfectas, tienen afinidades con ambos grupos. 

Las levaduras ascosporógenas se dividen en 2 familias: 

Spermophtorac:eae y Saccharomycetac:eae. Este último grupo se 

divide en subfamilias: Schir:osaccharomycetoideae cuyo 

representante es el género Schizosaccharomyces ¡ las subfamilias 

Nadsoideae, encabe~ada por Nadsonia; Lypomycetoideae representada 

por Lypomices y por último la subfamilia Saccharomycetoideae, de 

la cual algunos de sus representantes son los géneros ~· 

Klurvero11.yces 1 Picbia, Saccharotayces y Torulaspora. 

Las levaduras ascógenas pueden reproducirse vegetativamente 

por gemación, fisión o una combinación de ambas. En cuanto a la 

reproducción sexual, éstas pueden ser homotálicas, en las cuales 

la reproducción sexual se lleva a cabo sin interacción previo de 

tipos de compatibilidad complementarios, o heterotálicas cuya 

reproducción sexual se lleva a cabo sólo cuando hay interacción 

de tipos de compatibilidad cotaplementarios ( van der Walt y 

Yarrov, 1984). Estos estados pueden vegetativamente 

estabilizados en fases diploide o haploide. Dos células haploides 

se conjugan para fonaar un cigoto, el cual dará origen a una 



clona diploide y postet'ion:ient:e. por un proceso de :il!iosis, 

producir un.a técrada de ascosporas haploides. 

2. Desarrollo de las levaduras como modelos biológic:os de 

células eucarionces. 

El contacto primero ·que existió entre levaduns y el 

hombre. provino del gran intet'és en. su cultivo para la 

elabo~aci6n del pan y en la producción de bebidas alcohólieas. 

Los pri!:leros estudios sobre las levaduras se iniciaron 

cuando, en la segunda mitad del siglo XIX, Pasteur demostró la 

participación esencial de estos organismos en los procesos 

fermentativos (Rose y Harrison, 1987). Es a principios de este 

siglo, con e.l descubrimiento de que la fennentación alcohólica 

podía llevarse a cabo por un extracto de levadura, que éstas 

etDpiezan a estudiarse con un enfoque bioqu!mico; el objetivo era 

la identificación de enzimas y eoenz:imas involucradas en el 

proceso fermentativo (glucólisis) • de hecho el tén:i.ino enzima 

significa 11dentro de las levaduras". Es as! eomo las levaduras 

tuvieron una función clave en el desarrollo de algunos conceptos 

bioquftDicos importantes. 

El estudio genético de estos organisiaos se inició a 

mediados de la década de los 30s, con los estudios realizados por 

O. ~Unge sobre el tipo de segregación Mendeliana {Roi:ian. 1981). 

Posteriormente, en la década de los 60s, surgió un gran inteC'és 

en de.terminar el nú:ne.ro de erooosooas y la distribución de los 

ge.nea. El hecho de que las levaduras posean Ct'omosoi:tas pequeños, 



las convirtió en lDOdelos adecuados para el estudio de la 

replicación y estructura del DHA. Todos estos análisis 

realizaron inicialmente en Saccharomyces cerevisiae, la levadura 

de cerveza o de panadería. 

La facultad de estos organisaos de crecer en condiciones 

aeróbicas y anaeróbicas, permitió el estudio de la herencia 

mitocondrial. Ephrussi en 1949 describió la formación de arutantes 

citoplásm.1cas inducidas por acridina y caracterizadas por la 

formación de colonias de tamaño pequeño (colonias petite). Este 

tipo de crecimiento se debe a la incapacidad de utilizar 

sustratos oxidables (glicerol, lactato, etanol ) causado por la 

pérdida de algunos componentes de la cadena respiratoria 

(Ephrussi. 1953 en Ro.an 1 1981). Se sugirió que en la 111.itocondria 

se llevaban a cabo estas sutactones 1 por la observación de 

irregularidades morfológicas y fisiológicas en las mitocondrias. 

El desarrollo de la genética de este organelo fué impulsado por 

el descubrimiento de que algunos tipos de resistencia 

antibióticos que inhiben la síntesis de proteínas en bacterias, 

residen en el DNA mitocondrial 1 aspecto que ha sido y sigue 

siendo de valiosa ayuda para los estudios de transmisión y 

recombinación la herencia citoplásmica, iniciados por 

Slonimski y colaboradores en la década de los setentas (Roman 1 

1981; ltagnini y Fukuh.ara,1989). 

En la actualidad, se han descrito y caracterizado numerosas 

mttaciones petite tanto nucleares como aitocondriales (Tzagoloff 

y Dieckmann 1 1990). 



Estos son sólo algunos de los aspectos que han com•ertido a 

las levaduras en herramientas potenciales para el estudio de 

algunos fenómenos biológicos. Con el adveniciento de las técnicas 

del OSA rec:ombinante y de la transformación de le..-aduras (Hinnen 

!!_ !!.•, 1978¡ Bianchi !.!_ !!.•, 1987 ¡ Fabiani !! !.!· • 1990 ) , se 

ha incrementado el conoc1::1ento de algunos procesos biológicos 

como la regulación y transcripción génicas (Sazer y Shervood, 

1990). El descubrimiento de plásmidos, han pen:itido la 

construcción de vectores con marcadores de selección útiles en la 

expresión beteróloga de genes (~.acreadie !!_ !.!.· 1991, Hadfield 

.!!. !!•, 1990, Tanguy-Rougeau ll. .!.!·, 1990) , además de que sigue 

patente el interés en descubrir las interrelaciones núcleo

m.itocondria en la biogénesis mitocondrial (Grivell, 1989). 

J. Características de las mitocondrias. 

Las aitocondrias son organelos de células eucariontes, 

loa cuales se llevan a cabo numerosas funciones tales como la 

respiración, fosforilac:ión oxidativa y li -oxidación; poseen 

material genético y sistemas replicativo y traduccional 

(Tzagolof!, 1982). 

Estos organelos son ovalados, de 1-2 m de largo y O.S -

l )l. a de ancho. Están constitu!dos por dos membranas separadas que 

definen dos coc:particentos. La ciembrana externa engloba el 

contenido entero de la uitocondria. La mecbrana interna forma una 

serie de plegamientos o invaginaciones que se proyectan al 

espac1o interno, constituyendo lo que denocinan crestas 



mitocondriales 1 lugar en donde se rea.liza el proceso de 

fosforilación oxidativa.. Este mecani61DO de transducción de 

energía está catalizado por cuatro complejos respiratorios y por 

la. ATPasa sensible a oligomiclna. Importantes c0111ponentes de la 

cadena repiratoria son los citocroaos, heaoprote!nas que 

presentan est.ados reducidos y oxidados que permiten el transporte 

de electrones hasta el ox!geno. 

Entre la membrana externa e interna se- encuentra el espacio 

lntermembranal. La matriz mltocondrial está englobada por la 

membrana interna y en ella se encuentran la aayor!a de las 

enzimas solubles involucradas en v!as metabólicas tales como el 

ciclo de Krebs y los sisteiaas enziúticos de la oxidación de 

ácidos grasos. Además contiene el aaterial genético 1 R.NAs de 

transferencia 1 amlnoacil transferasas. DMA y RNA polimerasas y 

otros componentes de la aaquinaria t.ranscripcional y t.raducclonal 

(Tzagoloff, 1982). Aunque la ait.ocondria tiene su propio 

material genético, genética13ente autosuflciente, ya que la 

m.ayor!a de las prote!nas que definen la estructura y función de 

la misma, están codificadas por el geno.a nuclear. Es por esto 

que existe un enorme interés en descubrir las interrelaciones 

que hay entre el núcleo y m.itocondrla para dar coao resultado un 

organelo funcional (Grivell, 1983). 

4. Organización del DNA aitocondriaL 

El DSA mitocondrial es una doble hélice de forma circular 

o lineal. Por su bajo contenido en las bases nucleot!dicas 



guanina y citosina, posee una densidad de flotación t:e:'lor GUe la 

del D!\A nuclear, caracted'.stica que ha pe~itido su separación 

gradientes de cloruro de cesio. 

Se han logrado enontes progresos en definir la naturaler.a 

de la info~ción genética codificada en el genoc.a mitocondrial 

(Tr.agoloff, 1982). Los genes que posee se han dividido en dos 

clases principales: la primera corresponde a genes necesarios 

para la biogénesis de la maquinaria de sfotesis de prote!nas 

(genes syn) que incluye a los R.l\As ribosomales grande y pequeño y 

a los diferentes R.'iAs de transferencia. La segunda clase consiste 

de genes que codifican para prote!nas necesarias en el proceso de 

fosforilación oxidativa (genes mit) e incluyen a las subunidades 

1, 11 y 111 de la citocromo oxidasa, al apocitocromo b que 

pertenece al complejo Coenzima Q- citocromo e reductasa las 

subunidades 6 1 8 y 9 de la ATPasa sensible a oligomicina. Otros 

genes que están presentes en el mtDNA de levaduras y que 

tienen contraparte el mtDHA de metazoarios son una 

endonucleasa involucrada en la transposición de intrones, 

prote!nas (ma.durasas) requeridas para el procesamiento de 

intrones (splicing), una protefna asociada con la subunidad 

pequeña del ribosoma mitocondrial y un RNA que fonna parte de una 

enzima procesadora de tRNA semejante a la RNAasa P. Además hay 

tres marcos de lectura abierta ,que no han sido asignados a 

productos proteicos conocidos (Grivell, 1989). La tabla 1.1 resume 

los genes mitocondriales identificados en levaduras y mam!feros. 

La figura l muestra la organización del mtDNA humano y el de 

Saccharomyces cerevisiae. 



Tabla I .1 Cenes mitoc:ondriales en levaduras y mamíferos. • 

Componente 111.itoc:ondrial 

Citoc:rol:IO e oxtdasa 
subunidades I.II y Ill 

QHz- citocromo e: reductasa 
citocromo b 

ATP sintetasa 
subunidades 6,8 
subunidad 9 

NADH deshidrogenasa 
subunidades tm 1-6 

iUiA ctadurasas 

Endonuc:leasa involucrada en la 
transposición de intrones 

Componente (RNA) de la endeaa 
semejante a la RNAasa P 

Ribo soma 
L-rRNA, S-rllNA 
proteína asociada al ribosoma 

tR.-tA.s 

Marcos de lectura abiertos 

• To:nado de Crivell, 1989, 

Producto génico 111.itocondrial. 
levaduras mam.!feros 

+ 

+ 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 

24 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

22 



Ftg. l. Organización dtl OSA =Hocondrtal hum.ano y dt levadura•. 
( toiudo de Dar ne 11 !! !.!.• , 1990) • 

El 11.tDN>. de levaduras es cinco veces i=.is grande que el de 
hu:wno y aqu! esti rtpresu~udo sólo dos veces y 1tedh dt 
grar.de. Lat protefnas 'J i:'.'1As codl!kados por cada cadena se 
t:l\ltstran separada-nte. L{neas discontinuas representan reglones 
no secutnciadas. Reglones 01curas repreaentan 101 eJtone1 dt los 
genes estructurales y los t:Rfs (O~n Reading Fra11e1 o 
Cnll:!entified Ruding Fra=e.s). Los genes que codifican para los 
F~"As y tRSAs se 111Ue1tran en gris 



En el estudio de los genes mitocondriales es de fundamental 

importancia mapearlos físicamente. Para cubrir tal aspecto se han 

utilizado endonucleasas de restricción, proteínas extraídas 

principalmente de procariontes, que reconocen secuencias 

específicas dentro de la doble cadena de ONA e introducen un 

corte • Las enzimas del tipo II, las más utilhadas,introducen un 

corte en el DNA dentro o cerca de su secuencia de reconocimiento, 

la cual consiste generalmente de 4 o 6 nucleótidos (Maniatis !! 

!.!·, l982). 

Los mapas físicos muestran la distribución de los sitios de 

restricción en ellos se pueden localizar los fragmentos de 

restricción mínimos que hibridan con sondas que portan alguno de 

los genes aitocondriales y que han sido marcadas, ya sea con 

leotopos radioactivos , derivados biotinilados o luminiscencia. 

Con los nuevos avances en el anilisis genético y 

secuenci.ación del DMA, se han localizado los genes mitocondriales 

en una gran variedad de organismos. Se han encontrado 

prácticamente los mismos genes en la mayoría de los organismos 

cuyos genomas mitocondriales han sido estudiados, aunque el 

arreglo de los mismos dentro de la molécula es muy diferente a lo 

largo de la escala evolutiva (Clark-\ilalker, 1985). 

5. Diversidad en el DNA mitocondrial. 

El genoma mitocondrial varía en tamaño, en el número de 

secuencias no codificadoras (intrones, secuencias intergénicas), 

en el número y arreglo de los genes que codifican para proteínas, 

10 



en el número de moléculas de ONA por genoma, en la presencia o 

ausencia de 1ntrones y en el código genético (Suyama 

Miura, 1968¡ Clark-Walk.er, 198).). 

En cuanto al ta.maño, éste var!a ampliamente¡ desde 16-19 

Kb. en el mtDNA de animales, con prácticamente ningún tipo de 

secuencia intergénica, hasta las 2400 Kb en el mtDNA de algunas 

especies de melón ( W'ard ,!! .!.!.· ,1981). Aún dentro de 

ritpresentantes de una misma especie, hay grandes variaciones, 

como en el caso del género de levadul-a Dekkera ( cuyo esta.do 

asexual corresponde a Brettano-myces), que muestran variaciones de 

28-100 Kb { MeArthur y Clark.-Walk.er, 1983; Hoeben y Clark-WaH::er, 

1986). Ya que se h.an encontrado pricticaaente los aia11110s 

genes m.itocondriales, esta varbbilidad depende principalmente de 

las regiones intergéni<:as e intrones (Clark-Vallc.er !!. !.!·, 1983a}. 

6. Aspectos s1ste.!Úticos de las levaduras. 

Ademis de ser vistas las levaduras cotDO ~delos de estudio 

de células eucariontes, sigue patente. el interés p('lr parte de 

taxónomos. e.n construir árboles filogenéticos y clasificar a las 

mismas. 

La descripción general de una especie proporciona las 

características por las que pul!de ser definida, las cuales son 

1D0rfológicas, fisiológicas, bioqu!m:icas, ecológicas. Se han 

diseñado numerosos tipos de pruebas para determinar las especies 

dentro de las levaduras. Aparte de las i:aracter!sticas 

caotfológtcas, las más comunes son los patrones de asimilación y 

¡¡ 



fermentación de diversos compuestos de carbono la 

interfertilidad entre las cepas. 

Una levadura que crece en una fuente de carbono puede ser 

capaz de fermentarla o utilizarla para la respiración; es común 

que cuando una cepa utiliza un carbohidrato fermentativamente, 

también es capaz de oxid!'rlo. Las levaduras varían en su 

capaeidad de fermentar azúcares, la fermentación es indicada por 

la producción de bióxido de carbono bajo condiciones que permiten 

la utilización del azúcar. 

La delimitación de las especies con base 

interfertilidad acepta que si dos cepas son capaces de cruzarse 

y formar progenie híbrida viable (viabilidad de las ascosporas), 

aquéllas pertenece.o a la misma especie. 

El uso de criterios de entrecruzamientos para la 

de.liaitación de especies de. levaduras perfectas fué implementada 

a ra!z de los estudios de Wicltherman y Burton en 1954, quienes 

demostraron que algunas especies imperfectas constituyen los 

factores sexuales complementarios de especies ascógenas 

heterotálicas (van der Walt y Yarrov, 1984). Estos estudios 

tuvieron un gran impacto en la sistemática de las levaduras, ya 

que permitieron la separación o la unificación de loe diversos 

grupos taxonómicos •. 

Otro tipo de estudios fisiológicos realizados para la 

identificación de las levaduras comprenden; requerimientos de 

factores de crecimiento, crecimiento a temperaturas elevadas y en 

12 



medios con altos contenidos de azúcares (glucosa) o sales (NaCl), 

formación de metabolitos y la susceptibilidad a antibióticos (van 

der Walt y Yarrov, 1984}. 

En años recientes se han considerado, además de los 

criterios convencionales, las se111ejanus y diferencias que se 

presentan en las aacromolé'culas, ya sean proteínas o ácidos 

nucleicos, e incluyen homologías en el DMA nuclear, homolog{as 

rRNA-DNA (Kurtzaan y Robnett, 1991), patrones de aloen:timas, 

comparaciones i1U1Unológicas de prole!nas. análisis serológicos de 

paredes celulares y coaparaciones en el aisteaa de coenziaa Q. 

Estos estudios han aportado importantes datos para la 

sistemática, aunque cada uno se ha liaitado a ciertos niveles de 

la organi:tación taxonóaica. 

Las coaparaciones de ácidos nucleicos inicialmente se 

restringieron a l.Jt coaposición de bases, reportado co.o 

porcentaje medio .,lar de guanina + citosina. Este valor se 

determina por procediaientos de desnaturalización té'nlica o por 

determinaciones de densidad de flotación en gradientes de CsCl 

(PhaH,1984). Aunque estos valores pueden ser índices de 

parentesco entre grupos de levaduras -.ás o aenos alejados, su 

utilización se dificulta en grupos de levaduras más cercanos 

debido a su composición de bases aás si•ilar. 

Posteriormente se realizaron exper~ntos de reasociación 

DNA-DNA, los cuales han sido de utilidad en la detenllina.ción de 

las especies (Vaughan Martini,1991); los valores de reasociación 

mayores del 80% indican coespeciUcidad, valoree entre 65-80%, 

los más co11.Ú11D1.ente observados, se considera que representan cepas 

13 



eás diferenciadas dentro de una especie y aquellos valoro 

menores del 20% indican que las cepas están lejanamente 

relacionadas. Los valores com.prendidos entre 20 y 35% son 

difíciles de interpretar (Phaff, 1984). 

Los estudios taxon~icos que utilizan prote(nas son de d<>s 

tipos principales: el análisis .del sistema de Coenzima Q, el cual 

se basa en la variación en el número de uni~ades isoprenoides por 

molécu~a. Este criterio está restringido a la separación entre 

ascomicetos y basidiomicetos (\'amada y Kondo, 1972 en van der 

Watt y Yarrov, 1984). 

El otro tipo de estudio analiza las vn1ac1ones en las 

!soendmas • que considera que la diversificación es una función 

del tiempo, por lo tanto, aquellos organisIDOa que 5e hayan 

separado recientemente deben mostrar un alto grado de semejanza 

entre sus moléculas. Este cipo de estudios ha sido de ds 

utilidad en el establecimiento de relaciones intraespec!fi.cas 

(Lachance, 1965). 

7. Estudios taxonómicos de levaduras pertenecientes al 

génet'O Kluyveromyces. 

El génet'o Klurveromyces ha sido sujeto de algunas 

investigaciones taxonómicas, princ1pa1Qente a rab de la 

reclasificación propuesta por van det' Walt y Johannsen (van der 

\lalt y Johannsen _.1984). La tabla I.2, resuttr.e la clasificación 

realizada por varios investigadores,cuya descripción se hace a 

continuación. 

l4 



Tabla l. 2 Nomenclatura y clasificaciones propuestas para cepas tipo 
del género Kluvveromyces* 

Designación taxonómica Clasificación por: 

Fenotipo Reasociación de DNA lnterfertilidad 
nuclear 

K. aestuarii B2 K. 
¡¡, ~ B2 K. 
¡¡, 2haseolos2orus Bl-B2 K. 
¡¡, lactis B2 ¡¡, 
¡¡, droso2hilarum B2 ¡¡, 
K. dob~hanskU B2 ¡¡, 
¡¡, vikenii Bl ¡¡, 
¡¡, fragilis Bl ¡¡, 
¡¡, marxianus ¡¡, 
¡¡, eiceris2orus ¡¡, 
K. bulgaricus :g. 
¡¡, valtU 
¡¡, ~ham.11 Bl-B2 K. 
¡¡, the~tolerans N ¡¡, 
¡¡, phaffi A <!. 
¡¡, polrsporus A K. 
¡¡, delphensis A CK. 
¡¡, lodderi A :g. 
¡¡, ~ :g. africanos A <!· 

A Taxa aislados prineipalMnte de suelos 
B Taxa aislados de varios habitats 

aestuarii K. aestuarii 
lactis ¡¡, ~ 
lactie ¡¡, ~ 
lactis ¡¡, ~ 
lactis ¡¡, ~ 
dobzhansk.11 ¡¡, ~ 
marxianus ¡¡, marxianus 
iMriTañü8 K. mantianus 
~ :g, ~ 
~ K. ~ 
manc.ianus ¡¡, ~ 

<!. ~) 
vick.erhaaii <!· marxianus) 
theT'lllOtolerans <!· marxianue) 
phaffi) K. phaffi 

~ ¡¡, 2ol;r:seorus 
del2hensis) ¡¡, delehensis 

~ ¡¡, lodderi 
¡¡, hlill8e 

africanus) !· af ric:anus 

El subgrupo 82 utiliza los "-glucósidos mi's activamente que el 
subgrupo Bl 

N No miembro del género 
() Paréntesis indican bajos niveles de hibridación 
- Cepas no disponibles cuando se realizaron los estudios 
* Tomado de Sidenberg & Lachance, 1983 
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La clasificación del género Kluyveromvces se inició con la 

creación del mis1n0, que inclu!a una especie. !· polvsporus (van 

der \ialt, 1956). Posteriormente van der \.'alt en 1970 reconoció 18 

especies • 

Poncet en 1973 (Poncet, 1973 ), dividió el género en dos 

grupos principales (primera. columna): el grupo A comprende taxa 

que fueron aislados principalmente de suelos y el grupo B 

colllprende taxa aislados de varios sustratos. Este grupo lo 

subdividió en dos subgrupos dependiendo de su crecimiento en ... _ 

glucósidos. El 82 utilha estos carbohidratos más activamente que 

los del grupo Bl. Además hay dos especies intermedias entre estos 

grupos. 

Estudios de reasociación de DNA (Phaff, 1980¡ Vaughan 

Hartini,1987) 1 y composici6n de bases de ONA nuclear (Martini !!_ 

!!·, 1972 Martini y Phaff, 1973), llegaron a conclusiones 

similares (segunda columna) ,Estos autores separan las especies 

en tres grupos principales: 4 especies agrupadas como !· ~ 

(~. ~' !:• vanudenii, !· phaseolosporus y !:· drosophilarum), 

5 especies como !· marxianus (!, ~· !!· fragilis, !· 

~ , !• cicerisporus y !· bulgaricus) y el resto 

consideradas especies aisladas. 

Johannsen tJohannsen, 1980), basándose en estudios de 

entrecruzamiento entre varias especies del género reordenó este 

taxón (tercera columna) ,agrupando diez especies como variedades 

de la especie única !:· ~' tres especies (paréntesis) 

separadas pero muy relacionadas y 7 especies independientes. Este 
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estudio basó en experimentos de entrec:nizamiento que 

involucraron el uso de cutantes auxotróficas de todas las 

especies aceptadas dentro del género¡ las mutantes fueron 

obtenidas por trata.ciento con N-1:1etU-N 1 -nitro-N-

nitrosoguanidina { mutágeno que realiza mutaciones puntuales) y 

se consideraron frecuencias de recombinación significativas de 

103 o más, por 108 células de la población inicial { Johannsen 

y van der Walt, 1978; Johannsen,1980 ; van der \.'alt y Johannsen, 

1984 ) • 

Otros investigadores han realizado estudios sobre la 

clasificación de este género. El grupo de Lachance, examinó los 

patrones electroforéticos de 11 isoend.mas, algunas de ellas son: 

alcohol, lactato y malato deshidrogenasas; catalasas," -

glucosidasas, lli -glucosidasas. Este autor considera que los 

subgrupos !· ~ y !• ~ deben considerarse 

pobl4ciones distintas evolutivamente {especies biológicas), a 

pesar de su capacidad de formar hfbridos condiciones de 

laboratorio. En téndnos de no11.enclatura, se deben de retener las 

especies !• lactis (con 4 variedadu) y !· ~ con 5 

variedades (Sidenberg y Lachanc:e. 1983; Lachance, 1985; Sidenberg 

y Lachance, 1986). 

Otro tipo de estudios taxonómicos realizados con este 

género se basan en el análisis de patrones electroforéticos de 

DSA crooosó11.ico {Steensma. !!_ !.!· ,1988¡ Sor y Fukuhara, 1989). En 

este estudio se utiliza la técnica de separación de cromosomas 
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por electrofonsis en ca::po ortogonal (OFAGE 

alternation gel electrophoresis). 

Orthogonal field 

Estos investigadores analizaron la segregación de 

marcadores y los patrones de DS'A cro:iosó::nico de cepas del género, 

tanto parentales co~ los hfbridos producto de cruus entre E_. 

~y!!_. lactis. 

Observaron que a Pesar de c;ue en las cru~as se for.r.aron 

híbridos y que éstos tuvieron descendientes viables, no hubo 

intercacbio de infon:.ación genética. En Saccharoovces ~· 

la recombinación entre cromosomas hoi:ólogos de diferentes tarlaños 

es detectado por la formaci6n de bandas de tamaño intermedio en 

los cariotipos de los híbridos y de su progenie as{ cooo la 

segregación de marcadores. 

La ausencia de estos patrones en las cruzas realizadas 

dentro del género Kluyveroi=vm sugiere una barrera que previene 

el interca:i.bio de eaterial genético entre cepas de !_;. ~ y 

!!· l!Elli· 

En cuanto al DNA mitocondrial de cepas pertenecientes al 

género, el grupo de Fukuhara ( Ragnini y Fukuhara 1 1988), 

describió la presencia de agrupai::iientos ricos en las bases 

guanina y citosina,caracterit.ados por nuc:ierosos sitios de 

restricci6n para las endonucleasas Hap 11 y Sac 11 , los cuales, 

al ser secuenciados de1:1ostraron formar parte de estructuras 

palindrómicas. Estos agrupamientos están presentes en las 

variedades de !· ~ (considerando la clasificación por 

reasociación de DNA), "Oient-ras que: en las variedades de !· 

er~ están ausentes. 
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La presencia de estas estructuras se considera que es 

característica que distingue cepas de !_. ~ de cepas de !!• 

~· 

Tomando en consideración éstos estudios, los autores 

proponen dividir al género en 3 especies distintas, i.e., !_. 

~' !!· .!.!E.!.!!. y !!· dobzhanskii. 

Un análisis más profundo del DNA m!tocondrial, patrones de 

restricción • localización de genes para los que codifica, 

(ya que se sabe que el orden y distancia entre gen y gen varía de 

especie a especie ) y el análisis de su secuencia, podrá aportar 

nuevos datos para la clasificación de las especies del género, 

as! como para determinar qué tanta información puede aportar el 

ONA mitocondrial para la caxonomfa. 
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II, OBJETIVOS, 

El objetivo general de este trabajo es comparar la 

c:o;;nposic:ión y esnuctura del itttlNA de cepas de levaduras 

pertenecientes al género Kluyveroet\'ces, para establecer su 

posición taxoni5túca. considerando también criterios de otra 

Indole, como morfológicos y bioqu!micos. 

Con tal fin, se establecieron los siguientes objetivos 

particulares: 

- Caracterizar morfológica y fisiológicamente las cinco cepas que 

comprendieron este estudio. 

- Comparar los patrones de restricción de DNA mitocondrial 

purificado por gradientes de cloruro de cesio. 

- Construir mapas de restricción pua localizar variaciones en 

el n~uo y tamaño de los fragmentos generados. 

- Localizar secuencias putativas para los genes mitoc:ondriales 

que codifican para las subunidadea 6 (oli 2) y 9 (oli l) de la 

AT?asa mitocondrial, apocitocromo las subuntdades 

dbosomales pequeña y grande (rRNA lSS y rRNA 21S 

respectivamente). 

- Determinar las variaciones en l!!l arreglo y distribución de los 

genes arriba mencionados~ 

- Estableie::er el valor taxonómico de los estudios del OSA 

citocondrial para la clasificac:tón de las upec:ies del género. 

20 



III. l!ETODOLOG!A 

En la tabla III .1 se describen las cepas de levaduras del 

género Klurverocvces estudiadas a lo largo de este trabajo. 

Tabla II I .1 • Cepas estudiadas de la levadura Kluvveromzces. 

Designación Cepa No. Origen. 
taxonómica. 

!· fragilis L-278 (a) Desconocido, 

.!\· fragilis (T) Y-2415 (b) Aislado de yogurt. 

.!i· bulzaricus (T) YB-4327 (b) Aislado de yogurt. 

.!i· bulsaricus I.B. (e) Aislado de pulque, 

.!i· !!il!!. (IM37)• L-668 (a) Mutante auxótrofa 
His- de la cepa 
NRRL Y-1140 

!·~ Y-6682 (b) Desconocido, 

(a) Cepas donadas por la Dra. Jovita Kart!nez:. Colección 
Microbiana del CINVESTAV, Unidad Zacatenco. IPN, México. 

(b) Cepas donadas por el Dr. C. P. Kurtzman. Northern Regional 
Research Center. Peoria,UUnois. 

(e) Cepas donadas por la Dra. Patricia t.appe, Instituto de 
Biología, UNA.'t. México. 

(T) Cepa tipo. 

Cepa descrita en Biochem.Biophys,Res,Cocn.~:61J-620 1 1974. 

Nota: En algunos de los trabajos realizados en ésta tesis, 
también se incluyeron coco comparación las cepas K· ~ 
I.B. de la colección del Inst. Biol. UNA.'i; f. drosophilarum 
(NRRL Y-8279) y .!\• fragilis L-667 {NRRL Y-7571). 
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2. Medios de Cultivo 

YPO 
Peptona de gelatina 
Extracto de levadura 
Glucosa 

YPD Sólido 
lo anterior mas agar 

1% 
1% 
2% 

Extracto de Malta Agar (medio para favorecer la esporulación). 
Extracto de Malta 5% 
Agar 3% 

LB 
Cloruro de sodio 
Extracto de levadura 
Bactotriptona 
Agar 

so 
Base nitrogenada de levadura 

1% 
0,5% 
1.0% 
2 % 

sin aminoácidos. 0.67% 
Glucosa 2% 
A~r H 

YPG 
Extracto de levadura 
Peptona de gelatina 
Glicerol 
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1% 
1% 
3% 

LB + Ampicilina 70 ~ g/ml 

LB + Tetraciclina 
15~g/ml 

YPG + Paromomicina 
2 mg/ml pH 6,5 



3. Tiecpos medios de duplicación. 

Se determinaron las curvas de crecimiento de cada una de 

las cepas y a partir de ellas se calcularon los tiempos medios 

de duplicación. 

Se emplearon ~traces nefelométricos con SO ml de YPD 

inoculados con 1 X 10 6 células / ml. El crecimiento se determinó 

midiendo la absorbancia en un fotocolor!metro Klett con filtro 

rojo. Las lecturas se hicieron cada 30 min. por un período de 15 

horas. 

Se trazaron las gráficas correspondientes en papel 

sem1logar!t1mico y 

duplicación. 

calcularon los tiempos medios de 

4. Espectros de citocrocos. 

Se determinaron los espectros diferenciales de absorción de 

citocromos de cada una de las cepas. 

Se utilizaron tanto C!.itocondrias cotlo células cocpletas 

crecidas hasta la fase exponencial tardía. 

Para las :::uestras mitocondriales se eoplearon 5 mg/ml de 

proteína. glicerol al 30% y KHiP04 50 c.'i pH 7.2 para completar a 

un volw:ien de 1 ml. Se utilizó, para la ouestra oxidada, 101' 1 de 

ferricianuro de potasio 100 m.\f y para la reducida ditionita 

(hidrosulfito de sodio) en exceso. 
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La absorción se midió a tea:peratura ambiente en 

espectrofotómetro Sl.M-A.'itNCO de doble rayo modelo OW-2000 , en 

un rango de longitud de onda de 400 a 700 nm. 

El contenido de citocroc.os en células completas se 

determinó en una dilución de 0.35 x 107 células/ ml y como 

blanco se empleó leche descremada al 10%. 

5. Caracterización morfológica de esporas, 

Las cepas se purificaron por colonias individuales en 

aedio YPD. 

Posteriormente se set:ibraron en medio de extracto de malta 

para favorecer la esporulación. Se realizaron observaciones 

diarias al i:i.icroscopio con contraste de fases por un período de 

una semana y se registraron la forma y número de esporas por 

asca. 

6. Purificación de DNA mitocondrial. 

El método utilizado es una modificación del descrito por 

Hudspeth (Hudspeth !! !!.!.·, 1980), 

Cada una de las cepas se cultivó en medio YPD hasta la 

fase exponencial tard!a (aproximadamente 18 hrs,). Después de 

este tiecipo, se cosecharon las células por centrifugación a 3 000 

rpm. durante 5 minutos , utilizando el rotor GSA de la centrHuga 

24 



Sorvall RC-50. Se lavaron 2 o 3 veces con agua destilada y una 

vez con sorbicol 1.2 M • Se resuspendieron en 3 veces su peso, 

en el siguiente amortiguador de digestión: 

30,0 ml 
0.1 ml 
7. 5 ml 
0.5 ml 
1-2 mg 

Sorbitol 2M 
EDTA 0.5 M 
KH2 P04 O. 5M pH 7, 5 
1'-mercaptoetanol 
zimoliasa/ g de células. 

Se incubaron a 35°C y cada 15 minutos se hicieron 

diluciones 1: 50 ,para comprobar al i:nicroscopio la formación de 

protoplastos, que se manifiesta por la aparición de células 

negras en contraste de fases. Cuando la digestión de la pared 

celular fué completa (protoplastos), se lavaron dos veces en 2-3 

volúmenes de sorbitol 1. 2 M y se centrifugaron a 3000 rpm durante 

10 min. Posteriormente se homogenizaron durante 1 min. en 

licuadora en 75 ml de amortiguador de sorbitol 0.6 M, Tris-HCl 

0.06 M pH 7.5, EDTA 1 m.'i, BSA 0.1% y se mantuvieron a -20°C 

durante 3 min.. Estos pasos se repitieron hasta observar al 

microscop!o abundante contenido celular suspensión. El 

homogenado se centrifugó a 2500 rpm recuperándose el 

sobrenadante (principalmente mitocondrias y restos de pared 

celular). El precipitado se homogenizó una vez más y se recuperó 

el sobrenadan te. 

Las mitocondrias se purificaron por centrifugaciones 

alternadas a 16,000 rpm durante 10 min. en el rotor SSJ4 (para 

recuperar las mitocondrias) y 2,500 rpm. 10 e.in. para eliminar 

núcleos, membranas y otros desechos celulares. Los precipitados 

mitocondriales, de cada una de las centrifugaciones de alta 

velocidad, se resuspendieron en acortiguador de sorbitol 0.9 M, 
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Tris-HCl 10 c.\f pH 8.0 1 EDTA l c}t. El último de estos precipitados 

se resuspendió en TEN-sarcosil:sarcosil (N-lauril sarcosina) 2%. 

Tris-HCl 0.1 M pH 8.0, NaCl 0.1 M, EDTA 10 m."'!: ) 1 para Usar las 

mitocondrias. Se agregaron 5.91 g de cloruro de cesio (CsCl) / 5 

ml de lisado mitocondrial y se incubó toda la noche a 4°C. 

Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 15,000 rpm 

durante JO tún., para elioinar ·la capa de protefoas que se forma 

al mantener en refrigeración, y se ajustaron los índices de 

refraccfón a l. 3947-1. 3960 • Para visuali:tar los acidos 

nucleicos, agregaron 200 lL 1 del colorante bis-bendmida (100 

mg/ml). 

Las muestras se centrifugaron a 40,000 rpm durante 16 hrs 

en el rotor Vti 65.1. Las bandas (mtDNA o DNA nuclear} 

visualizaron con luz UV de onda larga (312 nm), y se extrajeron 

con una jeringa. El colorante se eliminó con isopropanol saturado 

con TE ( Tris-HCl 10 m.'i pH 7. S, EDTA 1 mM) y CsCl. La muestra 

diluyó con 2 volÚl:lenes de TE y los ácidos nucleicos 

p~ecipitaron agregando 3 volumenes de etanol absoluto y l/ 10 de 

acetato de sodio 3H pH 4.5, e incubando JO mio a -70ºC en un 

baño de hielo seco-etanol. Después se centrifugó a 13,000 rpm., 

20 min., rotor 5534. El precipitado se resuspendió en 200 \.11 de 

TE ,se precipitó una segunda vez, centrifugando en ésta ocasión 

a 14,000 rpm. durante JO mio. El precipitado se lavó con etanol 

al 70%, para eliminar el exceso de sales y se quitó el alcohol 

con vacío, El liofilitado se resuspendió en TE. 

Una alícuota de los ácidos nucleicos obtenidos se sometió 

a electroforesis en geles de agarosa al 0.8% a 80 volts. Cuando 
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las t:".Jestras conten!an R.'iA, se trataron con 5 \.l l de R.'\.Usa, 5 

cg/::.l y se incubaron 30 ::.in. a 37•c • Las prote!nas se extrajeron 

sucesiva::iente fenol, fenol-cloroforoo y c.lorofo~o. El DSA 

contenido en e 1 sobrenadan te se recu¡>eró como en los pasos 

anteriores. 

7. Construcción de los Mpas de restricción. 

7a. Digestión del D!iA :nitocondrial. 

El D!\A oitocondrial se cortó con enzimas de restricción, de 

acuerdo a las especificaciones de la casa comercial (Bethesda 

R.esearcb Laboratories ,BRL). 

Se hicieron digestiones sencillas , dobles o triples ,a fin 

de resolver la disposición de los fragcentos en la molécula 

original. Cada 1:1ezc.la de reacción se preparó en un voluI:1en total 

de 10\1 l. Por ejet:l.plo: 

l.Ol' l c:uestra de DNA (los g fueron variables). 

1.0~ 1 amot'tiguador de digestión 10X. 

O.;µ 1 enzima de restt'icción ( dependiendo de la 

actividad de la enzi::ia). 

7 .O µ 1 agua bidestilada estéril. 

Se incubaron las eezclas durante 2-3 hrs a la tempet"atura 

de actividad ópti:i.a. Para el caso de digestiones dobles o 

triples, pricero se incubó con la enzi~ que requer{a menor 

concentración de sales; después de la incubación, se agregó la 

segunda enzi:c:.a, con la cantidad de sales Ópti::a para dicha enziea 

y se incubó a la tei::peratura reco::endaCa. 
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Para interru:::pir la digestión, se agregaron ~ \J l de uoa 

nezcla que contiene fic:ol 35! 1 SOS O.s:, azul Ce ~r-o::iofenol O, U 

y xilen-cianol O .1 % 

7b. Elec: troforesis. 

Los fra~entos generados se separaron en geles de agarosa 

al 0.8% a 80-100 volts utiliiando c:ot:10 careador de peso 

molecular DSA del fago ).. c:oriado con Hindltl + OSA del fago 

fXl74 cortado con Haelll. 

Los geles se tiñeron c:cn bromuro de etidio(O.Sµg/ml) y se 

fotografiaron con una cámara Polaroid provista de un filtro 

anaranjado. 

Para detentinar el peso oolec:ular de bandas :r.ayores de S 

Kb, se hicieron electroforesis ·en geles de agarcsa al 0.4%, 

utilizando 1:1.lrc:adores de peso ciolecular alto, y aplicando una 

corriente de 10 volts/cm2. 

7c. Análisis de los fragt:entos. 

El mapeo de los fragmentos de restricción obtenidos 1 se 

realizó con una DOdificación al método de Fitch (Fitch .!l !!.•, 

1983) y consistió en lo siguiente: 

Se eligió arbitrariaI:lente la coordenada cero con la priI:lera 

enziea usada (preferente:.ente aquella que tuviera sitio único de 

-re.conocimiento en la t:1olécula de m1'A). Posterion:iente, 

realizaron dobles digestiones, utilizando la pric.era. enzir.a, con 

otra que tuviera más sitios de reconocimiento. Los productos se 

sometieron a electroforesis )' se analhó qué banda se cortaba con 
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la enzi:.a c!e siti-0 único. La su.ca del peso ::iolecular de los 

fr:agmentos nue\•os será igual al peso ::.alecular de la banda G:ue se 

cortó. Entonces se loealita en el mapa de restricción el corte de 

la banda. ?ara deten:inar la orientación de la banda y la 

disposición de los frag:.entos n.$tantes 1 se di$e:ñaron digestiones 

con oc.ras en::ii::as di! restricción. 

Del nimero de frag:i.entos de digestiones sencillas y 

doblesJ se puede deten=iinar la fon:.a de la tllOlé'cula de DNA. Si el 

m:A es circular, la s~ de los fragt:ientos obtenidos en 

digestiones separadas,con una sola en"ziz:.a,es i~al a la sU:r.a de 

los trag-c.entos obtenidos en una digestión doble con las m!s~s 

enz:i»s. Si el D!lA lineal, la su:n.a de los fragmentos de 

digesc.iones sencillas es igual a la suma. cenos uno, de los 

fragmentos en la doble digestión. 

8. Elaboración de una sonda para la localiz:ac:1ón de la. 

subunidad ribosoMl l SS. 

El esqueca general de este trabajo se presenta en la figura 

(1). 

La sonda se preparó a partir de la o.utante: pet1te DS80 de 

_!. cerevisiae, descrita por Li (~i !l & .. 1982). 

Esta trutante posee un ccD?iA de 2.6 kilobases. 1 que contiene 

el gen que codifica pat"a el rR.~A l)S, adyacente al sitio que le 

confiere usiscenc:ia al antibiótico paromooicina. Se corrobora.ron 

las carac:ter!sticas fisiológicas de esta t:Utante. principalmente 

la re.sistencla a este antibiótico • realizando una cruza con la 

cepa DJll .. JA de~· cere\•isiae 
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La cepa petite no crece en sustratos oxidables (glicerol, 

lactato o etanol) y es resistente a paromomicina; mientras que la 

cepa silvestre es sensible al antibiótico y presenta crecimiento 

normal en sustt'atos no fennentables. tas cat"acterísticas de estas 

dos cepas son las siguientes: 

DSBO ,_, 1 met- 1 parR, cr¡cimiento nulo en glicerol. 

DJll-JA a, try-, leu-, lys-, parS , crecimiento normal 

en glicerol. 

Se cruz.aron las cepas en medio Uquido YPD, con agitación 

suave; se verificó al microscopio la formación de cigotos, y la 

inuestra se plaqueó en medio m!nimo (SO) • Las colonias que 

crecieron en este medio, se replicaron en medio YPG y en medio 

YPG + paromoaicina. Se incubaron a JOºC por 24 hrs. Las colonias 

que crecieron, fueron clonas diploides, ya que cada una 

complementó las mutaciones de la otra, por lo tanto tienen 

c;recimiento nonnal en sustratos no fennentables (YPG), ningún 

marcador de auxotrof!a (crecimiento en medio m!nimo) y son 

resistentes a paromomicina. El nÚDero de colonias resifltentes al 

antibiótico no es el 100%, ya que la resistencia se debe a una 

outación mitocondrial y por lo tanto hay segregación mitótica de 

este caracter en las diploidcs. Con estas pruebas se cocprobó que 

la DS80 contiene el gen. del dUlA 155, 

Se obtuvo el mtDNA por el procedimiento anterion:iente 

descrito ( aparcado 6) y se cortó con la enziz:i.a de restricción 
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Haetll. Esca enzioa produce dos fragt:ientos de 1,3 Kb, uno de los 

cuales posee un sitio para la enz:iC1a BacHI que se localiza dentro 

de la secuencia del gen. Se separaron los fragmentos por 

electroforesis en gel de agarosa al 0,8% con brocuro de etidio 

;yg/cl. 

Ba, Electroelución. 

Se recuperó el fragmento que lleva el gen del rRNA 155 por 

electroelución. Una vez que los frsgmentos generados por 

digestión con la enzima Hae 111 se separaron suficientenente 

durante la electroforesis, se hiz:o una ranura inmediatamente por 

debajo de la banda de interés, en la cual se insertaron una tira 

de papel filtro 3HM (del lado de la banda) y una tira de membrana 

de diálisis. Se reanudó la electroforesis y se continuó hasta que 

la banda de DNA se absorbiera en el papel filtro , quedando el 

DNA retenido por la mecbrana de diálisis. Cuando la absorción se 

completó, el DNA se recuperó, centrifugando el papel en un tubo 

Eppendorf de O. 5 ml al cual se le hab!a hecho un orificio en la 

parte inferior y se había insertado en un tubo Eppendorf de 1. 5 

ml. Se centrifugó el papel y se recuperó la muestra, lavando el 

papel varias veces con TE. 

Sb. Preparación del vector de clonación. 

Se cortó el plásmido pBR322 (Bolívar il. !l• 1 1977) con la 

enz:ima EcoRV,cuyo sitio único se localiza en el gen que confiere 

resistencia al antibiótico cetraciclina. Posteriormente se 
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desfosforiló con fosfatasa alcalina bacteriana (BAP} en las 

condiciones que reco:i.iendan los proveedores. Se incubó la t:iez.cla 

a 37°C durante 90 cin. La fosfatasa alcalina re::i.ueve los fosfatos 

5 1 terminales del D!iA para prevenir la recircularización. 

Teroinada la reacción, se calentó 5 nin a 70ºC, para inactivar a 

la enzina y se agregó "stop mix". El plásriido linea.rizado y 

desfosforilado se electroeluyó como se describió anterion:iente 

(inciso Sa.). 

Be. Ligación 

Se detet'!!iinó la concentración de plásmido y de inserto 

(fragmento Haelll-Haelll de 1.3 Kb del mtDNA de la cepa 0580). 

La mezcla de ligac16n contenfa una relación de 

concentración molar 1: 1 de vector e inserto, amortiguador de 

ligación (Tris-HCl 25 m."f. pH 7.B. MgClz lOmM, ditiotreitol (Dt'T} 2 

mM. ATP 4 o."f.) y DNA Ugasa del bacteriófago T4. Se incubó 2 hrs 

a 20ºC. Cuando se observaron formas multiméricas del plásmido 

( pláslDido recirculariz.ado ) se detuvo la reacción congelando a 

-2o•c. 

Bd. Preparación de células competentes de la cepa HB-101 de 

.§. coli con CaCl2 • 

Las células se hicieron competentes por tratamiento con 

cloruro de calcio de acuerdo al método descrito por Mande! y Higa 

(Mandel y Higa, 1970). 
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Se hizo un cultivo de la cepa HB-101 de ~· ~ en 100 ml 

de medio LB y se incubó a 37"C hasta llegar a 100 unidades Klet.t.. 

Posterio?'ttiente, se incubó 10 Cl.in. en hielo. Se recuperaron las 

células por centrifugación a 4000 rpm. por 5 t:iin, y se lavaron en 

una solución de Ca.Cl2 10 t:..'1 , Se resuspendieron en 10 IUl de CaClz 

50 m."f y se incubaron a 4° C durante 20 min., después de lo cual 

6e centrifugaron y se resuspendteron en 2 ml de CaClz 50 m.li. 

Se dejaron toda la noche en hielo a 4"C. 

8e. Transfonr.ación 

Se mezclaron 100 µ l de células competentes, 49tll de CaCl2 

50 mM y l µ 1 del DNA recottibinante que &e construyó. Se oantuvo 

la mezcla en hielo durante 20 min. y se dió un choque ténnico de 

2 m.in a 45°C. Se agregaron l. 35 tnl de i::iedio LB y se incubó lJ 37°C 

durante 90 min , se plaqueai:-on las muestras en medio sólido de LB 

con ampicilina y se incubaron a 37 •e toda la noche. Se 

replicaron las colonias que crecieron en medio sólido de LB con 

tetrad.clina. 

Las transformantes se seleccionaron por su resistencia a 

ampicilina y sensibilidad a tetraciclina ( el inserto se 

introdujo en el sitio de resistencia a tetractclina, por lo tanto 

este gen quedó !nactiv.ado). 

Bf. Selección de plásmidos recombinan tes. 

Se escogieron 30 clonas al azar para purificar el plást:iido 

t'ecombinance, siguiendo el ::étodo de lisis con detergente a 

pequeña escala (ainiprep). Cada clona creció 
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independientemente en placas de medio LB + Amp. durante una 

noche. Se re suspendieron las células en 350 ll l de amortiguador 

STE1' ( sacarosa 8%, tritón X-100 5%, EDTA SO m."1., Tris-HCl 50 m.'i 

pH 8.0), se agregaron 30 µ l de STET + lisozitr.a (lOcg/al 

lisozima en STET), Se calentó la mezcla en un baño de agua 

hirviendo, durante S min •• Se centrifugó en frfo por lS min. 

Los ácidos nucleicos del sobrenadante se precipitaron con 

isopropanol a -70°C durante lS min. Se recuperó el precipitado 

por centrifugación y se resuspendió en TE • Se realizó una 

segunda precipitación con una mezcla de etanol-acetato de sodio 

(50 ml de etanol- 8 ml de NaOAc 3H) a -70°C por 15 min. El 

precipitado se recuperó por centrifugación por 10 min, lavó 

con etanol al 70% , se secó al vac{o y se resuspendió en TE, 

Los plásmidos de cada clona se digirieron con la enz;ima 

BamHI para escoger las clonas que llevaran el gen. De acuerdo al 

mapa de restricción del plásci.ido y del inserto; aquellas clonas 

que rindieran fragmentos de 4.4 y l.2 kb o 5.2 y 0.4 kb son las 

que llevan el gen. 

Se escogió una clona (clona S) que presentó el primer 

patrón y de la cual se obtuvo la sonda. 

Bg. Purificación a mediana escala de plásmidos recombinan tes. 

Se utilizó el método Melton-Prep, para la producción y 

purificación a mediana escala de los plásmidos recombinantes que 

llevan los genes que se desean local bar. 
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Se hizo un c:ultivo de una noc:he a 37°C de la c:lona que 

lleva el plást:lido rec:ot:lbinante selec:c:ionado , se c:olec:taron las 

células por c:entrifugación y se lavaron una vez con NaCl 10 m."i. 

tas células se Usaron incubando en hielo por 20 min. en 0.6 ml 

de Tris-HCl 25 mM pll e.o, EDTA 10 m."i, sacarosa al 15'.t y 2 mg/m.1 

de lisozima • Se agregó 1.2 ml de NaOH 0.2 H., SDS al l'.t y se 

prosiguió la incubación por 10 min. Posteriormente se agregaron 

O. 75 ml de NaOAc 3M pH 4.8 y se incubó en hielo por 20 min. Se 

centrifugó a 15,000 rpm por 15 aún. El sobrenadante, conteniendo 

el DNA de los plásmidos, se trató con 5µ1 de RNAasa A ( 10 mg/ml) 

y se incubó a 37°C por 20 min. Las prote!nas se extrajeron dos 

veces con volú.::ienes iguales de fenal-cloroformo, centrifugando a 

5000 rpm por 5 min. para separar las fases, De la fase superior 

se precipitó el DNA con 2 volúmenes de etanol por 2 min a 

temperatura ambiente y se recuperó por centrifugación a 8500 rpm. 

por 10 min. después se lavó con etanol al 70% y se secó con 

vacío. El DNA se disolvió en 160 }11 de agua destilada y se 

agregaron 40 l' 1 de NaCl 4H., se mezcló y se precipitó con 200 \l l 

de PEG 8000 al 13'.t por una hora en hielo. Se eliminó el 

polietilenglicol centrifugando por 10 min y el precipitado 

lavó con etanol al 70%, se secó y se resuspendió en TE. 
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9. Obtención y marcaje con derivadcs biotinilados de 

las sondas para hibridaciones. 

Las sondas que se utilitaron fueron las siguientes: 

Sonda 

oli 1 
(subunidad 9 de la ATPasa 
mitocondrial) • 

oli 2 
(Subunidad 6 de la ATPass 
mitocondrial). 

etc b 
(Apoc1tocromo b) 

Rib ! ~S 
(rRNA 155) 

IUb 215 
(rl!..'lA 215) 

Origen 

Mutante petite OS400 AJ de 
Saccharotlvces cerevistae 
Ponación Dr~ L Tzagoloff. 

Mutante petite DS14 de 
S. cerevisiae 
?Jon~ A. T;:agoloff. 
(Kactno 6 Tugolof!, 1980) 

Kluvverocvc.es laetis 
\ll!37. --

Mutante petite DS80 de 
S. eerevis he. 
Donación Or.A. Tzagoloff. 

K. lactis ~"M.37 
Pl.,.ldo pKLM 11/4 
Donac.ión Dr. H. f'ukuhara. 

l.os plásmidos recombinantes se cortaron con diferentes 

enzimas de restriccién, dependiendo del gen que se clonó. A 

continuación se describen las caraeter!sticas de las sondas. 

Sonda Plásmido Enzima Tamaño de 
recombinan te. la sonda (Kb) 

oli 2 pl.0-4 y pi.O-U HindlU+h"ht!l 

oll l pMZ-oli 1 Hapll 

Cit b p\ll!J7-l0H KpnI+Sstll 

rRNA l~S pES-155 HaplI 1.2 

rRltA 215 pKL'< 11/4 hñel+Sall ). 5 
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Los plis~idos se digirieron con la enzioa indicada y el 

fragmento correspondiente a la sonda se electroeluyó de la for::ia 

anteriortlente descrita (inciso Ba.) 

Los fragmentos se ttarcaron por el método de "Nick-

Translation" utilizando derivados biotinilados ,conforme a las 

indicaciones de la casa comercial (BFJ..). Se us6 dUTP marcado con 

biotina. En un tubo Eppendorf se mezclaron 20 ~ 1 de la sonda, 5\11 

de solución A4 (toezcla de de:soxiribonucleótidos excepto el 

biotinilado), 2.5 µ 1 dutP biotinilado ,17.5\11 de solución E 

(agua destilada). Se ce:.cló suavemente y se agregaron 5 \ll de 

solución C (DNA polimerasa I y DSAasa), se mezcló y se incub6 a 

lSºC por 90 min. La reacción se detuvo con la solución D, (EDTA 

300 mM). El DNA se precipitó de la fot1114 anterion:iente descrita. 

10. Hibridación del mtDNA de las cepas de Kluyveromyces con 

las sondas marcadas con derivados biotiniledos. -

El proceso de hibridación consiste de 4 pasos principales 

se basa en la técnica descrita por Southern (Southern, 1975) Fig, 2 

a) Desnaturali:.ación del DNA. 

b) Transferencia del utDSA a uembranas de nylon. 

c) Hibridación con la sonda y 

d) Revelado de las bandas que hibridaron. 

lOa. Desnaturalitación del DNA. 

El DNA mitocondrial corcado con enzi:.as de restricción se 

sometió a electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, se Uñó con 
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l •...... ~· boot1"''•d• 

~"''""'"" Fig. 2. Etapas principales en el 
proceso de localización de genes 
mitocondriales utilizando sondas 
marcadas con derivados biotini
lados. 

"::~---------::~11uorb1nto 

-

nylon 1Mort1tu1dor 
p ....... , .... ~ 

\?:: ,1 '' I 
Fig. 3. Dispositivo empleado en la transferencia de 
ácidos nucleicos del gel a membranas de nylon 
(Southern, 1975). 
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bromuro de etidio ( O. 5 µ g /el) y se tomaron fotograHas 

colocando una regla a lo largo del gel. El DNA se desnaturalizó 

por 60 ciin. a te::.peratura acbiente en una solución de NaCl l.SM , 

NaOH O. SM , con agitación suave y se neutralizó en una solución 

de Tris-HCl 1 H pH 8.0 , SaCl l. SM por otros 60 min. 

lOb. Transferencia a cembranas de nylon. 

El gel se colocó en un dispositivo como el que se cuestra 

en la figura 3. 

El amortiguador de transferencia fué SSC 10 X ( SSC 20 X: 

NaCl 3!i, citrato de sodio O.JM pH 7.0). Se dejó aproximadamente 16 

hrs. durante las cuales el acortiguador fluyó por capilaridad a 

través de las toallas absorbentes, arrastrando al DNA del gel. el 

cual quedó retenido en el filtro de nylon. Cuando terminó la 

transferencia, se marcaron los pozos en el filtro y se descartó 

el gel • El filtro se lavó con SSC 6X y se incubó a BOºC por dos 

horas para fijar el DNA al filtro. 

10 c. Prehibridación e hibridación. 

Para bloquear el filtro de nylon, evitando as! hibridación 

inespec!fica, el filtro se prehibridó con una solución que 

contiene SSC 6X , solución de Denhardt 5X ( fice! al 1% • 

polivinilpirrolidona al 1 %, BSA al 1% ) 1 SOS al 0,21::, Tris- HCl 

20 t:1o'i pH 8.0, EDTA 2 m.'i y DNA de timo de ternera (CT DNA) 100 

µ g/ol.Esta solución se incubó por 10 min en un baño de agua 

hirviendo y se enfrió por 10 :dn, en un baño de hielo-agua, para 

desnaturalizar el OSA. La mezcl3 se agregó a una bolsa de 
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hibridación j'Jr.t~ con el filtro previa::ente hc.:::;edeciCo t.?n SSC 6:,:. 

se selló y se incu:.5 a d~C ;:-::>r :. h::-s. El paso siguiem.e fué la 

hibridación con la sonCa ::arcada. 

Se hizo una dilución de 1: 200 de la sonda biotinilada en 

TE ( Tris-P.Cl 10 =-~ pP. 8.0; EDTA 1 r=.."!.). Se incubó por 10 ~in. en 

un baño de agua hirvienCo y se e:-, frió por 10 :i.in. en un baño de 

hielo-agua para abrir las cadenas del D~A. Esta dilución 

agregó a la bolsa de hibridación, se selló y se incubó a 6SºC por 

14 hrs. 

Tet'l!linada la hibridación, se hicieron lavados 

posthibridación, para descartar la hibridación inespec{fica y 

eliminar sonda libre. Estos lavados dependen de la similitud en 

la secuencia de la sonda y del D!iA blanco, Para las sondas oli 

1, cit b, rR..t.:A lSS y rRNA 21S, se hicieron dos lavados de alta 

astringencia en SSC 6X, SDS al 0.1% ; el primero de 30 cin a 

temperatura ar:ibiente y el segundo de 60 min. a 6SºC. Para la 

sonda oli 2, se usó el mismo aoortiguador pero se hicieron los 

lavados a temperatura ambiente, 10 ::iin cada uno. 

10 d. Visualización. 

Los h{brido~ sonda-O~,\ se visualizaron utilizando el sistema 

" Blu-Cene Nonradiactive nucleic acid detection systeo" de BRL. 

Este sistec.a se basa en la alta afinidad que posee la 

estreptavidina por la biotina (fig 2). 

Después de realizados los la .. ·ados posthibridación 1 el 

filtro se lavó una vez en aoortiguador l ( Tris- HCl O. 1 H pH 

7. S, ?laCl 0.15 X ) • Posteriorei::ente. se bloqueó incubando una 
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hora. a '55~c e:l a::.or:!gua:!or 2 ( S.S.:. al 3~ en a::c-rtiguac!or l). A 

continuación se incu':ó pcr 10 r:.in. en una dilución Ge 1¡.g/::l del 

conjugado estreptavidina-fosf a tas a a leal ina {SA-.:Jl) 

cu:iortiguac!cr l. ¡:iara r-ernitir ¡;ue la estrej)tavidina se uniera al 

r.ucleótido biotinilado. El conjuhaCci l!bre se eli:r.inó la-.·ando dos 

·,:eces por l'J =-in. en a::.ortiguador l , y una ·.-e: en am.:irtiguaéor 3 

(Tris -HCl 0.1 M pH 9,5, ?\aCl 0.1 H. H.gCl2 50 ::..'1.). La reacción 

de color se real!=ó inc:u:iando el filtro en una soluc:ión 

colorante de azul de tetrazolio (!\B!) 

indolil!osfato (BCIP) • La reacción 

5-b-ro::;o-4-c loro-3-

lle-.·ó a cabo en la 

oscuridad por un tiettpo de 15 -180 :tin. La fosfatasa alcalina 

desfosforila al ECIP y el producto reduce al ?\BT, dando un 

precipitado color púrpura. 

Cuando las bandas fueron visibles. la reacción se detuvo 

lavando el filtro con ariortiguadcr Tris-HCl 20 m.li pH 7.5. EDTA 

o. 5:i.."f. 

10 d. Localización de los genes en el riapa de restricción. 

Las bandas que hibridaron se localizaron en el :=.apa de 

restricción , Se cidió en el filtro nylon la distancia de la 

banda que hibridó al origen del carril y se extrapoló la 

distancia correspondiente en la fotografía GUe previamente se 

había tot:.ado del gel. 
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IV, R!SULTADOS Y DlSCUSION. 

Antei; de enti-ar directamente al estudio del ONA 

mitocondritsl, se caracterizaron morfológica y ftsiológicamente 

las cepas nqu! descritas. 

l. Caracterfst!c:ts Morfológicas. 

La !iiguiente diagnosis dd gén~ro Kluvvet'omyces es 

la detallada por van der 'Walt y Johnnnsen (van der Walt 

Johannsen, 1984). 

" La$ células vegetativas sou esferoidales, ovoidts, 

eU.psoidahs,cil!ndrict1s a elongadas ; la reproducción es por 

gemación, en algunos easos con fornación de seudomicelio. Las 

ascas son tvanescentes, uni o m.ultiesptiradas. Las ascosporas !;on 

crescent i f <:tr1nes l re111formes. oblongas, elipsoidales 

esferoidales, tendientes a aglutincir·se después de su liberaci6n. 

Fennentaci5n, nitrato no utilizable cot:io única fuente de 

nitrógeno. Sistet::a de Coenz:ima. Q-6 pres~nte." 

l..a reproducción vegetativa de las cepas que se estudianm 

fué tÍp1c.'.lmente por gemación polar {Fig. 1.1), COQ formac:!Ón ~n 

algunos <.:a.!;os de seudomi<:elio <!'!· fragilis 2l.1S ; fig. 1.1 a). 

En cuanto a la.s tar.lcter!sticas sexuales, ctinndo las cepas 

se cultivaron en medio de extracto de malea para favorecer la 

esporulac:.iGn, sólo d()s de ellas esporularon: !':· fragilis 2r.15 

43 



fig. l. 1 Fotomicrograf !as de tres cepas pertenecientes al género 
Kluvverornvces. 

A)!· f!!.s.!!!! 2t.15. a) seudomicelio, b) ascosporas renifon::es. 
B} !· buharicus I.B. a) células vegetativas, b) tétradas, 

e) ascosporas esferoidales. 
C) K. lac:tis 'R'H.)7. a) células vegetativas, b) tétradas, 

~) --asco5poras esferoid>tles. (Las cepas de K. lactis son 
heterotálic:as, por lo que se realizó una cruza-c:on-¡;;-c:epas 
..,'M37, de factor sexual a, y HD.2/1 de factor sexualdO) 
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presentó :. esporas renifor::.es por asca número pequeño 

después de 2~ hrs. de incubación (Fig:. 1.1 a)¡ así ::iis::io, por 

estudios realizados en el laboratorio con la cepa _!!. ~ 

1.S. y con otras de la cis=.a especie, GUe éstas 

presentan 4 esporas reniforr.:es po-: asca. La cepa ~· ~ 

I .S., presentó 4 esporas redondas por asca, en gran nú:nero 

después de 24 hrs (Fig. l. lb). 

Los resultados sugieren <;ue éstas tres cepas son 

ho~tálicas, es decir que la reproducción sexual se lleva a cabo 

sin interacción precedente de tipos de cruza::iiento complecetarios. 

Por otro lado, las cepas .!,;_. fragilis 278, ~· 

bulgaricus 4327 y E· ~· a pesar de que se pen:iitió su 

crecimiento por un periodo de una semana, no hubo formación de 

esporas, sugiriendo un posible heterotalistio,el cual no pudo 

comprobarse por la carencia de otras cepas de factor sexual 

complementario. 

En la Fig, 1.1 c, se muestra el tipo de esporas redondas 

producidas por la cepa heterotálica f. ~ "'MJ7 • Esta cepa 

de factor sexual a, se cruzó con la cepa MD2/l de !;. ~ de 

factor sexual "" • Se produjeron 4 esporas redondas por asca. 

Aunque el tipo y !orea de las esporas, patrones de 

asimilación y fer::entación de carbohidratos, son características 

que se tocan en cuenta para la clasificación de levaduras, en 

algunos casos es difícil su aplicación. l'no de ellos se presentó 

en la cepa f. bul2aricus I.B. Esta levadura presenta esporas 

esferoidales, típicas de levaduras del tipo de ~· ~ (\'er Fig 

lb)¡ sin e:::bargo, se clasificó cooo ~- ~ porque a 
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diferencia Ce E.· ~· :e~enta al carbohidrato 1nulina, ya sea 

lenta o activa~er.te. 

Los criterios en Gue se basó la clasificación de las 

leyaduras que co::prendieron este estudio ,fueren las 

características r::or!ológicas de las células \•egetativas, 

características de la reproducción sexual y asexual, y patrones 

de asicilación y fer::.entación de diversos cocpuestos c;:u!o.icos 

encontrándose cierto grado de ho:::ogeneidad en estos aspectos 

la eayor!a de los aisla:::iientos. Sin e:::bargo, a lo largo del 

estudio, la cepa ,!;_. ~ I.B. presentó una gran 

variación. Es necesario realizar cás pruebas ?ara cocprobar la 

identidad de esta cepa, 

2. Curvas de creci::iento. 

El siguiente aspecto que se consideró fué la velocidad de 

creciniento de las cepas. Se detercinaron las curvas de 

crecimiento en cultivos de YPD. Fig 2.1 

Los tiecpos Cledios de generación calculados fueron los 

siguientes: 

_!:;. fragilis 278 1: 15 hrs. 

.!:;. fragilis 2415 1 :40 hrs • 

.!:;. bulgaricus 4327 1 :41 hrs. 

_!:;. bulgaricus !.B. 1 :40 hrs. 

_!;. ~ 1: 35 hrs. 
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Steensca {Steenstr,a !!. !!.·, 198B) al caracterizar 

fisiológicamente a varias cepas de este génet'o para realiza?' 

cat'iotipos electt'Ofot'éticos, encontt'Ó ciertas difet'encias en el 

crecioiento. Observó que levaduras del tipo de _!S. ~ 

crecen nomalt=.ente a ter..peraturas entre 25 - 45°C, mientras que 

cepas del tipo de li· ~ no forman colonias arriba de los 

37ºC, Además, cuando comparó las tasas de crecimiento observó que 

las primeras crecían más rápido que las segundas, a todas las 

temperaturas pt'obadas, 

En las curvas de crecimiento que se obtuvieron para las 

cepas que estudiamos, no hubo diferencias significativas en los 

tiempos medios de duplicación 

J. Espectros de absorción de citocromos. 

El mtDNA de la mayor!a de las levaduras estudiadas 

codifica para algunos citocromos que son parte integrante de la 

cadena respiratoria ,tales coco el apocitocromo b y tres 

subunidades de la citocro:i:o oxidasa. .Es por ello que se 

caracterizaron las cepas estudiadas en cuanto a la presencia de 

estas prote!nas, adecás de que las células presentaban diferentes 

tonos de rosado, por lo que se pensó que pudieran haber existido 

diferencias en el contenido de citocromos. 

Con tales objetivos se realizaron espectros de absorción 

difet'enciales de citocrocos, tanto de célulo.s como de 

mitocondtias purificadas. Estos se presentan en la Fig. 3.1. El 

espectro diferencial {reducido menos oxidado) de cada cepa , 

presentó dos regiones de absorción en la zona visible del 
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fig. 3.1 Espectros de absorción diferenciah:s de citocromos 
de las cepas estudiadas. 

Las gráficas ::.uestran el espectro de absorción diferencial 
de citocromos (reducido ::.enes oxidado) ,de células (trazos dis
continuos) y de citocondrias purificadas (tratos continuos). 
Se e=.pluron 0.35 x 107 células / el 6 ~ ~· de protdna 
c.itocondrial I :l rupectivamente. 
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Fig. 3.1 Conttnuac:tón. 
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es;iectro elect:-ou:.ag:r:ética : la regié:-. .:&. {5.:.0 - ó50 ~) y la ~ 

l510 - 535 run). No se t:uestra la rebiÓn de Soret ( . .io - 460 n:t). 

Dentro de la región ot. , la oás adecuada para el estudio de 

los citocromos por la alta resolución de los picos, se encontró 

citocrot:o c que absorbe a 549-550 ne, citocrooo b (560 nm} y 

citocrooo oxidasa ( 603-606 nm). En cuanto a la región ~ se 

encontró contenido de citocromo e (519-521 nm) y de citocromo b 

(526-529 nm). 

Como se observa, el pico de 550 ru::: que corresponde a 

citocromo c, aparentemente disc.inuye en los espectros con 

mitocondrias purificadas • Esto probablet:i.ente se debe a que este 

cit.ocromo es soluble, y se pierde en el proceso de purificación. 

de las mitocondrias. 

De estos estudios se concluye que estos aislados no 

presentan ninguna deficiencia en cuanto a algún citocromo. Un 

análisis comparativo entre las cepas en cuanto al contenido de 

citocromos, dificultó debido a la imposibilidad de 

estandari!:ar estrictamente todas las muestras mitocondriales. 

La espectrofotot:ietr!a diferencial proporciona infon:iación 

sobre los tipos de citocromos presentes, concentración y sus 

estados oxidado o reducido en células, mer.branas o preparaciones 

purificadas de citocrocos ( Jones y Poole,1985). Han sido de 

valiosa a1·uda para la identificación de mutantes deficiente=

respiratorias1 así coco en la identificación de deleciones y 

rearreglos en el c.tDNA de levaduras ( Hardy il !!.·, 1989). 
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4. Análisis de los patrones de restric:c:ión del DS'A mitocondrial. 

Nuestro principal interés en este estudio se enfocó a 

comparar los patrones de restricción del DS'A mitocondrial de 

cepas pertenecientes al género Kluvverocn:ces, para establecer 

similitudes y diferencias que pudieran arrojar luz acerca de las 

relaciones existentes entre los miembros de este grupo. 

El n:tDNA purificado de cada una de las cepas que 

comprendieron este estudio, se digirió con diferentes enzimas de 

restricción. Se sabe que el DNA mitocondrial de levaduras 

presenta extensas regiones espaciadoras ricas en A y T, por lo 

que se pensó que enzimas que reconocieran pal!ndromes integrados 

por estos nucleótidos, darían un nÚ!::lero cuy grande de fragmentos, 

que de hecho es el caso. Por lo tanto, se escogieron enzimas que 

reconocieran G y C, y combinaciones A-T y G-C. Así mismo se 

utilizaron enzimas que reconocieran 4 y 6 nucleótidos. 

Los fragmentos de restricción se separaron por 

electroforesis en geles de agarosa y los patrones que se 

obtuvieron fueron cotiparados • 

La Tabla IV.l resume las enzimas de restricción que 

utilizaron 1 secuencia de nucleótidos que reconoce y número de 

fragi:ientos que se produjeron para cada tipo de mtDNA. 
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Tabla IV. l Sikiero de sitios de reconocimiento para enzimas de 

restricción en el tltOSA de varias cepas del género Khn-verom,·ces. 

Enz. de Sec. que CEPAS 
re ser. reconoce. 2i8 241 S rn-•327 I.B. \..'M-37"' \'anud. 

(5 1-3') 

Hae III GGCC 10 
Hap Il CCGG >16 >16 
Hha l GCGC >10 8 
Apa I GGGCCC l nd nd nd o o 
Sma I CCCGGG o o o nd 5 7 
Sst Il CCGCGG 2 2 >l4 >14 
Bam Hl GGATCC o o o 2 3 
Kpn I GGTACC l 1 l 2 l 
Klu I ACGCGT 1 l l 1 l 
!\ñe I GCTAGC o o o nd 1 l 
Nru I TCGCGA o o o o o l 
Pst I CTGCAG l 1 l 2 l 
Pvu II CAGCTG 2 2 l 3 
Sal I GTCGAC 2 2 nd 2 
Sst I GAGCTC o o o 1 
Bel I TGATCA nd nd 3 5 
Bgl Il AGATCT l 1 6 1 
Cla l ATCGAT l l 1 3 
Eco RI GMTIC s s 8 4 
Eco RV GATATC 2 2 5 6 
Hind III AAGCTI 5 s 7 3 
Nsi l ATGCAT 9 9 nd nd ¡¡ 
Sea I AGTACT l J l o o 
Xba l TCTAGA z 2 6 3 nd 
Hinc 11 GTYRACU s s 1 7 6 

* Tomado de Corta ll !..!.·, 1990 ; R.agnini y fukuhara, 1988 • 

.. R • A o C ,\'•Cor 

nd • no deter.::i.tnado. 
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En dicha tabla se puede apreciar que e!!. general, las cepas 

del tipo de _E. ~ (E· ~ 278, E· ~:.:.is, E· 

~ t.32i) ?resentan un ~enor nÚ:!.ero de sitios de 

rest:-icció.-, c¡:ue aGuellas cepas del &rut-o de _!;. ~ (,!;.. ~ 

\,,'?".Ji y E_. ~). La :!eno~nacién de cepas del tipo de E· 

~ o ce:pas del tipo de .!:_. ~ es cc:;:.-encional y se hará 

referencia \'arias veces a lo largo del texto. La cera _!;. 

bulsaricus I.B. aparenta un estado inte~edio entre at:.bos grupos. 

En la figura 4.1 se c.uestran los patrones de restricción 

con las enzilr.as Sst 11 y H.ap 11 de los ::ntDSA de las cepas que 

estudiaron, así cooo de algunas otras cepas i;ue pertenecen al 

mismo género, las cuales fueron incluídas sólo en ésta parce del 

trabajo <E· fragilis 667 y !.· drosophilarut:1). 

Las le\'aduras .!:_. lactis, !;_. drosophilaruc y E· ~· 

presentan, para Sst lI, nu:c:;erosos sitios de restricción (r.ás de 

16), a diferencia de les pocos sitios de restricción (2 o 3) que 

mostraron las cepas E· fragilis 278, E· fra5ilis 2415, E· 

bulsaricus 4327, f· bulsaricus l.B. y _E.~ I.E •• 

Algo si::ilar sucede para la enzi:=.a Hap ll: =-ás de 16 sitios 

de restricción en le ... aduras del tipo ¿e E· ~. e.ientras Gue 

las le:yaduras del tipo de ~· ~ ;irese::.tan J o .:. sitios. 

excepto~· ~ I.3. que tiene S sitios. 

En la Figura 4.Z se :uestran los patrones <!e restricción de 

los DSAs tiitocondr!ales cortados con las enzi:as Hinc II , Xba I 

y Hind IIl. 
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Al comparar los patrones de restricción con estas enzit:1as y 

los de la figura 4.1, encontramos que las cepas ~· frasilis 2415 • 

!,. bulsaricus 4327 y ~· ~· poseen el cist:10 nú=.ero de 

fragmentos, con pesos ooleculares t:U)' parecidos. 

Esta caracter{stica se conservó para la mayoría de las 

enzimas utilizadas. La única diferencia notable, se observó en 

los patrones de restricción obtenidos con la enzima Xba l.En este 

caso, el segundo fragmento en la cepa~· bulgaricus 4327 es de un 

tamaño menor que el obtenido en las otras dos cepas. 

Debido a que los tamaños que resultan con estas enzioas son 

de alto peso molecular, otras variaciones más grandes podr!an 

pasar desapercibidas. Por lo tanto, el mtDNA de estas cepas se 

digirió con enzimas que poseen más sitios de restricción: Mbo l 

(GATC), Hinf I (GAh'TC) y Dra I (TTTAAA) (Fig. 4. 3). A este 

nivel, se localizaron más variaciones en algunas bandas, aunque 

los patrones en general fueron semejantes. 

Los patrones de la cepa !;_. fragilis 278 variaron un poco 

con respecto a las otras cepas consideradas como del tipo de li· 

~¡ mientras que en la cepa ~· bulgaricus t.B., la 

variación fué mucho cayor. 

En cuanto a los patrones de restricción de las levaduras !_ • 

.!.!.51.!!.• ~· drosophilarum y ~· ~· éstos son muy parecidos, 

siendo más evidente la secejanza entre la pricera y la última. 
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~el H!nf: Dra!: 

fig • .;,.). Patrones de restricción de las 
cepas L r..arda:rns I.B. (carriles l, 5 ,5); 
K. fr:1d~ (carriles 1,6,9) v K. 
buharicus 4317 (:arriles 3, i, 10) obt;
nidos ror di¡;estion con las l.'r.Zit".as ~ol, 
Hini! y Dra!. Carril 4 pBR311 - ifapll. 
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5, TaQS.ño y fon:.a. de los DSAs mitocondriales. 

Por medio de digestiones sencillas y dobles. se encontró que 

el mtDNA de las cinco cepas que se estudiaron eran moléculas 

circulares. ya que la s~ de los frag~entos obtenidos de 

digestiones sencillas fué igtial a la suma de los fragicentos 

obtenidos en una doble digestión utilizando las mismas enzimas. 

Se calculó el tamaño de los fragt:!entos, por comparación con 

marcadores de caoaño, cales como J.. + HindIII , ; Xl 74 + Hae III y 

i:r.arcadores de aleo peso molecular. Se obtuvieron los siguientes 

tamaños: 

.!!:· frasilis 278 

.!;• fragilis 2415 
!;_. bulgaricus 4327 
E· bulsaricus 1.B. 
!·~ 

42.6 Kb • 
38.4 Kb. 
38.2 Kb. 
45. 3 Kb. 
38. 6 Kb. 

En las cepas que se estudiaron, as{ como otras que 

pertenecen al i::iismo género y que se están estudiando en el 

laboratorio (f.. ~ y _E. drosophUarum) los ta::iaños están 

en un rango de 38-45 J'.b. Esto sugiere una cierta homogeneidad 

dentro del género, a diferencia de las variaciones encontradas en 

otros géneros de levaduras, tales cooo Saccharomvces (23-81 k.b.) 

~/Brettanoci\'Ces (28-101 Kb.) (He Arthur 

\..'alker,1983; Hoeben 'i Clark-lóalker,198ó). 

óO 
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6. Análisis de los ':llapas de restricc15n, 

A partir de digestiones sencillas ,dobles y triples con 

endonucleasas de rescr1cción, se construyeron los ~pas f!sicos 

de cinco cepas: li· fragil1s 278. f· fragilts zqs, !· bulgaricus 

4327, _!;. buh!aricus I.S. y K. ~' los cuales se .:ruestran 

linea rizados en la fig. 6. t. En todos ellos se tor.ó co::i.o la 

coordenada O, el sitio único de restricción para la enz:ii:a Pst I. 

En el caso de la cepa!· bulsaricus LB.. que posee dos sitios 

para éata enzima, se escogió el sitio de Pst I t:ás cercano al gen 

de et.toe.roe-o b. El i:.apa de f:· lactis ~'M.37 es el descrito por 

Coda (Coria ~ !.!.•. 1990). 

En la Figura 6,2 se t:uestran los mis:20s ::iapas Usicos en 

!oma condensada, para una t:ejor visualización de las diferencias 

en los sitios de rutricción. 

Co~ se esperaba de los patrones de restricción casi 

iguales de las levaduras f. fra.dlis 2415 r !!_. bulgaricus 4327, 

el orden de los íragoentos se conservó, excepto por la enzk.a Xba 

1 ( Ver patrón de restricción de la Fig 4.2 y los capas 

correspondientes en las Figs. 6.lb y b.2b y e}, 

Al parecer, el sitio de restricción de Xba I tercano al 

sitio de restricción único de la enzit::.a Hlu I, es co::ún a a::;bas 

cepas. el cual ocupa la :iis=a posición en la cepa ~· ~ 

t. 5. estudiad.a en el labora cario (capa no eostrado). El restante 

sitio de restricdón en la cepa 2!.15 se localita 10.5 Kb. a la 
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izquierda del sitio de restricción cocún, tl.ientras que en la cepa 

4327 1 el segundo sitio de restricción se localiza a 7.8 n. a la 

derecha de dicho sitio ( indicado con líneas punteadas en la fig. 

6, l b y con asteriscc en el ::apa condensado de la figur.1 6.2 c). 

Esta diferencia pudiera explicarse por un e\'ento de 

transposición o reco::i.binación en una región muy pequeña , de tal 

manera que no se observaron alteraciones con las enzit:1as aquí 

utilizadas. Para detectar la naturaleza real de este cac.bio, 

tendrían que secuenciarse -las regiones involucradas. 

El mapa de restricción de ~· frasilis 278 (Figs. 6, la y 

6.2a) presenta el t1ismo orden y una distancia de separación 

similar para las enzimas que tienen sitio único cuando se compara 

con las cepas !;_. fragilis 2415 y ~· bulgaric:us 4327. 

Con respecto al aapa de restricción de!;_. bulgaricus LB., 

Figs. 6.1 c y 6.2 d)ies más complejo, ya que esta cepa presentó 

un número mayor de sitios de restricción para la mayor parte de 

las enzimas. Además, posee sitios de restricción Únicos para 

otras enzimas (Sea I y Bac HI). Los sitios para las enzimas Cla I 

y Mlu I, presentaron un orden inverso al encontrado en todas las 

cepas de Kluvveromvces que se están estudiando en el laboratorio. 

El mapa de restricción de E· ~ (Figs, 6.ld y 6.2e) 

n:uy semejante al de~- ~ (F!gs. 6.le y 6.2(). La 

distancia entre los sitios de restricción únicos de Pst I y Sst I 

es equivalente (8.4 y 8.8 Kb respectivamente). As! mismo, lc1 

distancia entre los sitios únicos ~he r }' M1u (0.B kb.) y de 
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Hlu 1 a Kpn 1 (10.8 y 10 • .:. Kb. respectiva~ente) es ¡ir.áctica::ente 

la mis:=.a. Sin ecbaq;o en la cepa E.· ~ se observa un sitio 

único para Nru I, enzi::;a Gue no presenta sitios en ningún t::t:l~A 

¿e las cepas que herias estudiado; ::iientras GUe en !:· lactis hay 

sitio adicional para hpn ! entre Sst I y ?;ne I, que 

corresponde ta=i.bién con una distancia de separación c.ayor entre 

estos sitios únicos (2.2 kb para _!;. ..,anudenii y 4.6 Kb. para 

.!;.~. Tal vez en esca zona se llevó a cabo un e\•ento ¿e 

transposición de una parte del frag!:ento de 2.8 Kb de Hinc II 

el cual es cortado por l'.pnI • zona localizada entre los 

sitios únicos de Sst I y h"'he I. Es ce fragmento no está presente 

en~.~· 
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Fig. 6.1. Mapas físicos de cinco cepas del género Kluvveromvces. 

a) !· fragilis 
b) ~· fragilis 
e) .t;.. bulgaricus 
d) K. vanudenii 
e) f. lactis 

L-276 
2415 
!.B. 

\.'?-137 (tocado de Coria ~ .!!_., 1990). 
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7. Mapeo Genético. 

Se localizaron por hibridación cun sondas ::arcadas 

derh•ados biotinilados, secuencias similares a aquellas que 

codifican para las subunidades 6 (ali 2) y 9 (ali 1) de la ATPasa 

mitocondrial, las subunidades ribosomales 155 y :?.lS y el 

apocitocromo b. 

Las sondas que se utilizaron provienen de secuencias del 

ctDSA de .§.. cerevisiae para los tres primeros, y de ~· ~ 

para los dos restantes • De la estrecha relación filogenética de 

ambos grupos, esperábamos que la similitud en la secuencia 

nucleot!dica de los fragmentos fuera elevada, por lo que se 

escogieron condiciones generales de hibridación muy estrictas (de 

alta astringencia) ,las cuales permitieron una hibridación 

confiable para las sondas heterólogas oU l y rRNA 155 y para las 

homólogas cit b y rll.~A 215. 

En el caso de la sonda heteróloga oli 2, en estas mismas 

condiciones no se observó ningún tipo de hibridación por lo 

lavados tanto se disminuyó la astringencia de los 

posthibridación. Este hecho nos indica que la similitud en la 

secuencia de estos genes es r.enor que la que se presentó para los 

otros 4. Cuando se realizen pruebas de su porcentaje de 

reasociación y se determine la secuencia de nucleótidos de este 

gen en las levaduras que pertenecen al género Klu .. -veromvces y se 

co1::1pare con la secuencia de ~· ~ '! la de otros 

organismos. se podrá detet"'I:lina.r qué tan divergente es. 
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En la Hg. 7.1 se ::ues:ra t:.:-:a 1-.i':-riéacié:: con la senda para 

a?Ocitocro?::C b ~en el ::.tD~;.!,. ¿!_ger!cb .:en Hae IIl y E.:o iU de las 

cepas estudia:!as, asi c:o:c Ce ct:-as pertenecientes al e,ér.ero. Las 

flechas !.•.dican la ba':'.t!a q'.le dió sé.al de ~ibridacién. 

Cor.o se o!:>se':'\.'a ;iara las ce;ias éel ti;)Q de .t:,. ~ 

<&· ~ 278, 66i :; z.;.15, [• ~ !..3.:!7 e l.B. y f. 

~ I.B.), hibridaron bandas de alto peso C!olecular, por lo 

tanto se hicieron dobles y triples digestiones para deten:inar la 

localización t:.ás precisa del gen (fig. 7 .2). 

Con las cepas f· ~ Y ~· vanudenii hibridaron dos 

bandas, una pequeña de aproximadatiente l. 3 Kb. y una más grande 

de J.5 Kb. para la primera cepa y de 4 Kb. para la segunda.; 

:!entras que en !• drosophilarum, hibridó una única banda de 

aproximada.mente 4 Kb. 

Estos tres fragmentos son equivalentes, ya que se sabe por 

estudios realizados en el laboratorio ( Brunner y Coria,1989), 

que el gen de citocrooo b de !\, lactis es cortado por la enzima 

Sst l. Se hizo una digestión del mtDNA de las tres cepas con Hae 

111 + Sst l y se encontró que en las tres, la banda que hibrida 

cortada por Sst t; indicando que este sitio es careador de 

este gen para las levaduras del tipo de E· lactis, pero no para 

las de .!!_. ~. ya que éstas carecen de sitios para esta 

enzil?la. 

En las Figuras 7.2 a 7.9 se muestran algunos ejecplos 

de las hibridaciones con las diferentes sondas para cada una de 

las cepas, las cuales permitieron un mapeo cás fino. 
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de ~"1rL1.s cepas del género, cortado con lar; en:itcaR Haelll y 
Ec.oRl, Control ne¡;ativo: i\.+ Hindlll. Control positi\•o: plSs
i::ido pl.~!Ji-1011, El orden de los caniles en el filtro es el 
1.m1ers0 a 1 orden del .~je 1. 

71 

~ 
¡¡ 

"' 

?i • f 
~ ·-·-l .¡¡ 

'ª " , 
~ .s .,, 

,; "' "' 



2 _3 4. .s. 

-

- ·-
Fig. 7. 2. Hibridaci6n de la sonda cit b con el atDNA 
cortado con Nsil de varias cepas de Kluyvero•yces. 
l)).+ Hindlll +t»X174 + Haelll; 2) !• fragilis 278; 
3) !• ~ I.B. ; .\) !• fragilis 2415; 5) !• 
bulsaricus 4327, 

1 2 , 4 s • 7. 

r-1 !.. :;; ... ~ 
~ 

4-
,.~ 

~ .. ~ .. ; 
.. 

.. .. 

-

-

72 



... • .. • .. • l'I 

" 

M
 
~
 

l! 
• 

...: ..... ..:..:~1· 
... 

1 
::4.~ ~

z
 . 

o 
f"'I 

..... 

• 
' 

-3 ~
:
;
 ~I~ 

e 
...... _. o 

... 
:¡¡r 

... 
:~~=~-] 
o

+
 

e 
-

-
,,, 

u.,,. cX::::: =
 

e,... 
'"""-o 

" 
~
;
<
 +

 
• ;;-;: 

• 
• 

~
+
:
e
 :.:1=

 ~
 

l'I 
¡;~l~J; 
=-o 

e,,,... 
"" 

" 
i: ~ ~~ ~~ 

555 IJ IJ 
't"l"''liiílJlla¡n~11 

~.<. 
e -g -g 'C -g 

1 
~ 

' .. 
;: :: :.:,;:; ~

 o:= 



·-~ =;; 
l 

--
.. ,. 

.. ,.· .. ..,,, .. ;...,.::~.!'~."· -~.r~:· 
Fig. 7.6. Hibridación de la sonda oli 2 con el 111tDNA de la 
cepa !• buharicus I.S. l)X + Hind III; 2) mtDNA cortado 
con Sst 11; 3) Sstll + Sea I; 4) Eco Rl; 5) Eco Rl+ Sea l; 
6) pL0-4. 
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Fig. 7. 7. Hibridación de la sonda oli 1 con el atDNA de la 
cepa K. vanudenii. l)X+ Hind 111 +itX174 +Haelll;2) 11tDNA 
digerido con Nsi I; J) Hha l; 4) Hincll; 5) Hincll + Nrul; 6 
Spel + HruI. 
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Fig. 7.8. Hibridación de la sonda rRHA 155 con el mtDNA de la 
cepa !· fragilis 278. l),._+ Hind 111.; 2) atDNA cortado con 
Hincll¡ 3) Hincll + Hlul; 4) Xbal; 5) Xbal + Hlul; 6)pES-US. 

234567 

--- -

Fig. 7.9 Hibridación de la sonda rRNA 215 con el mtDNA de la 
cepa!· bulgaricus l.B. l)X + Hind 111; 2) mtDNA cortado con 
EcoRI;J) Haelll; 4) Hapll;5) Hincll; 6) Hindtll; 7) KLM. 15/4. 
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En los ciapas fisicos de las figuras 6.1 y 6.2, se muestran 

los fragmentos de restricción más pequeños obtenidos con las 

enzimas utilizadas que dieron señales de hibridación. 

Cooo puede observarse en las figuras 6.1 a,b 'J 6.2 a,b y e, 

el arreglo de los genes es el tr:is::io en las cepas ~· fragilis 278, 

!· fragilis 2415 y E· bulgaricus 4327. Tomando coco referencia el 

gen de citocromo b, se tiene el siguiente arreglo: cit b, rR.'l'A 

155, ali 2 1 ali l y rRNA 215. Este arreglo es el mismo que se 

presenta en varias cepas de !.· marxianus que se están estudiando 

en el laboratorio. La distancia que hay entre ellos es muy 

similar, principalcente aquella entre los genes rRNA 155, oli2 y 

oli l. En el caso de la cepa 278 la distancia entre cit b y el 

rRNA 155 y entre oli y rR..~ 215 es mayor en comparacin con las 

cepas 2415 y 4327. 

Hay que hacer notar que la mayoría de los sitios de 

restricción adyacentes las secuencias que mostraron 

hibridación, se conservan en estas tres cepas. 

La cepa_!;. bulgaricus I.B. (figs. 6.lc y 6,2 d), presentó 

un arreglo diferente: cit b, ali 2, rR.){A 155, ali 1 y rRJiA 215. 

Hubo una inversión en los genes de rRNA 155 y oli 2, que 

concuerda con la inversión en los sitios únicos de restrcción de 

Cla I y Mlu I. Este último sitio es marcador del gen para la 

subunidad ribosomal 15S, 

La inversión que se propone debe tomarse con ciertas 

reservas,ya que coco se puede observar en los capas,los genes que 

se localizaron se encuentran en una zona muy pequeña del DNA, 
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n.ientras que en las ot:-as cepas, tanto de !!· ~ cot::io de 

E· ~· están ::.ás distribuidor> a lo largo de la 1:10lécula. 

Hay que considerar tai::PHn i;,ue no se localizaron las subunidades 

de la citocr::l::::o ox1dasa ni los genes para los R.l\.As de 

transferencia. 

Las cepas .E• lactis y !:· ~. tomando como referencia 

el inis~ citocroc:o b, presentan el siguiente arreglo: cit b, rR.NA 

lSS, rRJ'IA 215, oli 1 y ol1 2. La distancia entre cada una de las 

secuencias hibridizables es similar>· tomando en cuenta una 

separación adicional de sproxitna.dat:ente 1 Kb entre los genes de 

cit b y rRNA 155, debida el evento de transposición propuesto 

anterionriente. 

ta tabla IV. 2 resume el arreglo de los genes e.apeados en 

este estudio. 

Tabla IV.2 Arreglo de los genes en el 0?\A ttltocondrial de las 

cepas esc:udiadas. 

Cepa Arreglo de los gene.s. 

!!· íragilis L·278 cit b, rR!~A l5S, ol! 2, oll l. rRSA 215. 

f. fragilis 2415 ci~ b, rR..'iA 155, oli 2, oli ¡, .tlNA ZlS. 

f. bulsarlcus 4327 cit b, rR..-;A l5S, oli -· oli 1, rRNA 215. 

.!S· bulgar!cus LB. dt b, oli 2, rRNA 155, oli 1, rRSA 21S. 

f. vanudenii cit b, rR!~A 155, rRNA 215, oli l, oli 2. 

f· l!s.ill \.'!137 cit b, rRUA 155, rR.~A 215, oli l. oli 2. 
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Discusión de los resultados obtenidos sobre la estructura del 

DNA mitocondrial. 

En estudios previos ( Ragnini y Fukuhara,1988; Coria 

!! !!·, 1990), se ha analizado la variación en los sitios de 

restricción del mtDNA de algunas cepas pertenecientes al género. 

En la tabla IV .1, que resume el número de sitios de 

restricción para cada una de las cepas, se puede apreciar que hay 

algunas enzimas que tienen sitios de corte únicos dentro de la 

aolécula de DNA y que son muy conservados dentro de ciertos 

grupos: Cla I,Klu 1 1 Pst I y Kpn I cortan en un sitio el mtDNA de 

Lu levaduras del tipo de !· ~ <!· Cradlis 278, 

!• fragilh 2415, !_. bulgaricus 4327); mientras que las enzius 

Pst 1 1 Sat I, Klu I y Nhe I, tienen sitio único en los mtDNA de 

las levaduras del tipo de !• ..!.!ill.! <!• lactis y !· ~). 

Variaci6n a estos resultados se present6 en la cepa lf· bulgaricus 

I.B. 1 cuyos sitios únicos son para las enzimas Bam HI, Mlu I, 

Cla I y Sea I. 

La presencia de numerosos sitios de restricción para las 

enzimas Hap II y Sst II en las cepas del tipo de f · ~ pero 

no en las del tipo de!· ~(Tabla IV.l y Fig. 4.1), 

concuerdan con los reportados por Ragnini y Fukuhara (op. cit.) 

para otras cepas de aabos grupos. El hecho de que se encuentren 
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nu:::erosos sitios de restricción para enz.imas que reconocen CCGCGG (.l ~i.? 

~;,, ~ y CCCG (Sst II y Hap 11 respectivamente), es un.a rara ocurrencia, 

ya que se sabe que los genomas mitocondriales de levaduras poseen 

tlenos del 20 l. de los nucleótidos G y C. Estos autores haciendo 

un análisis de la secuencia de alt;unos fragmentos del tltDSA, 

encontraron agrupacientos de secuencias ricas en G y C, 

caracterit.ados por numerosos sitios de restricción para ésas 

endmas 'J asociadas a la formación de estructuras palindrótdcas 

cuya función no ha sido dilucidada. aunque se han propuesto co=o 

sitios de recombinación iotumolecular, duplicaciÓQ de orígenes 

de replicación, vuc:igios de elementos transponibles, etc::.. 

Un collports.miento siailer sobre la heterogenlf!idad de las 

bases nucleat!dicas en la levadura !· cereviaiae ya h.ab!a sido 

descrito por Prunell y Bemardi (Prunell y Bernardi, 1977). Estos 

invee.tigadores observaron que casi el 50% de la molécula de 

m.tONA, estaba compuesta de seeuenctas ricas en A y T. con menos 

del 5% de C y C. Además encontraron de 70-100 regiones con 30-50 

pares de bases ricas en e y e, que contentan sitios para Hap 11 y 

Hae UL Estos sitios nonu.lttente se presentaban una sola vex por 

i:iolécula de DNA m.itocondriaL 

Posteriormente por análisis de la secuencia (Cosson y 

Tzagoloff, 1979), se encontró que las secuencias génicas estaban 

separa.das por Qotivos ricos en A y T • y que los agrupamientos de 

G )' C estaban dentro y entre ellas. Cada una de las secu.encias 

ricas en G y C está ílanqueda en su extremo 3' por MGCAC, lo que 

hixo sugerir que estos nucleótidos pudieran tour parte en la 
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inserción en secuencias ricas en A y T dentro del mtDNA (Sor y 

Fukuhara, 1982). 

De los patrones de restricción que se obtuvieron con 

algunas endonucleasas, en las cepas estudiadas, se puede decir 

que hay dos grupos principales dentro del género: levaduras del 

tipo de .!!• marxianus y lev~duras del tipo de ~· !.!..:!.!!• 

presentando cierta homogeneidad dentro de cada uno de ellos. 

Además la presencia de agrupamientos ricos en G y C en sólo 

algunos de los miembros del género Kluvveromyces, aquellos que se 

consideran del grupo de !· ~· sugieren una estructuración 

diferencial del mtDNA en cada grupo. 

Al analizar los mapas de restricción, encontramos que hay 

diferencias entre ambos grupos, algunas de las cuales son la 

presencia de algunos sitios de restricción únicos característicos 

para cada uno de ellos, as{ como también una ta.a)'or complejidad 

debido a un mayor número de sitios de restricción con las 

i:nzimas empleadas. 

Se ha discutido el significado taxon6mico de los mapas de 

restricción debido al polimorfismo presente en Esta molécula. Se 

ha visto que levaduras pertenecientes a géneros distintos, 

determinado por pruebas de asimilación y fermentación, o de 

interfertilidad, prese.ntan patrones de restricción de mtDNA muy 

siailat"eS (Clat'k-Wal\ter ll !!·• 1987). As! mismo se ha encontrado 

que levaduras pertenecientes al mismo género, presentan 

variaciones en los mapas de restricción (Corla .!.! !l·, 1990; 
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Sanders ll .!!.·, 1917). Sin embargo. los resultados obtenidos 

acet'ca de la cocpost.ción de bases del mtDNA. ( pacrones de 

restr-icción y agrupamientos de G y C), difet'entes en los dos 

grupos prtncipales discutidos en ésta tesis, as! co~o en cepas 

de Kluv..•ero1:1\•ces estudiadas por otros autores, indiean una 

separación entre esos grupos. la cual pudo ser comprobada. por los 

estudios de mapeo genético realizados en nuestras cepas. 

Se sabe que el arreglo de los genes difiere de una especie 

a otra, aunque algunas semejanzas locales pueden existir. Tal es 

el caso de los utudt.os sobre la diversidad en el mtlJNA de la 

levadura ~ anterioTIDente mencionados, de Saccharo111yces 

exiguua (Clark- \Jalker !!_ !!• • 1983a) y de ~ glabra ta 

(Clark-Walker y Sdprakash, 1983b) por citar algunos eje::plos. 

Los cinco genes que se localiz.aron en el mtDNA de las cepas 

que comprendieron este estudio, presentan dos disposiciones 

principales en cuanto al arreglo (tabla tV.Z) y a la distancia 

entre cada uno de ellos (mapas !!sic.os de las figuras 6 .1 y 6. 2). 

Tomando cotl)() t"eferencia el gen de cit b, las levaduras del 

tipo de !;· ~ (!· fragilis 2415, !S• fragilis 278 y !· 

bulguicus 4327) presentan el orden: cic b. rRMA 155, oli 2, oli 

1 y t"RNA 21 S; mientras que el orden de las levaduras del tipo de 

!• .!!.s.!.!! q~. ~y!· ~) es i:it b, rR.'iA 155, rRNA 

21S, olt l )' oli 2. 
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La cepa ~- bulgaricus I.B. presentó un orden y disposición 

diferente a at1.bos grupos: cit b, oli 2, rRN . .t, lSS, oli 1 y rR.~A 

215, todos localizados en una región muy pequeña del DSA. Las 

diferencias que se observaron en este aislamiento, a todo lo 

largo del estudio, nos sugiere que es una cep,a (tal vez especie) 

diferente a las que estudiat1.os en ésta tesis. Quedan por realizar 

más pruebas tales i:omo contenido de G y C, zimogramas, para 

determinar la posición que tiene dentro del género. 

El número de genes localiudos es limitado. Un estudio que 

comprenda el resto de los genl!!s mitocondriahs, las tres 

subunidades de la citocromo oxidasa as{ como los RNAs de 

transhrencia, podrá completar la información acerca di! la 

organización de éstas 1DOléculas. 

Aunqul!! no se sabe si el ta11año del mtDNA es 

consecuencia de rearnglos, o si un tamaño más grande los hace 

susceptibles a caabios en el orden de los gl!!nes (Clark-ilalker ll 

!.!.·, 1987), es notable el hecho que levaduras pertenecientes al 

género Kluyveromyces sean tan homogéneas l!!O cuanto al tamaño y al 

arreglo de los genes, cosa que no ocurre para otras levaduras 

(Hc:Arthur y Clark-M'alker,1983 ; Hoeben y Clark-ilalker, 1986), en 

las que los rangos de tamaño son muy grandes, por lo que en éste 

género, el· estudio dl!!l mtDNA s! pul!!de ser considerado cooo un 

criterio taxonómico qui! puede ser utilizado para 

diferenciación más fina dentro del mismo. 
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l!n aspecto interesante que surge de la locali.racién de 

secuencias que codifican para la subunidad 9 de la ATPasa. es 

deteni:inar funcior.alidad. Se conoce que ésta prote!na es 

eodifkada en el genoc.a nuclear de células de c.a:.!fero (Anderson 

ll !!•• 1981), l!lienc:-as que en levaduras, está codiiicada en el 

DNA =.itocondrial ( Tugoloff ~ !.!·, 1979), Por otro lado, 

hongos filacentosos, es?ec!!ica~ente Seurospora ~ 

Aspergillus ( Van den Boogart !! !..!.·, 1951) contier.e secuencias 

capaces de codificar para ésta subunidad en el ~tDSA y en el OSA 

nuclear, aunque ésta últitr.a es la funcional. Es por esto, que 

sería interesante analizar los productos de traducción del stDNA 

en las especies de Kluvverou:yces, 
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8. Clonación del gen i;ue codifica para el rR..'\A 155. 

Un trabajo colateral al estudio del zttDNA, fué la clonación 

del gen c;ue codifica para la subunidad ribosoaa.l ;>equeña {rR.'\A 

!SS ) de ..§.. cerevisiae , para su utilización como sonda de 

hibridación. 

L& cutante petite citoplismica {rho-) 0580 de 

!• cerevisiae porta el locus de resistencia al antibiótico 

parocio111cina adyacente al gen que codifica para el rRNA l 5S {Li 

!S. !!-. 1982). 

Se a1sl5 del DMA 11.ftocondrial de esta pe tite, un fragmento 

Hae III- Hae III de 1.3 Kb. que contiene el gen y se clonó en el 

sitio de Eco R.V del pl.is•ido pBR..322. El plán.ido resultante se 

deno:inó pES-15S, con d cual se transfotlDÓ a la cepa H.11101 de ,g. 

~· obteniéndose 48 transfonaantes AatplLTetS ,de las cuales se 

seleccionó una clona {clona 5) cuyos plásmidos a111plif1cados, al 

ser cortados con la enziM Baa HI, dieron dos fragmentos de 4.4 y 

J. 2 Kb. 

El fragmento correspondiente al gen se recuperó del 

plán.ido digiriendo con Hap II y se careó con derivados 

biotinUados • Se verificó la identidad del gen haciendo una 

hibridación con el citDSA de la cepa D273-10a de ~· ~ 

digeddo con Hha. I + Bam HI • El fragmento clonado hibridó con la 

banda correspondiente a la descrita por Moritioto y Rabinovit.t 

(Morh:1oto y Rabi:iowitz, 1979). 
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\ 1 • CO~CLUSIONES 

El valor de las caracted'.sticas morfológicas, fisiológicas, 

ecológicas y bioquúicas que hacen factible el reconocimiento de 

una especie, depende de la proporción en la que cada una de ellas 

permite su di!erenciación con respecto a otras especies. 

E.n algunos casos las pruebas que se han utiliz:ado 

normalmente para la clasificación no pentiten una diferenciación 

clara entre los organismos que se están comparando. La 

taxonomb, e.o.o otros aspectos del saber hu.mano, ha ido 

evolucionando al introducrise nuevas técnicas. A los trabajos 

tradicionales, se han incorporado otros criterios que comprenden 

la ultraestructura celular, diversidad de algunos sistemas 

enEiÚticos , composición de bases del DNA nuclear y secuencias 

del rR.NA SS, etc, que han permitido rearreglos dentro de los 

grupos taxonómicos. 

En este trabajo se ha aplicado el estudio de la 

estructura y organi:tación del D?\A lli.tocondrial de las levaduras 

que pertenecen al género Klurveromyces para tratar de 

establecer las relaciones taxonóm.icas entt'e las alamas. Esta 

1DOlécula ya ha sido estudiada con este fin, en otros organis'tlOs 

inclu{dos en los reinos animal, vegetal y protoctista. 
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A lo largo del desarrollo de esta tesis en que se comparó 

el DNA i::.itocondrial de cinco cepas de levaduras pertenecientes al 

género Klu•'Veromvces, se obser\'aron diferencias marcadas en 

cuanto a la composición y estructura de esta DOlécula ¡ la ús 

notable es la presencia de secuencias ricas en los nucleótidos 

guanina y c:itosina {agrupamientos de G y C) • caracterizadas por 

nUl:l.erosos sitios de restricción para las enzimas Sst Il y Hap 

lI en las cepas !· ~· ~· ~ y !· drosophilarum. Esta 

caracter!sitca también se ha descrito para otros aislamientos 

dentro de este 111.ismo género (Ragnini y fukuhara, 1988). 

Cuando se compararon 101 patrones de restricción obtenidos 

con otras enzisas, también se encontraron similitudes entre 

levaduras del grupo de !_. .!.!E.!!.!· En general. presentan aás 

sitios de restricción que loa DNAs mitocondriales de las cepas 

del grupo de !• ~ (!. Cragilis 278, !• fragilia 2415 y 

!.bulgaric:us t.327). 

En los ?:lapas de restricción que se construyeron se encontró 

que el orden y distancia aproximada de los sitios de restricción 

únicos, se const!rvó para cada grupo. Taabién se encontró que 

algunos de ellos son marcadores de genes 11.itocondriales. como es 

el caso de las enzimas !ilu 1, que identifica al rRNA JSS en todas 

las cepas que se estudiaron y Sst I que se localiza en el gen de 

apocitocrooo b para las levaduras del grupo de !· ~· 
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Los mapas de restricción y genéticos que se construyeron 

aportaron tres datos importantes: 

- Pen::itieron la detección de polimorfismos entre las cepas. 

- Se encontró que dos de las secuencias de .§.. ~ 

utiliz.adas para localizar en Kluvvero~vces secuencias hoI:lá'logas 

(rllNA 155 y oli 1) 1 al parecer presentan una gran similitud en la 

secuencia, deducible de su fuerte señal de hibridación 

condiciones de alta astringencia; mientras que la sonda oU 

requirió de condiciones de hibridación más suaves , lo que sugiere 

menos semejan%&. Cuando se dispongan de las secuencias de estos 

genes en Kluyverom...-ces se podrán comprobar estos hechos y se 

establecerá una comparación más significativa. 

- Al analharse el orden de los genes se observó que cada grupo 

posee un arreglo característico. Toundo co1t0 punto de referencia 

al gen de apocitocroDO b, en las levaduras del tipo de !· 

~ este orden corresponde a citocromo b, rRNA 155 1 oli 

2, oli 1 y rRNA 215¡ en las del grupo de !· lactis el orden es 

citocroao b 1 rRNA 15S, rRHA 215, oli l y oli 2. La cepa !.· 

bulgaricus t.B. es la excepción, ya que presentó un arreglo 

distinto (citocromo b, oli 2, rR..~ 15S, oli 1 y rRNA 215) y una 

distribución en una zona muy estrecha del mtDNA. 

Hay que hacer notar que los sitios de restricción 

adyacentes a las posibles secuencias génicas, están muy 

conservados entre las cepas de~· fragilis 278, !· fragil1s 2415 

y por lo tanto en !::· bulgaricus 4327. 
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Las diferencias encontradas en cuanto a la co:iposición y 

estructura del D?\A mitocondrial, junto con las encontradas 

otros aislatdentos del 11.tsmo género en estudios de zit:iogra:as 

(Sidenberg y Lachance, 1983 Lach.ance,1985; Sidenberg y 

Lachance, 1986; Martini !.!. !!•, 1987) ; patrones electroforéticos 

de D!\A croll)Qsómico ( Steensi:a !!. !!.·• 1968¡ Sor y Fulc.uhara, 

1989)¡ reasociac:ión de DAA nuclear ( Fuson, 1987) as! como otros 

estudios de la organización del mtDNA (WésolovsU !!. !.!•• 1981; 

R.agn1n1 y Fulc.uhara, 1988¡ Corta!!!!• • 1990). fundanentan una 

separación de los c.iecbros de este género. por lo menos en dos 

especies dihrentes: !• !!E!!!. ( con las variedades lactis, 

~ y drosophilaru:m) y !· ~ (con las variedades 

fragilis, ~y bulgaric:us ¡ proposición distinta a la de 

Johannsen (Johannsen .1980), que basándose en estudios de 

entrecruzalliento • propone la unificación de las especies 

!· vanudeni!, !· .!.!s.!!!• !· drosophUarUJ11 1 !• fradlis. 

!·~ •!• bulgaric:us, y aquellas otras!• phaseolosporus,!_. 

dobzhanslc.U,!_. ~y!• cicerisporus, como variedades de la 

especie única !_. ~· 

El Dl\A trltocondrial, como cualquier otro criterio que se 

evalúa en los estudios taxonÓtllicos, no puede ser considerado coCJO 

único para la clasificación, sino que debe foniar parte de todas 

aquellas características que definen a una especie. 
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Perspectivas. 

Los trabajos re.aliz.ados en esta tesis, pueden ser la base 

de utudio5 posteriores. 

Dentro de los estudios taxonóiúcos o evoluth•os, la 

loealización de algu!los genes podría conducir a su clonación 

secuenciac16a, para establecer laa posibles relaciones 

f1logec.éticas dentro de este grupo de levaduras a nivel de 

secuencia de DMA. 

En cuanto al aspecto b1oquWco y .alecular, serla de gran 

interés earacteriz.ar los genes localh.ados cubriendo aspectos 

tales como funcionalidad, expr-esión, regulación, transcripción, 

etc., fenO-nos que pueden ahora ser estudiados graci.a.s al avance 

de las técniea.s bioquWcas y del DMA recombinaote. 

Es vasto el ca.c¡>a de estudio para aquella.& personas 

interesacias en descubrir Las maravillas de los fenócenos 

biológicos. 
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