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1.INTRODUCCION -

‘1.1 GENERALIDADES SOBRE LLAS LEVADURAS.

Las levaduras se definen como organismos unicelulares eucariontes gue se
encuentran agrupados en el Reino Fungi, que de acuerdo a su morfologia se
consideran como un “estado” en el ciclo de vida de los hongos hifales.{Kreger-van
Rij, 1987). Las levaduras son taxcondémicamente diversas por lo que se han
clasificado en tres grupos: (1) Levaduras ascospordgenas, (2) Levaduras
basidiosporogenas y (3) Levaduras imperfectas. (Van der Wait, 1987, a).

Las levaduras pueden crecer como células haploides o diploides y
normalmente se reproducen asexualmente por gemacion (mitosis asimétrica) o por
fisién binaria como es el caso de Schizosaccharomyces pombe (Munz et al., 1989),
aungue algunas también pueden reproducirse sexualmente; en este caso, dos
células haploides de factor sexual o de compatibilidad contrarios avso h" ys h,
se conjugan para asl formar un cigoto diploide el cual puede multiplicarse
mitdticamente o experimentar meiosis y originar una tétrada de ascosporas
haploides. (Arnold, 1981).

Las levaduras ocupan un lugar tinico en la larga historia de la humanidad, en
el mundo de los microorganismaos han sido utilizadas como una especie de ganado,
habiendo sido cultivadas por el hombre, y utilizadas inadvertidamente hasta el dltimo
siglo en la fermentacion del pan vy la produccién de bebidas, las cuales contenian
alcohol etilico, probatlemente el primer anestésico y soporifero, Su imporancia no
fue reconocida sino hasla el siglo pasado. Hace aproximadamente 100 afios
(1866,1876) cuando Luis Pasteur demostrd la participacion esencial de levaduras
vivas en los procesos de fermentacion, y comenzaron estudios mas precisos acerca
de las funciones realizadas por las levaduras, y a partir de este hallazgo se
incremento la produccion en la industria de algunas especies de Saccharomyces
que comenzaron a ser producidas en enormes cantidades del orden de toneladas.
Recientemente han sido utlilizadas para la manufactura de productos quimicos,
combustible y protelnas comestibles. (Rose, 1987)

Estos microorganismos han ocupado un papel central en diversos estudios
como modelo de organismos eucariontes, debido a que poseen ciertas
caracteristicas, como son las siguientes:

-Presentan un crecimiento facil y rapido, por lo que proveen una biomasa
microbiana adecuada para su estudio

-Algunas tienen alternancia de reproduccion sexual y asexual.
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-Olras son anaerdbicas facultativas, por o cual pueden derivar su energfa de
la glucdlisis inicamente, con una menor produccion de maléculas de ATP, por cada
molécula de glucosa utllizada;

-Presentan organelos con material genético propio, tales como la mitocondria;
-Crecen en colonias, lo que facilita el aislamiento y caracterizacion de mutantes.

Las levaduras pertenecientes al genero Kiuyveromyces son levaduras
ascosporégenas, del grupo de los Hemiascomicetos, que a su vez pertenecen alos
Ascomicotina porque carecen de ascocarpos (cuerpos fructiferos) e hifas
ascogenas (Ainsworth,1973). El género Kiuyveromyces pertenece al Subphyium
Ascomycotina, Clase de los Hemiascomycetes, Orden de los Endomycetales,
Familia Saccharomycetaceae, Subfamilia Saccharomycetoideae. En esta Ultima se
agrupan organismos que han sido ampliamente estudiados tanto genética como
bioquimicamente como Saccharomyces, Pichia, Torulaspora, Dekkera, ademas del
genéroanteriormente mencionado (Kreger- van Rij, 1987; Van der Walt y Johannsen
, 1984},

En nuestro laboratorio estamos interesados en tratar de entender las ambiguas
relaciones filéticas de las levaduras, siendo Kiuyveromyces marxianus var.
marxianus nuestro modelo experimental y el polimorfismo del DNAmt en esta
levadura nuestro principal sistema de estudio.

1.2 MITOCONDRIA

Las mitocondrias son organelos presentes en la mayorfa de las células
eucariontes. En dichos organelos pueden definirse tres clases principales de
funciones. Primero estan las funciones bien conocidas de acoplamiento de energia
tales comola conservacion de fa misma por fosforilacién de ADP a ATP (fosforilacion
oxidativa), transhidrogenacion entre los piridin nucledtidos, y la translocacion de
iones y solutos. Una segunda propiedad es la que lleva a cabo reacciones
importantes en el catabolismo y el anabolismo tales como la oxidacion de acidos
grasos y la sintesis de porfirinas, aminoacidos, fosfolipidos, coenzimas como el
folato, hemo, urea, citrulina y muchos otros metabolitos. La tercera se refiere a la
perpetuacion o biogénesis del propio organelo, ya que éste contiene su propio DNA,
RNAt y RNAr, existiendo por lo tanto para la biogénesis de este organelo tanto
contribucion nuclear como mitocondrial. Esto también involucra la operacién de
complejos mecanismos para el importe y clasificacion intramitocondrial de
proteinas sintetizadas dentro y fuera de 1a mitocondria, fosfolipidos y probablemente
algunos RNAs. (Tzagoloff et al., 1979,1982; Whittaker y Danks, 1982; Evans, 1983).

La mitocondria es un organelo de suma importancia como se menciond
anteriormente, Y esta formado por diferentes membranas y compartimentos. (FIG.1)
La membrana externa, la cual presenta un nimero sustancial de enzimas, tales como
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la monoamina oxidasa, la NADH-citocromo c reductasa insensible a rotenona; el
complejo flavoprotelna-citocromo bs. La membrana externa también tiene un
ndmero de enzimas concernientes a la biosintesis de fosfollpidas (glicerofosfato acil
transferasas, sistema de elongacién de acidos grasos). (Tzagoloff, 1982).

LSFATIO
INTERMLMBRAA
MErABAANA /é

INTERNA

mARIL |

\»LMVIANA
EATERNA

Fig 1.1 Esquema tridimensional de una mitocondria.

La membrana interna es una de las membranas més importantes dentro de
las células eucarionies. La fosforilacidén oxidativa es la funcién méas relevante de la
rmitocondria y es tealizada en esta membrana. Este proceso es catalizado por cuatro
complejos respiratorios, NADH-ubiquinona oxidorreductasa (compiejo 1),
succinato-ubiquinona oxidorreductasa {(complejo 1), ubiquinol-citocromo ¢
oxidorreductasa (complejo I} y citocromo ¢ oxidasa (complejo IV}. Siguiendo esta
nomenclatura la ATPsintetasa ATPasa sensible a oligomicina es denominada en
ocasiones complejo V (Gonzalez-Halphen, 1990). Estas cinco enzimas estan
localizadas en la membrana interna y representan la mayoria de la masa de la
membrana. Ademas de los complejos respiratorios y la ATPasa, la membrana
interna alberga a la piridin nucledtido transhidrogenasa, B-hidroxibutirato
deshidrogenasa, y sistemas de enzimas responsables del transporte de iones,
sustratos y nucleotidos. (Attardi y Schatz, 1988).

E! espacio intermembranal se encuentra localizado entre las membranas
externa e interna. Pocas actividades han sido encontradas aqui, pero la mas
importante es la de la adenilato cinasa la cual probablemente funcione en el
mantenimiento del balance de nucledtidos de adenina en el organelo.
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La mayoria de las enzimas solubles de la mitocondria estan presentes en la
matriz mitocondrial, que se localiza en el espacio interno de la membrana interna.
La lista de actividades es muy grande, pero de particular importancia son los ciclos
delos acidos tricarboxilicos y el de la oxidacion de acidos grasos. Entre las enzimas
mas importantes en la matriz se encuentran la glutamato deshidrogenasa, el
complejo piruvato deshidrogenasa, fosfato carbamil sintetasa, y la ornitina
transcarbamilasa. La matriz contiene ademas DNA, RNAt, varias aminoacil
transferasas, DNA y RNA polimerasas, y otros componentes de la maquinaria de
transcripcion y traduccién (Tzagoloff, 1982).

En muchos aspectos el sistema de sintesis de proteinas mitocondrial es
mucho mas parecido al sisterna bacteriano que al citoplasmico de eucariontes,
hecho que ha sido tomado en cuenta para proponer un arigen endosimbiético a la
mitocondria. Una caracteristica de los ribosomas mitocondriales ademds de su
menor tamafio y coeficiente de sedimentacién con respecto a su contraparte
citoplasmica eucarionte, es su sensibilidad a antibidticos que inhiben la sintesis de
protelnas bacterianas. Drogas antibacterianas tales como el cloramfenicol y
eritromicina son potentes inhibidores de ribosomas mitocondriales, mientras que
antibiéticos que inhiben a ribosomas citopladsmicos como cicloheximida y emetina,
no tienen efecto (Preble, 1981; Dujon, 1981).

Las proteinas que se encuentran en la milocondria son productos de dos
sistemas separados; mientras que la mayoria son sintetizadas en el citoplasma y
exportadas hacia la mitocondria, algunas son sintetizadas en la matriz mitocond rial
{Luzikov, 1985).

Las proteinas sintetizadas en la mitocondtia se encuentran firmemente unidas
ala membrana interna, de la misma manera se han observado unidos los ribosomas
rmitocondriales mientras que la mayorfa de las proteinas solubles son sintetizadas
extramitocondrialmemte. El caracter hidrofdbico de las proteinas que se saben son
sintetizadas por las mitocondrias puede proporcionar un indicio de las necesidades
para fa sintesis mitocondrial de proteinas. Su falta de solubilidad en un ambiente
acuoso, podria requerir que su sintesis fuera muy cerca de su lugar de operacioén,
en la membrana interna. (Tzagoloff, 1982; Schmidth, et al.; Popot y de Vilry, 1990).

1.3 DNA MITOCONDRIAL

Los fundamentos de la genética mitocondrial fueron establecidos a finales de
los afios 40's por Ephrussi y sus colaboradores, especialmente Slonimski, quienes
descubrieron una mutacion que abatfa la capacidad de las levaduras para crecer
en sustratos no fermentables tales como el etanol o glicerol cuya utilizacién depende
de una cadena respiratoria funcional. Ain cuando tales cepas
respiratorio-deficientes de levadura son capaces de crecer en glucosa y otros
azucares, forman pequefas colonias y por esta razon fueron llamadas mutantes
“petite”. Los estudios de Ephrussi mostraron que las mutaciones resultantes en el

4
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fenotipo "petite” son heredadas de una manera no-Mendeliana, y por lo tanto postuld
que dichas lesiones estaban localizadas en un elemento extracromosdmico o
citoplasmico. Este elemento fué designado como el factor rho (p), y por lo tanto, las
mutantes "petite” citoplasmicas son referidas como mutantes p". En el tiempo de su
descubrimiento, se desconocfa la naturaleza de dicho factor y no fue sino hasta
algan tiempo después que se ie relaciond con ef DNAmt (Tzagoloff, 1982, Whittaker
y Danks, 1982).

La evidencia critica que asocio la mutacion "petite” con el DNAmt estuvobasada
en dos descubrimientos importantes: (1) que algunas "petites” contenfan DNAmt
alterado fisicamente y (2) que las mutaciones "petite" podian alterar otros genes
no-Mendelianos y ser de origen mitocondrial. La lesidén genética esta en el genoma
mitocondrial pero se trata de una mutacién poco comin: un fragmento
generalmente pequerio, del cromosoma organelar (DNAmt) llega a ser amplificado,
aparentemente de cualquier parte de la molécula de DNA, por repeticién en tandem
hasta llegar a ser una nueva molécula circular comparable en tamaro a la normal,
en este estado es transmitido a las células hijas durante el crecirniento vegetativo.
La caracteristica mas extraordinaria de las mutantes “petite” es la elevada tasa
esponténea con la cual surgen, aproximadamente el 1%, pero la mutacién puede
ser incrementada draméaticamente por agentes intercalantes, particularmente
acriflavina y bromuro de etidio (Kurtzman et al., 1983).

El estudio de las mutantes "petite" ha permitido dilucidar muchos de los
aspectos relacionados con la herencia no-Mendeliana (no cromésomica) ademas
de ayudar al entendimiento de la sintesis de los diferentes complejos proteicos de
las mitocondrias, ya sea citopldsmico o mitocondrial a partir de inhibidores. Como
generalmente las mutantes "petite” retienen sélo un segmento del genoma
mitocondrial, éste es invariablemente insuficiente para codificar todos los RNAr y
RNAt para la sintesis de proteinas mitocondriales. En consecuencia, cualquier
proteina mitocondrial encontrada en las mutantes "petite” debe ser codificada por
el DNA nuclear y sintetizada en los ribosomas citoplasmicos, explicando esto
también por que la mutacién "petite” es pleiotropica. (Whittaker, 1982).

La herencia mitocondrial enlevaduras es biparental; durante la fusién de células
haploides, ambos progenitores contribuyen de igual manera a la formacién del
citoplasma del diploide. En mamiferos y otros animales, los espermas contribuyen
muy poco (si es que lo hacen) al citopltasma del cigoto, y la mayoria (si no es que
todas) las mitocondrias del embrion son derivadas del dvulo, no del espermatozoide.
(Darnell et al., 1990)

La existencia de genes citoplasmicos fue sugerida desde 1909, cuando los
primeros ejemplos de herencia no-Mendeliana fueron descritos por Correns y por
Bauer. Histéricamente, la idea de que cloroplastos y mitocondrias podrfan ser
organelos autdnomos viene de principios de siglo. Sin embargo, la evidencia
genética de genes no Mendelianos se acumuld muy lentamente entre 1910 y 1960,
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un. periodo cuando los grandes avances en genética Mendellana y genética
molecular fueron hechos y consolidados. (Sager, 1972).

El interés en la posible presencia de DNA en la mitocondria fue estimulado por
la demostracién de DNA en cloroplastos a pantir de 1960. La existencia de DNA en
las preparaciones mitocondriales fué negada por mucho tiempo debido a la
contaminacion por nicteos. Evidencias mds convincentes liegaron a partir de los
trabajos de Nass y Nass (1963), quienes mostraron la presencia de inclusiones
semejantes a fibras en la matriz mitocondrial de embriones de pollo al realizar
tinciones con acetato de uranilo; estas inclusiones eran destruidas especificamente
por DNAasa y se conservaban cuando se utilizaba RNAasa, considerandose por lo
tanto, como DNA. Schatz y colaboradores (1964), usando preparaciones de
mitocondrias purificadas, mostraron la presencia de una cantidad pequefa y
constante de DNA asociado ala mitocondria, En el mismo afo Luck y Reich (1964)
aislaron DNA de las mitocondrias de Neurospora. En 1965, Nass y colaboradores
concluyeron que "el DNA es una parte integral, probablemente de todas las
mitocondrias®. (Prebble, 1981).

En ese mismo afio (1965), se tuvo una demostracién més clara, cuando Mahler
y otros investigadores extrajeron DNA de células de levadura y lo sometieron a
ultracentniugacnon analitica en un gradiente de cloruro de cesio. En el equnllbno el
DNA se separd en dos bandas distintas con densxdades de 1.683y 1.699 g/cm™. La
banda de 1.683 g/cm™ represento cerca del 15 % del DNA total. El aislamiento de |
una fraccién mitocondrial de levadura, seguido de la extraccion del DNA, dio por
resultado una disminucién considerable del componente de 1.699 g/cm'3, en tanto
que el componente de 1.683 g/cm™ se conservd. Quedd claro que el componente
mayor de alta densidad era el DNA nuclear y el componente minoritario era el
DNAmL. A partir de entoces, el DNAmt se ha identificado en una ampiia variedad de
organismos. {(Whittaker y Danks, 1982; Darnell et al. 1990).

El DNAmt es ahora conocido como el centro de un sistema genético
semiattdénomo empleando su propio codigo genético y que es expresado a través
de una madquinarfa de transcripcion y traduccion bastante distinta de la existente en
nicleo y citoplasma de eucariontes, pero muy semejante a la que prevelece en
procariontes {Grivell, 1989).

En la mayorfa de los casos el DNAmt es una molecula duplex circular unida
covalentermente con giros superhelicoidales. (Whittaker y Danks, 1982; Tzagoloff,
1982), aunque existen excepciones, como en el caso de Solanum tuberosum,
Parthenocissus tricuspidata, Oenothera berteriana. Algunas levaduras como
Hansenula mrakiiy Pichia spp. tienen un DNAmt lineal, ciliados como Paramecium
spp. vy Tetrahymena spp. también presentan una molécula lineal de DNA, pero
ademds éste puede encontrarse como minicireulos y/o maxicirculos (Wallace, 1982;
Jayarama-Bhat et al., 1990). Al parecer la prevalencia de formas circulares sugiere
que éstas son de importancia bioldgica fundamental (Prebble, 1981).
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Las células parecen poseer varias maléculas de DNAmt, siendo mayor la
cantidad de las mismas en levaduras aerobias (Wilkie, 1983). En Ia levadura de
panaderfa, Saccharomyces cerevisiae, por ejemplo, hay generaimente de 50 a 100
moléculas por célula. El niimero preciso de moléculas esta relacionado con el nivel
de ploidia (nimero de series completas de cromosomas por célula), siendo en las
células diploides aproximadamente el doble del de las células haploides,
manteniendose asi una proporcién constante entre el DNAmMt y el DNA
nuclear.(Sazer y Sherwood, 1990)

El DNAmt presenta grandes variaciones a diferentes niveles, con respecto al
tamano y forma (Wallace, 1982). En S. cerevisiae el peso molecular de este genoma
es aproximadamente de 50 X 10°, correspondiendo a un circulo de 25 m. El tamario
del DNAmt en otras levaduras y hongos multicelulares es algo mds pequedo. En
general, los genomas mayares han sido encontrados en plantas (200-2500 Kpb)
(Bailey-Serres, 1987) y los mas pequenos en las mitocondrias de animales 18 Kpb
(Cavalier-Smith, 1985). Ver Tabla No. 1.

El DNAmt ademas de la diversidad observada en cuanto a forma y tamafio en
los diferentes grupos, también presenta una gran diversidad en lo que respecta a la
informacidn genética contenida (Wallace, 1982; Jones, 1990), ya que la informacién
encontrada enlos diferentes grupos de organismos estudiados hasta la fecha, varfa
en algunos casos. Asl por ejemplo el genoma mitocondrial de mamiferos codifica
para varias subnuidades de la NADH deshidrogenasa, no asf el DNAmt de levaduras,
el cual no lleva informacion para la sintesis de las mismas (Anderson, 1981; Attardi,
1988). En el caso del DNAmt de plantas, este contiene alguncs genes no
encontrados en otros DNAmL, tal como el del RNAr mitocondrial 58 ](no encontrado
en otros ribosomas mitocondriales), una subunidad de la F'-ATPasa, vy la
subunidad 9 de la FO- ATPasa. (Clark-Walker, 1985).

Cabe destacar dentro de la gran diversidad presentada por el genoma
mitocondrial, un hallazgo sorprendente, la presencia de "pseudogenes” (¢ copias
silenciosas), como en el caso del proteolipido de la subunidad 9 de la ATPasa
mitocondrial de N. crassa, que también se encuentra codificado en el DNA nuclear,
siendo sdlo funcional el producto proteico nuclear (Tzagoloff, 1982; Schmidt et al.,
1983; Attardi y Schatz, 1988y Payne etal., 1991). Este fendmeno podrfa ejemplificar
la divergencia entre levaduras y hongos filamentosos. La diferencia de sintesis de
una protefna relacionada funcional y estructuralmente en dos organismos
representa un cambio evolutivo notable (Macino y Tzagoloff, 1979;Tzagoloff, 1982).

Sin embargo, a pesar de las notables variaciones en forma y tamano
presentadas por estas macromoléculas, en todas aquelias estudiadas hastalafecha
se ha encontrado una sorprendente constancia, en la informacién genética pues
todas ellas codifican para las subunidades ribosémicas grande y pequefia, la
mayoria de los RNAL, asf como la de algunas subunidades proteicas de enzimas de
la membrana interna mitocondrial, tales como la subunidad 1 de la citocromo
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oxidasa y al apocitocromo b del complejo Il mitocondrial (Preble, 1981; Mieller y
Getz, 1986; Attardi y Schatz, 1988).

En la tabla No. 2 se representan los genes mitocondriales y sus productos en
diferentes organismos.

Estudios de marcaje de células completas de levaduras en presencia de
diferentes antibiéticos han hecho posible catalogar todas las subunidades de la
citocromo oxidasa, coenzima QH2-citocromo ¢ reductasa, yla ATPasa, asf como
la asignacién de cada uno como producto de traduccidn ya sea mitocondrial o
citoplasmico. De las siete subunidades de la citocromo oxiadasa, 3 son sintetizadas
enlamitocondria (1-3) y 4 enribosomas citoplasmicos (4-7). Enel caso del complejo
lil, sdlo un constituyente es hecho enla mitocondria, el apocitocromo b. La ATPasa
sensible a oligomicina también estd compuesta de dos grupos biosintéticamente
diferentes de proteinas. Las subunidades de la F1 OSCP son sintetizadas en
presencia de cloranfenicol y son por lo tanto productos de traduccion
citorribosomico. Los componentes de los complejos, sin embargo, no son
incorporados en la membrana interna cuando el sistema mitocondrial es inhibido,
sugiriendo que la biosintesis del complejo de la ATPasa requiere de productos
traduccionales de la mitocondria {(Morimoto et al., 1979 a; Tzagoloff, 1982).

E! codigo genético usado en la mitocondria es diferente del cédigo estandar
utilizado en todos los genes procaridticos y nucleares eucarioticos; alin mas notable
es el hecho de que el codigo mitocondrial presenta diferencias en distintas especies
de organismos. (Hawkins, 1991). Normalmente un coddn de terminacion UGA, es
leido por los sistemas de traduccién mitocondriales como triptofano; mientras que
en mitocondrias de plantas UGA se conserva como coddn de terminacion. Los
codones estandar AGA y AGG para arginina codifican para el mismo aminoacido
en mitocondrias de hongos y plantas, pero son codones de terminacién para
mitocondrias de mamiferos y codones de serina en Drosophila. En el DNAmt de
plantas CGG puede codificar ya sea para triptofano o para arginina. En trancritos
de RNA del DNAmt ciertas secuencias CGG son "editadas" (transformadas
quimicamente) a UGG, codén que especifica para triptofano. Codones CGG
codifican normalmente para arginina. La edicion del RNA asf como la similitud pero
no universalidad del cddigo genético tiene profundas implicaciones para la
evolucién de células eucariontes y sus organelos (Darnel! et al., 1990; Binder, etal.,
1990; lzuchi et al., 1890).



ENTIDADES
TAXONOMICAS

- Introducciéh

Protozoa

Tetrahyrnena lineal
Acanthamoeba circular
Plasmodium circular
Paramecium lineal
Algas
Chlamydomonas circular
Hongos
Saccharomyces

cerevisiae circular
pombe circular
Kluyveromyces circular
Neurospora circular
Aspergiltus circular
Plantas

Pisum {chicharo) cireular
Phaseolus (frijol} circular
Platelmintos

Hymenolepsis circular
Nemaétodos
Ascaris circular
Anélidos

Jrechis circular
Artrépodos

Musca circular
_Drosophila circular
Equinodermos

Echingidea circular
Cordados

Peces circular
Anfibios circular
Aves circular
Mamiferos circular
Humanas circular

25

19
11
19-26
1

30
20

4.8

48-

59

52
6.2

4649

5.4

4.9-5.8
5.1-54
4.7-5.6

* Tomada de Prebble, 1981; Grivell, 1983.
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Tabla No. 2 Productos Genéticos Mitdcondrlales -

Mohos:

Animales Levaduras (Neurospora) - :Plantas
ANAr T TR TR
subunidad grande 168 218~ 218 268
subunidad pequeia 125 156 188 T g
RNAS5S - - . +
No. de RNAL 22 2325 2325
Prot. rib (var-1} - + i
Citocromo oxidasa
subunidades 1,2,3. “+ + N +
CoQ-citocromo ¢
reductasa apocit. b + + + +
Complejo FO-ATPasa
subunidad 6 + + + +
subunidad 8 + + + +
subunidad 9 - + . +
Complejo F1-ATPasa
subunidad - - . - =
Subunidades de la
NADH-CoQ reductasa 7 0 6 &6?

* Tomada de Darnell et al., 1990.
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1.4 DNAmMt DE LEVADURAS.

Bernardl demostrd que la muy baja densidad del DNAmt de levaduras (1.863
g/em™) se debe, en parte, a la presencia de espaciadores sin significado genético,
que contienen exclusivamente adenina y timina en la molécula mitocondrial de
levaduras. La mayor parte del genoma mitocondrial (hasta un 85%) de levaduras
estd compuesto por estos espaciadores génicos. Estas regiones al parecer son
incapaces de codificar proteinas, asi que representan presumiblemente DNA sin
sentido o "egofsta”, aunque multiples origenes de replicacién del DNA ocurren en
las mismas. (Whittaker y Danks, 1982). En la levadura de panaderia, estas secciones
deA <+ T puedenlocalizarse entre los genes,otros estan localizados dentro de genes
divididos como parte de intrones.

El DNAmt de levaduras (S. cerevisiae) presenta uno de los contenidos mas
bajos de guanina + citosina (G + C) (18%) de cualquier DNA funcional. (Dujon,
1981). Estas secuencias ricas en G + C han sido encontradas dentro de los genes.
Los agrupamientos de G + C contienen la mayoria de los sitios para las
endonucleasas Hpa Il y Hae IIl. Bernardi y colaboradores (1972, 1977) han estimado
que en levaduras existen de 150-200 sitios en estos agrupamientos. De aguellos
secuenciados, un numero significativo parece ser palindrémico, y otros son
homaélogos o tienen secuencias repetidas invertidas de otros agrupamientos. La
presenciade secuencias caracteristicas repetitivas representa indicios derelaciones
entre genomas. La funcién de estas secuencias no ha sido totaimente esclarecida,
pero se proponen como sitios de recombinacion intramolecular, duplicacion de
origenes de replicacién, sitios de escisién en rho-, vestigios de elementos
transponibles, etc. ( Coson y Tzagoloff, 1979; Ragnini y Fukuhara, 1988).

Al igual que en mamiferos y en la mayorfa de los eucariontes el DNAmt de S.
cerevisiae codifica para pocos componentes mitocondriales esenciales: (1) los
genes denominados Syn, cadifican para componentes de la maquinaria de sintesis
proteica (Douglas y Takeda, 1985). Esta clase incluye a los genes de los RNA
ribosémices mitocondriales y un juego completo de genes de RNAt. Asl mismo se
ha encontrado en este grupo al gen de una proteina denominada var-1, que al
parecer esta relacionada con la subunidad pequena del RNAr. (2) los genes mit,
codifican para proteinas requeridas para el desarrollo de la cadena respiratoria
terminal, la mayoria consistente en genes estructurales pertenecientes a los
complejos de transporte de electrones y fosforilacién oxidativa de la membrana
interna mitocondrial. {ver tabla No. 2).

De manera semejante al caso de los mamiferos, la secuenciacién del genoma
mitocondrial de levaduras ha revelado un nimero de marcos de lectura abierta para
los cuales no se ha encontrado un producto proteico conocido (marcos de lectura
no asignados,URFs); con un codén de iniciacién AUG hacia el extremo §'(Hardy y
Clark- Walker, 1990).

11
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No existe evidencia logica para el arreglo de los genes. La posicién delos genes
que codifican los polipéptidos de la membrana interna difieren del genoma de
mamiferos, pero en ambos casos no existen agrupamientos de genes que
determinen funciones relacionadas. Los genes para las dos especles de RNArestan
mas ampliamente separados en levaduras que en cualquier otro genoma
mitocondrial (Figura 1.2), estos genes en mamiferos se encuentran muy cercanos.
Por otra parte, a diferencia del gencma mitocondrial de mamiferos no hay una
dispersion regular de!l RNAr y los genes de los RNAL se encuentran por lo general
agrupados en un cuadrante del genoma, cosa contrariaa lo que ocurre en el genoma
mitocondrial de mamiferos en que los RNAt se localizan entre los diferentes genes
(Cavaller-Smith, 1985; Darnell et al., 1990).

EnlaFig. 1.2 puede observarse la organizacion delos genomas mitocondriales
delevadura y humano. En esta figura pueden distinguirse la discrepancia en cuanto
a tamano y complejidad de estas dos moléculas. A pesar de estas diferencias -
también se observa la sorprendente conservacion para varias secuencias
codificadoras, tales como citocromo b, RNAt, RNAr y algunas subunidades de los
complejos respiratorios.

Los genes mitocondriales de levaduras difieren de los de mamiferos en que
algunos de los primeros estan divididos o se encuentran en "mosaico" y contienen
una o mas secuencias de intervencion o intrones. Ninguno de tales insertos se ha
reportado estar presente en los ccmpactos genomas mitocondriales de mamiferos,
en especial de humanos. Algunos de estos intrones mitocondriales de levadura
estan ausentes en algunas cepas de S. cerevisiae y no parecen ser esenciales, es
decir, son opclonales. Los Intrones opcionales no se encuentran desplazados en
todo el genoma, sino que se presentan en sitios fijos. A este respectoy enla carencia
de secuencias repetidas terminales en por 1o menos un caso (Dujon, 1981), los
intrones mitocondriales de levaduras difieren de los elementos translocables o
transposones de procariotes (Evans, 1983).

El polimorfismo en este tipo de genomas se encuentra bien representado en
el caso del gen para el apocitocromo b, que en S. cerevisiae presenta cepas que
pueden contener 3 0 5 intrones, segln la cepa de que se trate (Dujon,1981). De
entre estos intrones por lo menos dos son opcionales y los restantes son
indispensables para la sintesis de esta proteina. En otras levaduras y hongos existen
también variaciones para este gen. En Schizosaccharomyces pombe en donde se
han identificado tanto cepas con un intron como cepas sin intrones (Zimmer et
al.,1987). Lo mismo ocurre en Torulopsis glabrata, Kloeckera africana y
Kluyveromyces lactis (Clark-Walker y Sprinprakash, 1981; Brunner y Coria, 1989).
Aunque hay una gran variabilidad en la estructura del gen del apocitocromo b, la
proteina para la que codifica tiene una gran similitud en los organismos en los que
se ha estudiado hasta la fecha. Este polimorfismo basacdo en diferencias en los
intrones tambitén han sido reportado en la subunidad ribosémica grande 218, y al
parecer estan asociados con el fenomeno de polaridad de recombinacién. El gen
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oxi-3 que codifica COI puede contener hasta 9 intrones de los cuales por lo menos
cuatro son opcionales. (Dujon, 1981; Tian et al., 1991 a).

Como la existencia de genes en mosaico implica o divididos por intrones un
extenso procesamiento, ademds de que en algunos intrones se han observado
marcos de lectura abiertos, existen evidencias de que por lo menos una protelna es
parcialmente codificada por intrones (del citocromo b) -"una madurasa" o factor de
transactivacion- tiene un papel en el procesamiento de su RNAm y cataliza el
siguiente paso en la maduracién (Slonimski et al.,1982; Wallace, 1982; Grivell, 1983;
Ciark-Walker, 1985). Las proteinas codificadas por intrones tienen diferentes
papeles ademds del mencionado anteriormente en las mitocondrias de levadura.
Mientras algunas son necesarias para promover el procesamiento de intrones de
RNA pre-mensajeros, algunas son necesarias para la delecion in vivo de secuencias
de intervencion en el DNAmt y otras, tales como w & I°, estan involucrados en la
transposicién duplicativa de su propio intrén (Dujon, 1981; Asher et al., 1989). Una
cuarta funcidn descubierta por Kotylak et al. (1885); es que una proteina codificada
por un intrdn, la madurasa bI™ del gen COB, inducia recombinacién homologa en
los exones del gen COX1 (Boulet, 1990). Las moléculas de RNA unidas circularmente
son generadas durante el procesamiento del RNA por escisién de algunas
secuencias de intrones de transcritos. (Kurtzman et al., 1983).

La presencia de intrones opcionales y los grandes segmentos ricos en A + T,
asl como la alta tasa de recombinacion cntre las mitocondrias dan lugar al
polimoriismo mitocondrial entre organismos del mismo género y especie. (Grivell,
1983; Clark- Walker, 1985; Dujon, 1981).
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Fig. 1.2 Esquema de los ONAmt de levadura y humano. El de levadura es aproximadamente
cinco veces mds grande que el de humano, aunque aqui se encuentra representado sélo dos y
media veces mas grande. Las proteinas y RNAs sc muestran en color negro. Los RNAt se
representan pot ® junto con laletra del aminodcido con la que estd cargado. OLy OH representan
los origenes de replicacién de las cadenas ligera y pesada respectivamente, en el genoma
humano
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1.5 RECOMBINACION DEL DNAmt

Existen evidencias concluyentes basadas en estudios fisicos y genéticos, de
que el genoma mitocondrial se recombina en cruzas de levaduras. Esto se demostrd
primeramente en cruzas entre cepas que llevaban marcadores mitocondriales de
resistencia a drogas tales como oligomicina, paromomicina y cloramfenicol
(Thomas y Wilkie,1968). Durante estos estudios sellevaron a cabo andlisis de
transmision y recombinacién en diploides resultantes de la cruza de cepas
haploides, los cuales inicialmente posefan mitocondrias de ambos progenitores, E!
surgimiento de nuevas combinaciones de marcadores indicaban la presencia de
eventos de recombinacion; dichos eventos también se pusieron de manifiesto a
partir de la formacion de DMNA de una diferente densided de flotacion que la que
presentabanlos progenitores (Preble, 1981; Dujon,1981; Wilkie, 1283; Butow, 1985).
Posteriormente la demostracion fisica de recombinacién entre moléculas de DNAmt
in vitro fue realizada por estudios de microcopia electronica (Sena et al., 1986).

Una aproximacion diferente fue usada por Fonty et al. (1978) en sus estudios
de recombinacion mitocondrial en levaduras. Utllizando cepas progenitoras con
patrones de restriccidn diferentes obtuvieron diploides recombinantes, esto ¢s, se
obtuvieron distintos patrones electroforélicos a los de los progenitores. Nuevas
fragmentos fueron originados a partir de fragimentos del DNAmt de ambas cepas
progenitoras debido a la recombinacion de silios de corte. Al parecer ccurrid un
entrecruzamiento desigual en grandes regiones espaciadoras (ricas en A + T).
(Prebble, 1981; Witkie, 1983).

Existen evidencias de que en los agrupamiantos G + C corresponden a sitios
de recombinacidn intramolecular, como se mencioné anteriormente, y que junto
con las diferentes secuencias interventoras o Intrones, contribuyen en gran pare a
los polimorfismos encontrados en levaduras alin en cepas de una misma especie
(Dieckmann y Gandy, 1987).
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1.6 TAXONOMIA DE LEVADURAS.

{.a taxonomla de las levaduras, contrariamente a la sistematica de los hongos
"superiores”, tiene un origen practico, pues surgid en las industrias de la
fermentacidn a finales del siglo XIX y principios del XX. Las primeros sistematicos
en levaduras, como una regla al servicio de estas industrias, seleccionaron
propiedades fisiolégicas mas que caracteristicas motfoldgicas, con el propositode
diferenciacion e Identificacion de taxa, una practica que en aquellos tiempos estuvo
muy arraigada dentro de la bacteriologia ( Van der Walt, 1987).

Las levaduras son un grupo diverso de hongos cuyos teleomorfos (estados
sexuales) estan divididos entre los Ascomicotina y Basidiomicotina. La agrupacion
de las levaduras comparandolas con los hongos superiores es una conveniencia,
que deriva de las caracteristicas de crecimiento unicelular, asf como de un estado
sexual fuera de un cuerpo fructifero.

Los primeros usos de pruebas fisioldgicas enla taxonomia de levaduras, fueron
la fermentacién de ciertos azdcares, tales como glucosa, sacarosa, maltosa y
rafinosa junto conlas caracleristicas morfolégicas. Stelling-Dekker (1931) introdujo
laasimilacion de sulfato de amonio, asparagina, urea, peptona y nitrato,como fuente
de nitrogeno, Lodder (1934) la asimilacion de ciertos azlicares, Wickerham y Burton
(1948) la asimilacion de otros compuestos de carbono, la protedlisis de la gelatina
{licuefaccion) también fué usada como un criterio mas tomado en cuenta para la
clasificacion. (Kurtzman et al., 1983; Kreger-van Rij, 1987).

Algunas caracteristicas de las levaduras no mencionadas en la descripcidn
estandar son de importancia taxondmica. Estos son la composicidn quimica de la
pared celular, similitud entre secuencia de bases del DNA y patrones enzimaticos,
distribucion fisica, geografica, etologfa, entre ctros (Lachance, 1985).

La investigacién en la composicion quimica de la pared y de compuestos
extracelulares ha sido revisada por Phaff (1971,1977 y 1984). La glucana, manana
y quitina son componentes de la pared celular. Encontrandose en levaduras
ascomicetas principalmente, B-glucana y quitina, y en las levaduras basidiomicetas
B-glucana, quitina y en algunos casos glucana (Kreger-van Rij, 1987).

El criterio aceptado para el uso en especiacion, ha ido avanzando
paralelamente en ¢l tiempo con muchas otras areas de la microbiologia, tomando
en cuenta primero la morfologfa de los estados sexuales y vegetativos, seguido
después por la definicidn de taxa a través de pruebas genéticas y bioguimicas, y
finalmente debido a fallas parciales en estos criterios para producir resultados
definitivos, se ha utilizado como apoyo las relaciones a partir de secuencias de
acidos nucleicos. {Kurtzman et al., 1983). Algunaos de estos criterios han llegado a
ser devaluados, por ejemplo la distincion entre fermentacidn y fermentacion ligera,
y produccién de pseudomicelio y formacion de periciclo conformas lisas o rugosas.
Debido a fallas parciales en los criterios anteriormente utilizados para producir
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resultados definitives, en la actualidad ensayos a nivel de macromoléculas,
comparando &cidos nucleicos y protelnas han abierto una nueva-perspecliva para
la manera en la cual los taxa y atn especies de levaduras son reconocidos.
(Kurtzman y Robnett, 1991; Steensma et al., 1888).

Un criterio molecular empleado enla actualidad enla clasificacion de levaduras
es el andlisls de la coenzima Q o ubiquinona (Yamada y Kondo,1972; 1973; Yamada
et al., 1980, 1981) estos estudios han revelado que el nimero de unidades
isoprencides en las cadenas laterales varfan de 5 a 10 (Q-5 a Q- 10} entre taxa de
levaduras. En muchcs genéros, todas las especies tienen el mismo numero Q pero
la heterogenidad existe en generos tales como Pichia,Hansenula vy
Saccharomycopsis. Esto podria indicar que las especies atipicas estan
incorrectamente asignadas, y una comparacionde estas especies por otrastécnicas
moleculares tienen interesantes implicaciones filogenéticas (Kurtzman et al., 1983).

La composicion de bases del DNA, expresada como porcentajes molares de
guanina + citosina (G + C), es uno delos criterios moleculares tomados en cuenta
también para la clasificacion, ésla puede ser determinada a parlir de perfiles de
desnaturalizacion térmica, densidad de flotacidn en gradientes de sales de cesio,
generados por cromatografia liquida de alta presidn de nucleotidos o bases libres.
Este criterio puede ser utilizado en algunos casos enlos que se ha encontrado que
da informacion importante como en Debaryomyces hansenii y D. marama que tiene
un contenido de G + C de 39.0 y 39.1 molar % respectivamente, sin embargo
muestran sdlo un 8.4 % de complementariedad en secuencias de bases (Price et al,
1978). Esto parece indicar que un contenido molar similar de G + C, no implica
necesariamente una similitud enla secuencia de bases en ¢l DNA, y que porlo tanto
la delimitacion de especies involucra un conjunto de caracteristicas con igual
importancia en la sistematica de las levaduras (Kurtzman et al.,1983).

El problema de especies ha sido abordado con diferentes criterios en la
clasificacion de las levaduras del genéro Kiuyveromyces, 1al es el caso de Van der
Walt y Johannsen {1979) y Johannsen (1980) que estudiaron el problema de
clasificacién tomancio en cuenta las propiedades de hibridacion entre distintos
miembros de este género, esenclalmente homotadlico. Ellos compararon sus
resuitados con datos de relaciones de reasociacidn de DNAs obtenidos
anteriormente por Vaughan-Martini (1973) y Martini y Phaff (1973). Van der Walt y
Johannsen cruzaron cepas de levaduras auxotroficas obtenidas por mutagénesis
con N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina, en medios que promueven el crecimiento
de clonas recombinantes prototrdficas. Utilizando este metodo, observaron a pamr
de varias combinaciones, colonias prototroficas con una frecuencia de 10%a 108
Taxa con relaciones de DNA altas mostraron una frecuencia de recombmacnon
mayor, los que fueron cansiderados como cogspecies, pero en algunos casos taxa
con complementariedad de DNA baja también dieron un nimero considerable de
recombinantes. La falta de cruzas en generaciones sucesivas de la progenie ha
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~ hecho dificil la interpretacién de estos datos.(Johannsen, 1979, 1980; Kurtzman,
1983; Vaughan-Martini et al., 1987).

A lravés de diferentes estudios de comparaciones de similitud en la secuencla
del DNA entre diferentes especies analizadas se halogrado demostrar que especies
de algunas levaduras ascospordgenas son sindnimos de otras especies, o
representan estados imperfectos de hongos hifales (Kurtzman et al., 1983).

Andlisis de relaciones de otras macromoléculas, tales como las de DNA-DNA
o BNAr-DNA, han provisto sin embargo, un medio para determinar relaciones
filogenéticas distantes. Algurios genes divergen mas lentamente y la proporcion de
DNA gendmico que codifica para el RNAr esta altamente conservado. (Lachance,
1989; Sor y Fukuhara, 1989 Kurtzman y Robnett, 1991). Sin embargo, se ha
reportado que el DNA que codifica para ciertas enzimas tales como la glutamina
sintetasa y la superoxido dismutasa, auncue menos conservado que el que codifica
para el RNAr, presenta una tasa es atin menos divergente de lo que aparenta a partir
de comparaciones del DNA del genoma completo (Baumann y Baumann, 1978).
Los estudios inmunoldgicos de similitud de proteinas para levaduras son muy
dispersos y la informacién resultante es altamente dependiente de la clase de
protelnas estudiadas. Lachance y Phalf (1979) utilizaron exo-B-glucanasas para
especies de Kiuyveromyces pero encontraron que la enzima esta pobremente
conservada y las distancias inmunologicas entre la mayoria de las especies fue muy
grande para ser tomada en cuenta para determinar relaciones evolutivas en este
género.(Fuson, 1987; Kurtzman et al., 1983).

La electroforésis de aloenzimas representa otro medio de estimacién de la
diversidad molecular, y como en el caso de estudios inmunoldgicos de la presencia
y composicion de mananas, la resclucion depende del grado de conservacion de
la secuencia (Sidenbergy Lachance, 1986). La proporcion demutacicnes puntuales
que son electroforéticamente detectables es aproximadamente de 0.27 debido ala
redundancia del codigo genético y la gran proporcién de aminodcidos que son
eléctricamente neutros Vaughan-Martini etal., 1987). Lachance etal. emplearon esta
tecnologia para establecer relaciones taxonémicas en el género Kluyveromyces
(Lachance, 1987; Vaughan-Martini, 1987).

El andlisis del DNAmMt en la clarificacién de la situacion taxonomica de
organismos tales cormno hongos, levaduras y algunos grupos humanos, asf como e
estudio de su polimorfisimo ha sido recientemente utitizado. La comparacion de los
DNAmt de levaduras, por andlisis de restriccidn para propositos taxondmicos ha
sido demostrado repetidamente ( Reilly y Thomas, 1980; Faugeron y Goyon, 1985;
Coria et al, 1990; Cosson, 1973; Morimaoto y Rabinowitz, 1979; Picard-Pasquier et al
al., 1980; Takano et al. 1990), asi como su utilizacion con fines evolutives (Cann et
al, 1987; Hasegawa y Horal, 1991).
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Los anglisis del DNAm que tienen lugar en la sistemdtica de las levaduras nos
proporcionan informacién acerca del tamanio, orden y localizacion genética, asf
como también informacién a "grosso modo" de la conservacion de determinadas
secuencias, todo esto basado principaimente en la utilizacién de endonucleasas de
restriccion. Esta técnica solo es aplicable a organismos estrechamente
relacionados. Sdlo moléculas de DNA con baja complejidad en cuanto a tamarfio,
tales como plasmidos, genomas de virus, DNAmt, DNAr, DNA de cloroplastos o
DNA nuclear repetidos de baja complejidad (Clark-Walker, 1983 a; Coria et al., 1990).

McArthur y Clark Walker (1983) correlacionzron teleomorfos y anamarfos de
las levaduras Dekkera v.d. Walt y Brettanomyces Kuff. & V. Laer. Estos analisis son
suficlentemente sensibles para detectar divergencia en las secuencias alin en
genomas de individuos de la misma especie. Este polimorfismo substancial ha sido
reportado ademas de en levaduras en individuos humanos y ratas; con la
elaboracién de mapas fisicos de los genomas mitocorn~’-iales ademas de similitudes
encontradas en los genomas hasta la fecha estudiados, se han encontrado
marcadas diferencias en cientas regiones del DNA ( Brown, 1980; Tzagoloff, 1982).
Kozlowski y Stepien (1982) investigaron las similitudes del DNAmt de diferentes
especies de Aspergillus y construyeran un arbol fitético hipotético a partir de los
datos de restriccion.

Estos estudios no representan un criterio Gnico a tomar en cuenta para la
sistemnatica de las levaduras, como ya se ha mencionado con anterioridad existen
varlos puntos de apoyo en esta area del conocimiento, y que deben ser
cuidadosamente utilizados en el momento de clasificar a estos organismos. Los
criterios anteriormente mencionados, contribuyen en gran manera a conocer
diversos aspectos dentro de los ciclos de vida, morfologia, bioguimica y
perpetuacion de las levaduras, es decir, aumentan el acervo de conocimientos de
organismos eucariontes, y donde muchos de estos aspectos pueden ser Gtiles para
entender algunos procesos lievados a cabo en otros arganismos.
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2.0BJETIVOS:

En base a resultados encontrados en el laboratorio sobre polimorfismo del
DNAmt en cepas de Kluyveromyces lactis v estudios de otros investigadores sobre
el DNAmt de levaduras, el presente trabajo se eniocd a abordar el estudio del
polimorfismo del DNAmt y algunos otros aspectos relacionados con ia fisiclogfa de
cepas aisladas independientemente de la levadura K. marxianus var. marxianus,
para lo cual se plantearon los siguientes objetivos:

2.1 Analizar morfolégicamente las cepas cormprendidas en este estudio.

2.2 Estudiar los espectros diferenciales de absorcidn de citocromos tanto de
las cepas analizadas como de sus mitocondrias purificadas.

2.3 Extraer y purificar el DNAmt de los cinco aislados de K. marxianius var.
marxianus, para realizar andlisis de restriccion.

2.4 Elaborar mapas fisicos de restriccién de los genomas mitocondriales
analizados.

2.5 Realizar pruebas de hibridacion con sondas heterdlogas para localizar
probables secuencias genémicas que codifiquen para el apocitocromo b, los RNAs
ribosomicos 158 y 218 y las subunidades 6 y 9 de la ATPasa mitocondrial,
secuencias que se sabe estdn conservadas en tedos los DNAmt estudlados hasta
la fecha .

2.6 Comparar los resultados obtenidos en el presente estudio conloslogrados
en estudios realizados en el laboratorio con otras especies de Kluyveromyces para
ayudar a establecer relaciones taxondmicas entre las cepas estudiadas.
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1°Cepas.

Las cepas de Kluyveromycés utilizadas en este trabajo fueron las siguientes:

CEPA No. CLASIFICACION. ~ ORIGEN

K. marxianus var. marxianus 1.B. Fermentado de masa de malz

con biigaros

K. marxianus var. margianus L-836"* Aislado de yogurt
NRAL-1195

K. marxianus var. marxianus 1-837 Desconocido
NRRL Y1109
ATCC-8554
CBS-5795
UCD-5561

K. marxiaqus var, marsianus L-670 Desconocido

K. marrianus var, maryianus NRRL Y-8281
cBS-712

K. lactis L-6es Mutante auxétrofa

His™ do NRRL Y-1140

* Cepa donada por la Dra. Patricia Lappe.Coleccién del Instituto de Biologfa.
UNAM. México.

** Cepas donadas por la Dra. Jovita Martinez. Coleccion del CINVESTAV,
Unidad Zacatenco. México.

*** Cepa donada por el Dr. C.P. Kurtzman. Coleccién Northern Regional
Research Center (NRRL). illinois. USA.

**x* Cepa donada por el Prof. James R. Matton
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3.2 Medios de Cultivo ;

Los medics de cultivo fueron los siguientes:

Medio Luria Bertani {LB): i

Cloruro de Sodio 1 % R s N

Extracto de levadura 0.5 % . "

Bactotriptona 1 %

Medio LB con ampicilina: :

Lleva fo mismo que el medio anterior mas Ampicilina 70 g/ml

Medio YPD:

Extracto de levadura 1 %

Peptona de gelatina 1 %

Dextrosa 2 %

Medio de Extracto de Malta:

Extracto de maltas %

Agar3 % . )

En los casos en que se utilizé medio sélido como YPD y LB se anadid agar al
2 % a cada uno de los mismos.

3.3 Andlisis morfoldgico de las ascosporas.

Las cepas frescas se purificaron por estriacion en medio YPD sdlido para aislar
colonias individuales.

Unavez purificadas, las cepas fueron sembradas en mediode estracto de malta,
el cual favorece la esporulacidn. Diariamente se realizaron observaciones al
microscopio en el sistema de iluminacién de contraste de fases, para registrar la
formacién y morfologia de las ascosporas.
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3.4 Curvas de Crecimiento y Tiempos Medios Generacionales.

Unavezcrecidas y purificadas las cepas en medio sdlidode YPD,se prepararon
diluciones en agua destilada estéril de cada cepa,paraposteriormente inocular 1
x106 células enmatraces nefelométricos conteniendo medio YPD. Se incubaron a
30C con agitacion constante, y para determinar el crecimiento celular se midié la
turbidez cada 30 minutos en Fotocalorimeétro de Klett utilizando el filtro rojo (600
nim).Los registros se realizaron hasta alcanzar la fase exponencial.El tiempo medio
generacional se calould a partir de los datos obtenidos con las curvas de
crecimiento.

3.5 Espectros de Citocromos

Para analizar las posibles diferencias espectrales entre las cepas estudiadas
se realizaron espectros diferenciales de absorcidn de los citocromos a temperatura
ambiente.

Para esto se analizaron los espectros absolutos (reducido menos oxidado)
tanto de mitocondrias como de células completas crecidas hasta la fase exponencial
temprana (aproximadamente 18 h) Para el andlisis de células completas se
utilizaron aproxlmadamentc 0.75 x 107 células/m por cepa, resuspendidas en KHz2
POas-glicerol al 30%, se utitizd como blanco para igualar la basatl y obtener los
espectros absolutos leche descremada al 10%, raduciéndo con Nag8204 en exceso.
Los espectros se realizaron en un espectrofotémetro de doble rayo U.V.-Vis.
SLM-Aminco DW-2000.

Para obtener los espectros mitocondriales, primero se
cuantificaronlasproteinas mitocondriales totales porun método modificado de
Lowry (Well, 1978). Sa utilizaron 4mg/ml de protelna mitocondrial resuspendida en
KH2PO4 oxidandose totalmente con 1mM de ferricianuro de potasio, y
posteriormente se redujo con NazS204 para oblener los espectros diferenciales
absolutes.El anadlisis espectral se realizd en un espectrofotdmetro de doble rayo.

3.6 Purificacion del DNA mitocondrial.

El método de purificacion utilizado en el presente trabajo se detalla a
continuacion, como una modificacion al descrito por Hudspeth et ai., 1980,

Se crecieron las cepas en medio YPD a 30°C con agitacion constante, hasta
la fase estacionaria temprana de crecimiento (aproximadamente 18 hs.). Las células
se colectaron por centrifugacion a 1240 x g durante 5 min. enrotor GSA en centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5R, se lavaron dos veces con agua destilada y una vez mas
con Sorbitol 1.2M frio.
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Posteriormente las células fueron resuspendidas en 3 volumenes equivalentes
a su peso de una solucién amo:iiguddora de digestion, que contenia sorbitol 1.2
M,EDTA 1mM, NaH2PO4 75 mi, B-Mercaptoetanol0.35M,més 1-2 mg de zimoliasa/g
de células y se incubd a 35C con agitacién lenta. Cada 15 min. se hacfan
observaciones al microscopio en contraste de fases de muestras diluidas en agua
destilada para observar la formacidn de protoplastos {células en las que se ha
digerido parcialmente la pared celular). La aparicién del 80 a 90% de células rotas
fue a los 45-50 min. dependiendo de fa cepa. Los protoplastos fueron lavados con
dos volumenes de Sorbitol 1.2 M con centrifugaciones a 1240 x g por 5
min.Posteriormente se procedié a homogeneizar en 75 ml de una solucién
amortiguadora de Tris-HCI 0.06 M pH 7.5, Sorbitol 0.6 M, EDTA 1mM y BSA 0.1%
por un min en licuadora a la maxima velocidad, manteniendose después a -20°C
por 3 min.,este procedimianto serepitid dos veces mds, constatando al microscopio
en contraste de fases la ruptura de las células. Ei homogenado se centrifugd a 770
X g por 10 min, se guardd en fric el socbrenadante y el precipitado fue nuevamente
homogenado y centrifugado.

De los sobrenadantes obtenidos se purificaron las mitocondrias realizando
centrifugaciones alternadas a baja y alta velocidad 770 y 30 900 x g respectivamente,
en rotor SS34. En las centrifugaciones de baja velocidad se eliminaban
principalmente restos de pared celular y células completas quedando en el
sobrenadante las mitocondrias y otros organelos. En las centrifugaciones de alta
velocidad se recuperaban las mitocondrias, eliminando en el sobrenadante
microsomas y otros contaminantes; la pastilla obtenida en las centrifugaciones de
alta velocidad era resuspendida en una solucién de Sorbitol 0.9 M, Tris-HC! 10mM
pH 8.0y EDTA 1mM.

3.7 Obtencidn del DNAmt en gradiente de cloruro de cesio.

ElI DNAmt puede ser purificado convenientemente en gradientes de densidad
de CsCl en donde forma una banda aparte del DNA nuclear . La luz ultravioleta
incrementa la fluorescencia de colorantes tales como la bisbenzimida y el bromuro
de etidio (EtBr), cuando se intercalan entre las bases del DNA de doble cadena,
haciéndolo visible en el gradiente; por lo que se procedio a obtener el DNA en base
a lo anterior.

Las mitocondrias obtenidas fueronlisadas en una solucién amortiguadora que
contenia Sarcosil al 2%, Tris-HCI 0.1 M pH 8.0, NaCl 0.1 M y EDTA 10mi,
posteriormente se disolvieron 5.91 g de CsCl/ en 5 ml de esta solucién y se
mantuvieron a 4°C toda la noche. Esta solucién se centrifugé a 27 000 x g por 30
min para eliminar la nata proteica formada;se ajusto el indice de refraccidn a 1.3945-
1.3965 dependiendo de la cepay se afladié bisbenzimida (200g/mi) como colorante.

Las muestras fueron centrifugadas a 144 793 x g durante 16 hs. en el rotor
vertical 65.1 VTi en una ultracentrifuga preparativa Beckman L-60. Al terminar de
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correr el gradiente las bandas del DNA fueron visualizadas iluminando con luz UV
de onda larga {(312nm), se extrajo la banda correspondiente al DNAmt (banda
superior, en caso de que se hubieran formado mas bandas correspondientes a DNA
nuclear, RNA etc.) y el colorante fue eliminado con alcohol iscamilico saturado con
TE 1X ( Tris-HCI 10mM pH 7.5, EDTA 1 mM) y CsCl. Posteriormente la muestra se
diluyé con dos voittimenes de la solucién TE 1X y este volumen final se diluyé con
tres volimenes de etanol absoluto y se mantuvo a -20 °C durante 2 hs. Se centrifugd
a 20 200 x g durante 20 min. El precipitado fue resuspendido en 300 | de TE 1X, el
DNA se precipitd afadiendo 3 volumenes de etanol absoluto y 0.1 volumenes de
acetato de scdio 3 M e incubando 30 min. a -70°C.

El DNA se recupero centrifugando en frio10 min en microfuga y el precipitado
se lavé con etanol al 70% para eliminar el exceso de acetato de sodio. Se secd la
muestra en una microfuga "Speed vac Concentrator* Savant y se resuspendiden la
soluciéon TE 1X.

Para verificar que el DNA estaba en buenas condiciones, una alicuota de la
muestra era sometida a electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% a 80 volits, Si el
DNA estaba contaminado con RNA se daba un tratamiento con 5-10 ul (10mg/mi)
de RNAasa A y se incubaba a 37°C durante 30 min. La RNAasa era extraida
posteriormente con un tratamiento de fenol-cloroformo. EI DNA se recupero como
ya se ha indicado anteriormente.

3.8 Analisis de restriccidn de los DNAs mitocondriales.

Los DNAs mitocondriales fuerdn cortados con endonucleasas de restriccion
de tipo !, las cuales reconocen secuencias palindrémicas de 4 a 8 pares de bases.
Las enzimas utilizadas en este trabajo se enlistan a continuacién.
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ENZIMA g

DE RESTRICCION 10 X

SOLUCION AMORTIGUADORA

Cial

Hap 1l

Eco RV, Hae Il Hha I,

Hind HI, Pstl, Sst I,
Xba .

Bgl ll, Eco R, Nsi I,
Miu L

Hinc I, Kpn |, Spe I,

Pvu Il, Sca l,

Sal I

Trig-HCI (pH 8.0) 50 mhd
MgClz 10 mM

Tris-HCI {pH 7.8) 25 mM
MgClz 10mM

BSA 100 g/ml

DTT 1mM

Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM
tgClz 10 mM
NaCl 50 mM

Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM
MgClza 10 mM
NaCl 100 mM

Tris-HCI (pH 7.4) 20 mM
MgClz 5 mM
KCl 50 mM

Tris-HG! (pH 7.4) 50 mM
MgCl2 6 mM

KC! 50 mM

NaCl 50 mM

Tris-HCI (pH 7.6) 100 mM
MgClz 10 mM

Para realizar las digestiones se siguieron las recomendaciones de las casas

comerciales (BRL o 1BI) dependiendo de la enzima de que se tratara, Las digestiones
se llevaron a cabo en un volumen final de 10 ul, esto es,

1 ul de DNAmMt*
1 ul de Amortiguador de restriccion
0.5 ul de Enzima

7.5 ul de Agua desionizada estéril

* El volumen fue variable dependiendo de la concentracion del DNA.
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Para las digestiones con la enzima Eco Rl se agreg6 1 ul de espermidina (4
mg/mi), ya que los patrones de digestion con esta enzima eran poco definides. En
todos los casos la temperatura de reaccion fue de 37°C. Las digestiones se
detuvieron agregando una solucion que contenia Ficoll al 35 %,5DS 0.5%,azulde
bromofenol 0.1 % y xilencianol 0.1 %.

Se realizaron digestiones sencillas, dobles y triples, para locual primero se
incubaba durante 2 hs el DNA con la enzima que tuvieraun menor requerimiento de
sales, y las siguientes enzimas eran adicionadas dependiendo de la concentracién
de sales recomendada, as/ mismo se agregaba la sal requerida para cada enzima
y nuevamente se incubaba a la temperatura senalada durante el mismo tiempo.

Los fragmentos generados al digerir el DNAmt se separaron por electroforesis |
en geles de agarosa en base a sutamano; si se trataba de fragmentos de 1 a 8 Kb,
la concentracion del gel era de 0.8% , en agarosa al 1 % silos fragmentos a resolver
eran menores de 1 Kb y en agarosa al 0.4 % en el caso de fragmentos mayores de
10 Kb. Las electroforesis eran llevadas a cabo en geles horizontales sumergidos en
la solucion amortiguadora TBE 1X (Tris-HC! 0.089 M pH8, Ac. bérico 0.089 My EDTA
0.002 M) a 80 volts. Los geles se tiferon en una solucién de EtBr (0.5ug/ml) y en la
mayoria de los casos fueron tomadas fotografias de 10s geles con pelicula o con
camara Polaroid, utilizando filtro color naranja.

El analisis de los fragmentos se realizé por el mélodo de los algoritmos
propuesto por Fitsch (1985), el cual concuerda con lo que propone Lewin, (1988).

3.9 Hibridacion.

La hibridacion en este caso se realiza tomando en cuenta algunas
caracteristicas reportadas, tales comoe que en levaduras incluso de especies poco
emparentadas, parece haber un alto grado de similitud en la secuencia de genes
mitocondriales. Porlo tanto genes especificos aislados del DNAmt Saccharomyces
cerevisiae proveniente por lo general de mutantes mitocondriales (petite), son
usados como monitores de hibridacidn para detectar y localizar los genes
equivalentes en otros genomas mitocondriales. Estas sondas son también de
utiidad en la elaboracién de los mapas de restriccion.

Los experimentos de hibridacion constan de 4 etapas principales:
- Purificacion y marcaje del monitor.

- Transferencia del DNA a una membrana de nylon.

- Prehibridacion e Hibridacion.

- Desarrollo de color para la visualizacion de la hibridacion.
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3.9.1 Purificacidén y marcaje del monitor o sonda.

Los fragmentos utilizados como sondas, los plasmidos de donde se
obtuvieron, y los organismos de los cual derivan se muestran en la Tabla .

A partir de los plasmidos recombinantes que contenian las secuencias que se
utilizaron como sondas, se obtuvieron estas de la siguiente manera:

- Se cortd el plasmido con las endonucleasas que generaran el fragmento que
contiene la secuencia requerida .

- El fragmento se separod por electroforesis en agarosa, para posteriormente
electroeluirlo* y precipitarlo para poder recuperario.

- El fragmento fue marcado por el método de “Nick-Translation" con derivados
biotinilados, con un sistema de deteccién de &cidos nuclelcos no radioactivo
"BluGene" de Bethesda Research Laboratories (BRL), en el cual se utilizé como
desoxinucledtido biotinilado dUTP y posteriormente dATP. El procedimiento de
marcaje se indica a continuacion :

* El método de electroelucion se detallard mas adelante.

Se mezclaron aproximadamente 1ug del DNA del fragmento, 1 ul de NaCl 0.5
M, 5 | de una mezcla de nucledtidos la cual no contenia uridina, 2.5 | de dUTP
biotinilado (200 pg/ml), y 31.5 ul de agua destilada estéril, se mezl6 todo
perfectamente.

Posteriormente se anadieron 5 ul de una solucién que contenfa DNA
polimerasa y DMNAasa, se mezcld suavemente y se incubd la mezcla a 15C durante
80 min. La reaccidn se detuvo agragando 5 ul de una solucion de EDTA 300 mM. El
fragmento marcado fue precipitado con etanol, secado y resuspendido en la
solucion TE X,
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TABLA |- Sondas moleculares
' < “Tamafio de Ja sonda

. . obtenida del
Locus Plasmido -.Origen® - pldsmido (Kb) Descripeion
oli1 pMZ;oIir1 o Sc fS460-A3 Y Fragmento Pal t

\met'p" O . clonado en el sitio
SR EcoRV de pBR329,

g obtenido por digestién

aliz pLO-4- 1.0 Fragmento Hap |l ¢lo-

) nado en [os sitios

Hind lll-Nhe | de

pBR322,

1.0 Fragmento Hae liI-
Hae il clonade en
pTZ18-R

"I WMa7
* (a, hig) *

citb pWMa7-10H

S-RANA PES-155 ScDS80. .12 Fragmento Hapll clo-
( ,met PR nado en el siticEco RV
de pBR322.

L-rRNA pKLM-15/4 K.L.WM37 35 Fragmento Rind ll-
{a, his’) Hpa | clcnado en los
sitios Hind ll-Sma |
de pT218R.

Abreviaturas usadas: S.c. S.cerevisiae; Kl K.lactis

Las cepas mutantes DS 400-A3, DS14 y DS80 de S.cerevisiae fueron donadas
por el Dr. A, Tzagoloff. El pladsmido recombinante pKLM- 15/4 fue donado por el Dr.
H. Fukuhara.

Los plasmidos a partir de los cuales se obtuvieron las sondas, se verificaron
primero mediante una minipreparacién (STET), que se describe a continuacion.

Se crece la cepa en medio de LB més ampicilina por 24 ha 37C. Se colectan
las células con un palillo y se resuspenden en 350u | de STET (Sacarosa 8.0 %, tritdn
X 100 al 5.0 95, EDTA 50 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8.0) en un tubo Eppendorf de 1.5
mi utilizando vortex. Se anaden 30 ul de STET fisozima (10 mg/m! de lisozima en la
sol. STET) y se mantienen en bafo de ebullicion por 5 min. Se centrifugé en una
microfuga en fric por 10 min, el precipitado es eliminado con un palillo estéril. Se
adiciona al sobrenadante 350 ui de isopropanol, se mazcla lentamente por inversién
y se congeld a -70°C por 15 min. Posleriormente, se certrifuga en frio durante 10
mina 15 400 X g desechando en esta ocasion cuidadosamente el sobrenadante, se

ESTa TrSs ¥ DEET
r . - . -
BE EA Gigiaisieer 20
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afaden entonces 200 ul de TE 1X para resuspender el precipitado. Se agregan 600
ulde una solucién etancl-acetato de sodio (50 mi de etancl absoluto y8 ml de acetato
de sodio 3 M), mezclando perfectamente y manteniendo a -70°C durante 15 min.
Se centrifugd nuevamente enfrio por 10 min, eliminandose posteriormente el etanol.
Se lava con etano! al 70 %, se seca y se resupende finalmente en TE 1X,

En un gel de agarosa al 1 % secarrenalicuotasdel plasmido digerido y sin
digerir, constatando de esta manera, que el plasmido lleva el fragmento de interés.

Una vez que se comprueba la existencia del pldsmido, se procede a reallzar
una preparacion de DNA a mayor escala. La Melton DNA midiprep, constituyd una
buena opcidn, ya que proporciona una buena cantidad de DNA y con muy poca
contaminacién de RNA.

La Melton prep consiste en lo siguiente: Se promueve el crecimiento de las
células en medio sdlide de LB con ampicilina durante 24 h a 37°C. Se inoculan
matraces nefelométricos con 25 mi de medio de LB con ampicilina y se crecentoda
la noche con aereacion vigorosa a 37°C.

Las células se colectan por centrifugacién por 10 min a 3 020 X g, se decanta
el sobrenadantey el precipitado se resuspende en 5 mlde NaCl 10 mM. Se centrifuga
nuavamente a 3 020 x g durante 10 min.

El precipitado se resuspende en 0.6 ml de una solucion Tris-HCi 25 mM pH 8.0,
EDTA 10 mM, sacarosa al 15 % y lisozima 2 mg/ml,y se incuba en hielo por 20 min.
Después se afaden 1.2 ml de una solucion NaOH 0.2 My SDS 1 %, se mezcla e
incuba en hiele por 10 min. Se afiaden 0.75 m! de una solucién acetato de sodio 3
M pH 4.8 v nuevamente se incuba en hielo por 10 min. Se centrifuga a 27 000 x g
durante 15 min y al precipitado se le agregan 10 ul de BNAasa A (10 mg/ml),
incubéndose a 37°C durante 20 min. Se exiraen las proteinas con una mezcia a
partes iguzles de tratamiento fenol:cloroformo; se centrifuga durante 5 min a 3 020
X g para separar fases. El DNA recuperado se precipita con dos voltimenes de etanol
absoluto a temperatura ambiente por lo menos durante 2 min. El precipitado se
colecta por centrifugacion a 8 700 x g por 10 min, se lava con etanol al 70 %y se
seca en vacio.

EI DNA se resuspende en 160 ul de agua vy se transfiere a un tubo Eppendorf
de 1.5 ml, donde se le agrega 40 ul de NaCl 4 M. Se mezcla por Inversidn
anadiéndose posteriormente 200 ul de PEG.8 000 al 13 %, se mez¢la nuevamente
dejandose en hielo 1 h. Se colectd el DNA por centrifugacion en microfuga a 15400
x g por 10 min. Se elimina totalmente el PEG ya que éste puede inhibir
posteriormente algunas de las enziinas a utilizar.

El DNA precipitado se lava nuevamente con etanol al 70 9%, se seca al vacio y
se resuspende en 50 ul de TE 1X.
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El DNA obtenido de esta preparacién fue cortado con las respectivas
endonucleasas de restricidon dependiendo del plasmido de que se tratara, para
postericrmente electroeluir el fragmento que se utilizaria como sonda.

La electroelucién consistig en lo sigulente:

En un gel de agarosa al 1 % tedido con ELBr, se corria el DNA del plasmido
(segtin el fragmento de la sonda que se queria obtener) digerido previamente, junto
con un marcador de peso molecular. En casi todos los casos se utilizé ef DNA del
fago lambda cortado con Hind ill y Eco RI.

Una vez separadas suficientemente las bandas generadas por la digestion, se
detuvo la corrida por unos min para realizar un corte delante de la banda que nos
interesaba, y en esa ranurase introduce una tira de papel filtro 3 MM junto con una
tira de bolsa de didlisis de 6 mm, se inicié nuevamente la corrida hasta que la banda
o fragmento de interés quedara absorbida en el pape! filtro, esto se verifica
fluminando con luz U.V. al gel y al filtro.

El fiitro que contenfa el DNA se coloca dentro de un tubo Eppendorf de 6.5 ml
agujerado en el fondo, el cual a su vez se encontraba dentro de otro tubo Eppendorf
de 1.5 ml; se centrifuga por 30 segundos vy se conserva el sobrenadante en otro tubo
Eppendorf. Se lava el filtro con 100 | de TE 1X y se centrifuga nuevamente por 30
seg., guardandose el sobrenadante con el anterior, iinalmente se lava el filtro con
50 ul de TE centrifugandose ahora en frio por 2 min. Se toma el resto del
sobrenadante, para ahora todo junto precipitarlo con 3 voliumenes de etanol
absoluto y 0.1 voliimenes de acetato de sodio 3 M, y de esta manera obtener et DNA
como ya se ha mencionado anteriormente.

3.9.2 Transferencia del DNA a una membrana de nylon.

El DNAfue digerido conuna o mas enzimas, ylos fragmentos fueron separados
por electoforesis en agarosa, el gel fue fotografiado. Posteriormente el DNA fue
desnaturalizado " in situ* manteniendolo por una hora en una sclucién de NaOiH 0.5
M y NaCl 1.5 M con agitacion constante y suave a temperatura ambiente.
Inmediatamente se neutralizé con una solucion de Tris-HCl 1 M pH 8.0 y NaCl 1.5
M con agitacién constlanie y suave a temperatura ambiente, durante una hora. El
dispositivo de transferencia se muestra en la Fig. 3.1
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Fig. 3.1 Dispositive de transferencia tlpo “Southern™.

El gel se coloco sobre el puente de papel filtro 3 MM, tiras de parafilm fueron
colocadas rodeando el gel para evitar un corto circuito por contacto de fa membrana
de nylon, los filtros 3 MM y/o las toallitas absorbente (Maniatis et al., 1982).

La transferencia se llevaba a cabo toda la noche. Después de la transferencia,
el filtro se lavaba en una solucién SSC 6X (preparada como una dilucion a partir de
una solucion SSC 20X, NaCl 3 M y citrato de sodio 0.3 M) durante 5 min, se dejaba
secar a temperatura ambiente y se horneaba a 80C por dos horas para fijar el DNA
ala membrana de nylon.

3.9.3. Hibridacion.
La hibridacién esencialmente se realizé en tres etapas, pre-hibridacién,

hibridacién y lavados posthibridacionales.

La prehibridacion consistid en fa incubacion de la membrana de nylon dentro
de una bolsa de plastico sellada con una soluciénilamada de prehibridacion, la cuat
esta compuesta de lo siguiente:

Solucién: SSC 6X
Denhardt 5X *
SDS 0.2 %
Tris-HCI 20 mM pH 8.0
EDTA 2 mM
H20 desionizada estéril
DNAtt **
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* Esta solucidon se prepard como dilucion a partir de una solucion Denhardt
50X : Ficoll 1 %, Poliviniipirrolidona 1 %, Albumina sérica bovina 1% .

** El DNAtt , es el blogueador de la membrana de nylén, evitando asi

hibridacién inespecifica. Se prepard una solucidn de DNALL (DNA detimo de ternera)
de 10mg/ml, se disolvié por agitacién en un vortex y se mantuvo toda la noche en
frio para terminar de disolver. La solucion se sonicé en frio hasta que disminuyera
su viscosidad. Se extrajo con un volumen igual de fenol neutratizado con
amortiguador de tetraborato de sodio 20 mM agitando y centrifugando a 12 100 x
g por 10 min. EI DNA se precipitd con dos volumenes de etanol absoluto, se lavo
conetanol al 70 %, se secd y se resuspendid enla mitad del volumen original. (Dillon,
et al., 1985; Howley et al., 1979},

Posteriormente se midié la absorbancia de la muestra en un espectrofctometro
a 280 nm, para ajustar su concentracion final a 10mg/ml. Antes de agregar el DNAct
ala solucién de hibridacion se mantuvo en bano de ebullicién por 10 min y se enfrié
inmediatamente 5 min en hielo.

La prehibridacién se flevd a cabo incubando a 65°C durante 4 hs, al termino
de las cuales fug drenada la solucién de prehibridacién de la bolsa e intercambiada
por la solucidon de hibridacién, la cual contenia ademds de la solucidn de
prehibridacion la sonda biotinilada, diluida 1:200, calentacda a ebullicion 10 min y
enfriada inmediatamente § min en hielo. La hibridacion se realizé durante toda la
noche incubando a 65°C con agitacion suave.

Un punto muy importante durante la hibridacidon son los lavados
posthibridacionales, conlos cuales se eliminala marca no unida al DNA y se asegura
que solo haya quedado unida la sonda utilizada (Hoviley et al., 1979; Freifelder,
1985).

Los lavados posthibridacionales se realizan tomando en cuenta las
caracteristicas fisicoquimicas del DNA, esto es, al someter a altas temperaturas al
DNA este tiende a desnaturalizarse, separdndose las cadenas, y permitiéndose de
esta manera el reconocimiento entre DNAmt vy sonda, la cual esta también como
DNA de cadena sencilla. Cuando se utilizan altas concentraciones de NaCl (mayores
de 0.5 M) aumenta la fuerza idnica, estabilizando la doble cadena y por consiguiente
aumentando la temperatura de fusién (Tm), y favoreclendo la unién de los DNAs
heterdlogos (Freifelder, 1985; Lewin, 1987 ).

Para las sondas utilizadas en este trabajlo se tomaron dos condiciones de
lavado, una llamada de "alta astringencia’ o “muy estricta", la cual se utilizé con
bastante eficiencia para las sondas de apocitocromo b, subunidades ribosomales
grande (21 8) y pequeia (15 S}, asi como tarmbién para la subunidad 9 de la ATPasa
(oli 1). Las condiciones de lavado en este caso fueron las siguientes:
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El filtro era lavado por 30 min en una solucion de SSC 6X y SDSal 0.1 %,con
agitacion suave a temperatura ambiente. Posterlormente se drenaba la solucién de
lavado, y se lavaba nuevamente, sélo que ahora se incubaba e! filtro a 57°C por una
hora con agitacion lenta en la misma solucion.

La segunda condiicidn utilizada fue una de'regular astringencia®, en la que las
condiciones de lavado fueron menos drasticas, vy fué utilizada para la sonda de la
subunidad 6 de la ATPasa (oli 2), la cual no mostraba hibridacion conlas condiciones
anteriores de lavado. En este caso se realizaron tres lavadcs, cada uno de 10 min
a temperatura ambiente en la misma solucion mencionada $SC 6X y SDS 0.1 %.

Después de los lavados el procedimiento a seguir fué el mismo en ambos
casos.

3.9.4. Revelado de la hibridacién
Para el revelado del filtro se usaron los reactivas del equipo de BluGene de BRL

mencionado anteriormente:

- Conjugado estreplavidina-fosfatasa alcalina (SA-AP) 1 mg/ml en NaCl 3 M,
MgClz 1 mM, ZnCl2 0.1 miv, Trietanolarnina 30 mM pH 7.6.

- Nitroazul de tetrazolio (NBT) 75 rng/mi en dimetilformamida al 70 26.
- 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) 50 mg/mi en dimetilformamida.

Antes de comenzar con el revelado se prepararon los amortiguadores
recomendados para este sistema de deteccidn:

Sol. 1 : Tris-HCI 0.1 M pH 7.5 y NaCi 0.15 M

Sol. 2: BSA al 3 % en la solucidén 1.

8ol. 3 : Tris-HCI 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1 My MgCl2 50 mM
Sol. 8SC 20X : NaCl 3 M, citrato de sodio 0.3 M.

Sol. 8DS 5 %.

Al terminar los lavados, el filtro se mantuvo en la solucién 1 por um min a
temperatura ambiente. Se decanto la solucion y el filtro se incubd con la solucion 2
en una bolsa de hibridacién por 1 h a 65°C. Antes de terminar el tiempo de
incubacidn con la solucidn 2, se preparod una solucion del conjugado SA-AP diluido
1:100 en la solucion 1. Al terminar fa incubacién el fiitro se incubdé 10 min con
agitacion lenta a temperatura ambiente con la solucidn del cenjugado; se decantd
la solucion y se lavd el filtro en la solucion 1 en un volumen 20 a 40 veces mayor
que el usada cn la dilucibn de SA-AP, con agitacién lenta durante 15 min. Se repitid
el lavado y se lavé por dliimo por 10 min en la solucidn 3 a temperatura ambiente.
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En el momento de terminar los lavados, se prepard la solucion de coloracién.
A 7.5 ml de la solucion 3 contenida en un tubyo de polipropileno se le afadieron 33!
de NBT y 251 de BCIP, se mezcld por inversion lentamente. El filtro se incubd en la
solucion anterior manteniéndose en obscuridad hasta que se diera la reaccion de
color, esto sucedia entre 30 mina 3 h.

Una vez dada la reaccidn de color, ésta se interrumpia lavando el filtro en una
solucién de Tris-HCI 20 mM pH 7.5 y EDTA 0.5 mM por un par de min, se dejaba
secar a temperatura ambiente y finalmente se horneaba dos min a 80°C. En la Fig.
3.2 se presenta un esquema que representa los diferentes pasos llevados a cabo
durante el Southern blot y la hibridacion

Fitro da nyton

DNA do cadens

senclila iInmooikzado

Gonjugad Jsa-nr

!

Foalatasa sleatina-estroptadding

Fig. 3.2 Esquema generul de las teenicas de Transferencia ¢ Hinridacion, utilizando
derivados blotinilados.
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4.RESULTADOS YDISCUSION.

4.1 Anélisis morfolégico de las ascosporas

Como punto de partida para establecer las diferencias y similitudes entre las
cepas estudiadas, fue necesario conocer aspectos relacionados con sumorfologfa,
como lo fue en este caso el andlisis de las esporas.

La clasificacion de Kiuyveromyes marxianus var. marianus estd basada
inicialmente en la clasificacion del género, a través de descripciones morfolégicas
tanto de las células como de las esporas, asf como de los patrones de fermentacién
yasimilacion de azucares; también son tomadas en cuentala no utilizacién de nitrato
como fuente de nitrdgeno, los requerimientos vitdminicos y el sistema de coenzima
Q-6 presente, entre otras (Lachance, 1989, Sidenberg, 1987).

Kluyveromyces marxianus var. marxianus se caracteriza por presentar : células
vegetativas esferoidales, ovoides, de cilindricas a clongadas que s reproducen por
gemacion. Presentan ascas conjugadas, tetraesporadas. Las ascosporas muestran
forma reniforme, y tienden a aglutinarse después de la liberacion ( Van der Waals et
al., 1934).

Los patrones de fermentacion y asimilacion de azlGcares de esta levadura se
presentan a continuacion:

Fermentacién:

Glucosa + Lactosa v

Galactosa  + Rafinosa +

Sacarosa + Inulina +
Maltosa -

Asimilacién de componentes de carbono:

Galactosa + Ratinosa + Eritriol -
Sacarosa + Almidén soluble - Ribitol +
Maltosa - D-Xilosa + D-Manitol +
Celobiosa + L-Arabinosa + Ac. succinico  +
Trehalosa - D-Ribosa v Ac. cftrico v
Lactosa + 6! L-Rhamnosa - . Inosilol -

|= ligera; v= variable.
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La esporulacion constituye uno de los: procesocs que son ilevados a cabo
durante la fase meidtica del ciclo de vida de una levadura. La esporulacion
generalmente requiere la presencia de ambos alelos de los factores de
compatibilidad MATa- y Mat- . (Esposito, 1981)

Este fendbmeno ocurre con la deprivacion de fuentes de nitrégeno o carbono,
o en presencia de fuentas de carbono nc [crmentables, asf como también con
camblos notables en la temperatura optima de crecimiento para cada cepa. Las
condiciones para la esporulacién en levaduras son similares a las requeridas para
la formacian de esporas en bacterias (Esposhio, 1981).

Estudios sobre la melosis y formacion de esporas constituyen un punio de
apoyo para diversos tipos de andlisis, como: 1) La determinacion de eventos
genéticas, bioquimicos y moriogenéticos que ocurren en células silvestres durante
la esporulacién; (2) identificacidn de genes que son indispensables para la
esporulacion y los papeles de las funcicnes meidticas en otros procesos celulares;
(3) distincidn entre los eventos que son necesarios tanto para la esporulacién como
para la no esporulacion, entre otros.(Roman, 1931).

Durante el crecimiento de las cepas en extracto de malta se registré lo
siguiente:

las cepas I.B. y L-836 presentaron células elipsoidales de tamafo bastanie similar
(ver fig.4.4.1), y a partir de las 24 h se observd la formacion de pseudomicelio. La
esporulacion se observé al cabo de las 48 h, observandose ascas con tétradas de
esporas reniformas aun dentrode ta céiula, asi como también se observarcn esporas
liberadas.

Enla cepa L-670 se nctd inicialmente que se trataba de células mas pequenas,
con gemacién muitiple en los extremoes de la célula (gemacién polar). En este caso
también se registrd la formacion de pseudomicelio, y la esporulacion también se
observo a partir de las 48 h. Las esporas en esta cepa, se encontraron totalmente
liberadas, es decir, no pudieron observarse esporas dentro de las ascas, sélo en
algunos casos deniro del pseudomicelio se encontraron agrupamientos lineales de
cualro esporas ( ver Fig.4.4.1).

Por lo que respecta a la cepa L-837, encontramos también diferencias
marcadas con respecto a las cepas anteriores, en esle caso las células eran de
mucho mayor tamanio, ademas de presentar vacuolas muy grandes. La formacion
de pseudomicelio no fue tan abundante como en los casos anteriores. En esta cepa
no se registré esporulacion enun periodo de una semana, tiempo rés que suficiente
para que ocurriera este proceso en el medio de cultivo utilizado, porlo que nos hace
pensar que se trata de una cepa heterotdlica, es decir, con un sdlo factor de
compatibilidad o factorsexual®a 6 ", porlo que requeriria fusionarse con una cepa
con factor de compatibilidad opuesto para oblener produccion de esporas. En este
trabajo no se utilizaron otros medios como inductores de esporulacién, ni se
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reallzaron cruzas con otras cepas que pudieran ser compaubles para asegurar la
naturaleza heterotélica de esta cepa.

Ppr o que respecta a la cepa Y-8281 , se observé la formacion de
pseudomicelio también a partir de las 24 h y la esporulacién a las 48 h . Las céiulas
“son de tamano muy similar al observado en las cepas 1.B. y 1.-836. Se trataba de
células elipsoidales, y las esporas se encontraron dispuestas en tétradas ya sea
dentro de las células y ascas liberadas.

Los aspectos mencionados anteriormente, son de gran utilidad para la
clasificacion de levaduras, pero no constituyen los nicos puntos gue actualmente
son tomados en cuenta para la taxonomiade las mismas.Entre otrosaspectos se
incluyen el contenido de G + C, que para estas cepas va de 41.2-41.3 % mol (Phaff,
1978), esludios de hibridacidn e interfertitidad (E. Johannsen,1980), caracteristicas
ecoldgicas, pruebas de reasociacién de DNA-DNA, andlisis de aloenzimas,
composicidn quimica de la pared, andlisis de! DNA mitocondrial etc, (Martini, 1987)
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o Figura 4.4.1 Fotomicrografias de las cepas de Kluyveromvees marxianus var, marxianus
uulszadas enel prescn(e \raba]o' a) L-836; b) I.B.; c) ¥-8281; d) L-837 y e) L-670. Muestran la

o for Sn de ps ¢lutas alargadas) y esporas, crccidau en medio de extracto de

ma!la al 5% a temperatura ambicnlc.
)
\J
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4.2 Curvas de crecimiento

El crecimeinto de las cepas analizadas en medio de YPD, puede observarse
en la Fig. 4.2.1 . En ella vemos que no existe algun camblo significativo en la
velocidad de crecimiento de las cinco cepas y por lo tanto en la forma de la curva.

A partir de esta gréfica se obtuvieronlos tiempos medios generacionales (TMG)
para cada una de las cepas y se enlistan en la siguiente tabla:

CEPA TMG
(hs.)

1.B. 1:20
L-670 1:30
1.-836 1:40
Y-8281 1:40
L-837 1:40

De primera instancia los daios obtenidos en esta parte del estudio son bastante
uniformes, y no se muestran grandes diferencias parecen entre las cepas
estudiadas. Estos andlisis son importantes ya que algunos estudios sobre
especlacion y posibles cambios por mutacién, pueden ser detectados a partir de
estos niveles de andlisis. Estos resultados constituyen ademas otro punto utilizado
dentro de la clasificacion de levaduras.

La cepa Y-8281 fue solamente utilizada en [os andlisis de esporas, patrones de
restriccién y en el presente.
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Figura 4.2.1. Curvas de crecimicnto en YPD de las diferentes cepas de k, marxinnus var.
maryianus estudiadas a 30°C, (q). L-837;(0}. L-670; (0). L-836; (0). Y-8281, y (o). 1.B.
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4.3. Citocromos.Espectros de absorcion .

Recordando que las mitocondrias son organelos complejos, y que tienen un
origen bigendmico, nuciear y mitocondriai, en el cual algunos componentes de la
cadena respiratoria son codiflcados mitocondrialmente como el apocitocromo b,
las subunidades 1, Il y il de la citocromo oxidasa, se realizaron analisis espectrales
delas diferentes cepas para tratar de localizar pdsibles diferencias en cuanto a este
aspecto.

Los citocromos son proteinas las cuales tienen como grupo prostético a un
atomo de Fierro contenido en una porfirina, que consta de cuatro anillos pirrdlicos
unidos en forma ciclica por puentes de diferente arigen (Whittaker, 1982). Los
citocromos son portadores de electrones en la cadena respiratoria y estan
involucrados en la reduccién del Oz, (ia citocromo oxidasa directamente).

Los citocromos requieren de la adicion o pérdida de un electrdn para reducirse
u oxidarse. El potencial de oxido-reduccion depende de las estructuras que rodean
al atomo de Fierro, no solo la porfirina sino también el resto de la proteina. (Prebble,
1981). Las formas oxidadas de la mayoria de los citocromos tienen dos bandas de
absorcidn enla longitud de onda visible, mientras que las reducidas presentan tres,
(550-805 nmy), B (520-53Cnm) y (460-450nm) o region Soret (Gonzalez, 1890).

Enlos espectros absolutos obienidos a partir de células fig 4.3.1, encontramos
patrones muy similares para las diferentes cepas; en estos espectros diferenciales
solo se muestran las regiones/y B, y sélo esta titima fue tomada en cuenta para el
andlisis, ya que es la que presenta una mayor resofucion para analizar los citocromas
individualmente (Keillin, 1925). Se encontré el maximo pico de absorcion
(549-550nmy) para el citocromo ¢, asf como también fué el que se presentd con una
mayor proporcidn con respecto a los otros dos citecromos. Para el citocromo b el
maximo pico de absorcidn se registré en una longitud de onda de 560 nm y en una
meanor proporcion que el citocromo c. Con respecto a la citacromo oxidasa el
méaximo pico de absorcidn fué registrado enlongitudes de onda de 606-607 nm. Los
espectros obtenidos concuerdan con el espectro reportado para células de K. lactis
(Whittaker, 18€2), por lo que se concluye que en las cepas aqui estudiadas se
encuentran presentes los tres citocromos.

La proporcién de los citocromos observados presenta variaciones de cepa a
cepa, encontrandose mayor proporcidn de los mismos en la cepa L-670, una
cantidad intermedia en las cepas 1.B. y L-836 ¥ una menor concentracién de los
mismaos enla cepa L.-837, estos datos nos resultaron interesantes, aungue como es
sabido la concentracion de citocromos varia no sélo de especie a especie, sino
también en diferentes tejidos de un mismo organismo (Keilin, 1925).

En la figura 4.3.2 se muestra los espectros diferenciales obtenidos a partir de
mitocondrias aisladas. Se encontraron espectros muy similares paratodaslas cepas
y se observé una reduccion en la concentracion del citocromo ¢ con respecto a los
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espectros de células completas, esto era de esperarse, ya qua como se sabe esuna
proteina soluble, unida menos firmemente a la membrana mitocondrial que los
citocromos b, ¢1 o a + azy por lo tanto puede ser parciaimente perdido durante la
purificacion de mitocondrias.

En la figura 4.3.2 se muestran igualmente sélo las regiones  y B del espectro
visible. El pico de mayor absorcién para el citocromo ¢ fué de 553-554 nm, para el
citocromo b fué de 563 nm y finalmente para la citocromo oxidasa fue de 606-607
nm.

En la figura 4.3.2 también puede observarse que la capa L- 670 presenta una
mayor proporclén de citocromos mientras que la cepa L-837 presenta la menor
concentracién de los mismos. lo que concuerda conlos espectros obtenidos a partir
de células, esto nos hace pensar que realmente existe una diferencia en la
concentracion de citocromas para eslas dos cepas, y no es un resultado debido a
la estandarizacidn de las concentraciones tttilizadas en ambes casos. Pero como
ya se menciond anteriormente estas variaciones pargcen ser normales dentro de
una misma especie.

La utilizacion de los métodos espectrofolométricos ha permitido la
caracterizacién detallada de los citocromoes que participan en la cadena respiratoria
y ha abierto la posibilidad de establecer potenciales medios de oxidorreduccion de
los diversos componentes que intervienen en la transferencia de electrones, asi
como también han sido de gran apoyo parala identificacion de mutantes deficientes
respiratorias, y rearreglos y deleciones en el DNAmt de levaduras (Dutton y Wilson,
1974; Walz, 1979; Gonzalez-Halphen, 1990 ; Hardy et al., 1989.
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Flgura 4.3.1. Espectros de absorcidn absolutos de las células. 1) L-670; 2) L.B.;

3) L-83G y 4) L-837.
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Figura 4.3.2. Espectros diferenclales de mitocondrias pufificadas. 1) L-670; 2) 1.B.
3) L-836, y 4) L-837.
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4.4 Andlisis de los patrones de restriccion del DNAmt.

El andlisis de los DNAmt empleando endonucleasas de restriccion, permitié
detectar un posible polimorfisme asi como también algunas similitudes en este
genoma, ademas de también poder determinar su forma y tamaiio lo qu constituyd
una de las partes medulares del presente trabajo (Bernardi et al., 1975; Sanders et
al., 1877; Prunell et al., 1977; Fonty et al., 1878).

Una aproximacion diferente para la caracterizacion fisica del DNA esta basada
en las propiedades Unicas de las enzimas de restriccion para conocer ciertas
secuencias cortas de bases del DNA y cortar esta molécula en una posicion definida.
(Maniatis et al., 1982). Esta técnica sdlo es aplicable a organismos estrechamente
relacionados. Ademas no todos los tipos de moléculas de DNA presentan la misma
complegjidad. Sdlo moléculas de DMA con baja complejidad en cuanto a tamaiio,
tales como plasmidos, genomas de virus, DNAmt, DNAr, DNA de cloroplastos son
apropiados y produciran patrones de corte de restriccion claros. {Clark-Walker,
1983; Corta et al., 1950).

Una vez purificacio el BNAmt, fué digerido con las endonucleasas citadas
anteriormente. Se escogieron principalmente endonucleasas que reconocieran seis
y cuatro pares de bases y palindromes con un niimero mayor de A-T, ya que como
se hareportado estos genomas presentan regiones ricas en A-T, porlo que se penséd
que se abtendrian varios fragmentos al cortar con estas enzimas ol DNA.
Efectivamente con enzimas que reconocen secuencias con mas de un par de A +
T se generaron un mayor nimero de fragmentos como se muestra en la Tabla 4.4.1,
en la cual se incluye a la cepa K. Jactis WM37 que se utilizd como punlo de
comparacion .

Las enzimas utilizadas en este analisis, su secuencia nucleotidica y el nimero
de fragmentos generados por las mismas en las diferentes cepas estudiadas se
presentan en la Tabla 4.1.

A primera instancia puede observarse que, las cepas Y-8281 y L-670
presentaron en general mayor ndmero de sitios de restriccion que el resto de las
cepas. También puede observarse que no se encontraron sitios de corte para las
enzimas Bam HI y Nhe i, cosa contraria a la reportada para la cepa de K. factis
W37,

Al analizar los fragmentos generados al cortar con enzimas que reconocen
patindromes con un alto contenido de G-C, encontramos que éstos eran pocos,
teniendo porlo general uno o dos sitios de reconocimiento. Encontramos que para
todas las cepas de K. marxianus existian sitios tnicos para enzimas que tenfan
diferentes combinaciones en su secuencia de dos pares de G + C como es el caso
dePstl,Kpnt, Clal, BglHl yMiul. Como se vera mas adelante al parecerlalocalizacion
de dichos sitios en los diferentes genomas utilizados permanece constante.
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‘Una caractenstfca notable de llamar Ia alencn

fue el hecho de que para Ios

‘ DNAmt de Ias cepas Y- 828 y L-670 se encontraran numerosos “sitio

endonucleasas Hae lll y Hap ll lo cual se ha reportado estar asocrado con algunas

: _varledades de K. rnanaanus (Ragnml y- Fukuhara 1988) asf como tamblén en K :

- »»».’/acus, lo que nos lndlcé Ia pos:ble exxstenc!a de’‘agrupamientos ricos en G + O en

estas cepas, los cua!es no pudieron ser totalmente mapeados en algunos casos
debldo a sus pequefios tamarnios, la mayorfa menocres a 1000 pb (Hardy, 1987). La
funcion de estas secuencias en particular no es muy clara atn, pero existen hipotesis
que proponen que se trata de sitios de recombinacién intramolecular, duplicacién
de origenes de replicacion, sitios de esclsidén rho-, vestigios de clementos
tranponibles, etc.(Dieckman, 1987), aunque frecuentemente se han encontrado
estas secuencias en regiones espaciadoras intergénicas. En S.cerevisiae existen
evidencias de quelos agrupamientos de G + Cjueganun papel en el procesamiento
del RNA. (Ragnini y Fukuhara, 1988).

En las figuras 4.4.1 y 4.4.2 se muestran los patrones de restricion obtenidos a
partir de los DNAmt de las cinco cepas analizadas con diferentes enzimas en donde
puede notarse claramente las diferencias y similitudes halladas durante el transcurso
del estudio. Encontramos que las cepas 1.B. y L-836 presentaron igual nimero de
fragmentos para las 18 enzimas utilizadas, el tamafio de los fragmentos fué el mismo

también, éste fu¢ calculado a partir de marcadores de peso molecular.




. VAsI krﬁisxﬁdénllas figufas 4;4.1 ya.4.2 puéde observarse los numerosos sitios
para Hae il y Hap II'para fos DNA de las cepas anlerlormcnke mencionadas.

, La exis tencia de agrupamlenmtos de G-C es una caracterfstica tomada en
cuenta para la clasmcacxon de lcvaduras, ya que la presencia de las mismas
'cc; ertuye un indicio de relaciones evolutivas entre genomas. (Ragnini y Fukuhara
1988, Fuson, 1967). A partir de dichos agrupamientos y numerosos sitios de
restriccidn se han encontrado dos grupos principales, uno constiluido por K. factis,
K. drosophilarum, y K. vanudenii y otro constituido por K. marxianus, K. fragilis y K.

bulgaricus. Esto también parece estar de acuerdo con nuestros resultados y con

los encontrados en el laboratorio para diferentes especies de Kluyveromyces.
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Tabla 4.4.1. Numero de fragmentos generados en Ios DNAmt délas cepas de i
distintos aislados de I</uyveromyces man(hnus var. marx:anus con dlferenles "
endonucleasas de restriccion. . . E

End. de Secuencia i
restric. feconocida - - LB

(5-3") :
Hae it GGCC .3 3
Hap I CCGG 3 3 L 24
Hhal GCGC 4 4 :
Smalt CCCGGa 0 0 C.07 4} :
Sstl CCGCGG 2 2 1 2 14
Bam Hi GGATCC 0 0 o ) -
Kpn t GGTACC 1 1 14 =51 2.
Miu | ACGCGT 1 1 1 G 1
Nhe | GCTAGC 0 [} 0. 07T 1
Pet | CTGCAG 1 1 1 1 1
Pyu ll CAGCTG 2 2 2 2 3
Satt GTCGAC 2 2 2 2 2
Sstl GAGCTC )] 0 0 0 1
Bgl il AGATCT 1 1 1 1 7
Clal ATCGAT 1 1 1 1 3
Eco RI GAATTC 5 5 5 [ 4
Eco RV GATATC 2 2 3 2 6
Hind fif AAGCTT 5 5 5 6 3
Nsii ATGCAT 9 9 7 7 X
Scal AGTACT 3 3 3 2 0
Xbal TCTAGA 2 2 2 2 3
Hinc 1l GTpPAC 5 5 4 4 7
P=Ao0G
p=CoT

X = no determinado.
* Tomadla de Ragnini, 1983 y Coria, 1989.
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Hind 11l Eco Rl

B,
L83
L-g3r

idas con

Figura 4.4.1, Patrones de restriccion de las distinlas cepas analizadas, digerd
diferentes endonucleasas de restriccion, Hind [il, Eco Rl y Hap il
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Hinc it Haellt Eco RV.
S 9 N "o © o 8 o
s 38388, 8888 -, 88E 8
< - - > < d _J_J>-,<—' - - -

Figura 4.4.2, Patrones de restiiccién de las distintas cepas analizadas, digeridas con
diferentes endonucleasas de restriceion, Hine i, Hae Ill, y Eco RV.
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4.5 Tamanfo y forma de las moléculas de DNAML,

A partirdelos patrones de restriccion de digestiones dobles y sencillas, tamario
y nimero de fragmentos obtenidos con las diferentes ernzimas utilizadas se
determind el tamaiio y forma de los genomas mitocondriales analizados en el
presente estudio.

Sa encontrd que se trataba de moléculas circulares en todos los casos ya que,
al realizar digestiones dobles la suma de los fragmentos cra igual a la suma de los
fragmentcs obtenidos por las digestiones senciilas para las mismas enzimas
utilizadas. Esto era de esperarse, ya que en casi todos los DNAmt de levaduras
repdrtados se han encontrado poblaciones de molécuias circulares. (Tabla 1.1)
(Clark-Walker, 1283).

El tamafio de las moléculas fué deducido a partir de los fragmentos generados
al cortar el DNA con las endonucleasas y al ser separados en geles de agarosa de
diferente concentracion, como se indico anteriormente enla metodologia, Eltamano
de los fragmentos se chtuvo a partir de la comparacién de los mismos con la
comigracidn de diferenics marcadores de peso molecular tales cocmo el DNA del
bacieridfago lambyda cecrtado con Hind il el DNA del fago X 174 digerido con Hae
Hl'y marcadores de alto peso molecular. En la figura 4.5.1 se muestra el DNAmt de
fa cepa L- 837 cortado con Eco Ry las enzimas de sitio Gnico en un gel de agarosa
al (0.8 %), en los carriles de los extremos se encuentran los marcadores de peso
molecular, en la izquierda lambda + Hind ill mezclado conX 174 4 Haelil yen el
extremo derecho Lambda -+ Hind ill + Eco Rl. En Ia figura 4.5.2 se muestran los
DNAmt de las cepas I.B. y L-836 cortados con Hind il y Hind i + Bgt ll en un gel
de agarosa al 0.4 %; en el carril izquierdo se observa a lambda -+ Hind Iy en el
derecho un marcador de alto peso molecular. (BAL).

Los tamarios del DNAmL para las diferenles cepas fueron los siguentes:

-1B. 40 Kpb
-L-836 40 Kpb
- L-837 405 Kpb
-L-670 425 Kpb
- Y-8281 39 Kpb

Como puede verse el tamano de estos genomas presenta variaciones en un
intervalo muy pequeno, de 40 a 42.5 Kpb. Estos datos sugieren cierta homogenidad
en las cepas de esta especie. En el genéro Kluyveromyces se ha reportado muy
poca diversidad en cuanto al tamafio del genoma. En otros géneros de levaduras
se han reportado grandes variaciones como es el caso de Saccharomyces que varia
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Figura 4.5.2. Digestiones de las cepas 1.B. y L-836 con Hind Il y Hind !il + Bgl ll. Get de
agarosa al 0.4%.

4.6 Mapas de restriccidn

La construccion de los mapas fisicos de restriceion fue llevada a cabo a partir
de dilerentes digestiones sencillas, dobles y triples de los DNAm! de cuatro de las
cepas analizadas: 1.B., L-836, L-837 y L-670. Estos mapas se hallan representados
esquematicamente en las figuras 4.7.1. a 4.7.14 en los que los mapas estan
linearizados y Fig. 4.7.15 donde se presentan los mapas lisicos condensados, en
los cuales se pucden comparar mucho mejor los sitios de restriccion para las

diferentes cepas.
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de 23-82 kpb \Y JleLkgm/Brgtang yges que va de 28 101 f\pb (Clark-Waiker, 1985
Hoeben, 1986).. " )

Figura 4.5.1. Digestiones de 1a cepa L-837 con Hind 1l y las diferentes endonucicasas de
silio dnico. Gel de agarosa ai 0.0%.
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" los cuales se pueden comparar mucho mejor los sitios ‘de’ restriccion para las
dlferentes cepas.

Para la-elaboracion de los mapas se tomd como pumo cero de referencia el
sitio Unico de Pst I. E! mapa de K. /actis WM37 fué tomado de Ragnini et al, 1988 y
Coria et al, 1990.

Se encontrd que para las cepas I.B. y L-83G los mapas de restriccion fueron
idénticos en cuanto a nimero de fragmentos generados por una misma enzima,
tamafio de los mismos y localizacion dentro del genoma. En estas ccpas se
encuentran conservadas las distancias de los sitics Unicos de rastriccidn, las cuales
se presenta a continuacion: De Pst 1 a Cla | 14.7 Kpb; entre Clz | y Miu ! 0.5 Kpb; de
Miula Bgl i ladistancia fué de 12.8 Kpb ; de Bgl Il a Kpn 1 10.6 Kpb y finalmente de
KpntaPst 1.4 Kpb. Esta gran similitud también ha sido encontrada en los DNAmt
de las cepas K. fragifis 2415 y K. bulgaricus 4327 estudiadas en el laboratcrio; a
excepcion de un fragmento mas pequeio encontrado para la endonucieasa Xba |
para la cepa K. fragilis.

En la cepa Klactis W37 se encontrarcn algunos de los silios Unicos
observados en el resto de las cepas como Pst 1y Miu |, pero ademas presenta sitios
Unicos para Sst 1y Nhe |, sitios estos ausentes en nuestras cepas.

Enel mapadelacepal-837 (figs. 4.7.14 y4.7.15) s2 encontraron mayar nimero
de sitios de reslriccion que en los dos mapas anteriores; también se encontaron
algunas diferenclas en cuanto a las distancias que hay entre los diferentes sitios
tnicos. La distancia entre el sitio de Pst i y Cla I es un poco mayor (15.7 Kpb) con
respecto alas dos cepas antericrmente mencionadas; asl como tambiénla distancia
entre 'os sitios Byl If y Kpn | (14.1 Kpb). pero, los sitios Mlu 1y Byl 1l ( 8.0 kpb) ~
presentan una distancia menor; la distancia entre Cla | y Miu I al parecer es mds o
menos equivalente (1.0 Kpb). Otra caracteristica importante cn este genoma lo
constituyd la presencia de un sitio Gnico para la endonucleasa Sst i, el cual se haya
localizado cerca del sitio de Miul; enlos ires mapas restantes esta enzima presenta
dos sitios de corte (ver Tabla 4‘4.1)‘

El mapa de la cepa L-670 (figuras 4.7.13 y 4.7.15) es el de mayor tamafio,
ademads de presentar el mayer nimero de sitios de restriccidn para varias de las
enzimas analizadas que generan mas de un sitio de restriccion, como por ejemplo,
Eco R, Hind iil, Nsi |y Hind Hl. La excepcion ta constituye Sca |, la cual presenta
solo dos sitios de corte en lugar de tres (ver mapas y Tabla). Esla cepa presenta
numerosos sitios para Hae lit y Hap [l como se menciond con anterioridad,
caracteristica reportada para las cepas del grupo de K. factis, y no encontrada en
el resto de las cepas analizadas. Los sitios para Hae lil y Hap It reportados en la
Tabla 4.4.1, no se encuentran representados en este mapa debido a su gran nimero
y su pequefo tamano, la mayoria de menos de 800 pb. Para su localizacidn se
realizaron algunas clonaciones,pero con muy poco éxito, debido a problemas con
el vehiculo de clonacion. Sin embargo, a lo largo de este trabajo pudimos darnos
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cuenta que estos sitios s2 encuentran agrupacos en dos dreas dentro del genoma,
enla regidn que se encuentra entre los sitfos de Pst 1 y Clal, y entre Bglll y Kpn I

En este mapa (L-870) al parecer parece haber una insercién de
aproximadamente 2.5 Kpb, que se encuentra representada por una mayor distancia
entre los sitios de Pstl y Cla | (18,5 Kpb), y Bgi Il y Kpn | {17.4 Kpb). Pensamos que
este aumento en el tamafo es debido la insercidn de secuencias ricas en G + C,
como se ha reporatdo ccn anterioridad, aunque no se descarta la posibilidad de
cambios en las sectiencias intrénicas; o que los fendmenos de recombinacién
producidos constantemente en las mitocondrias hubieran propiciado este arreglo.

4.7 Mapeo genético

La elaboracién de los mapas gencucos de las diferentes cepas estudiadas se
llevo a cabo a partir de los mapas fisicos de restriccién y dela valiosa utilizacién de
sondas heterélogas marcadas con derivados biotinilacos para la localizacién de
secuencias similares a las subunidades pequena y grande del RNAr (168 y 218), las
subunidades 9 y 6 de la ATPasa mitocondrial y el apocitocromo b.

Como ya se menciond en la Tacla 3.2, las sondas utlizadas provienen de
K.laciis y S. cerevisiae, levaduras muy relacicnadas con nuestras cepas, porlo que
se esperaba que las condiciones para los lavados posthibridacionales de alta
astringencia (alta temperatura y baja concentracion de sales) funcionara. Esto fué
corroborado por fa buena senal de hibridacién obtenida para ¢l apocitocromo b,
subunidades ribosomales y subunidad 9 de la ATPasa.

En ¢l caso de la subunidad 6 (oli 2) de la ATPasa, al utilizar !las mismas
condiciones de lavadaos que en ¢ resto de las hibridacicnes, no obtuvimos ninguna
senal, lo que nos hizd suponer que la similited de esle gen en nuestras cepas era
muy poca. Porfo gque se hicieron distintas pruebas cambiando las condiciones de
astringencia. Realizando fos lavados posthibridacionaies a temperatura ambiente
obtuvimos finalmente senal de la existencia de este gen; aungue ia sefal observada
nunca fué tan luerte como para las demas sondas. Para verificar el grado de similitud
de este gen en estas dos especles posteriormente se procederd a la secuenciacién
del mismo en K. marxianus var. marxianus, asi como la realizacion de estudios de
contenidos motares de G + C, los cuales también afectan las condiciones de
hibridacion.

Enla Fig. 4.7.1 s2 presenta el resuitado de la hibridacion para la subunidad 8
dela cepa 837, con fragmentos generactos por digestiones sencillas y dobles con
las enzimas Nsi i, Hinc [I, Hind Il y Eco RI, cortadas todas estas con Miu | para
localizar con més exactitud al gen. Como puede observarse en el caso del carrii 7
se obtuvo el fragmento mas pequerio de hibridacién aproximacdamente de 3 Kpb,
esta senal es de gran ayuda, ya que nos proporciona un indicio de la real ubicacion
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de dicha secuenciz, debida a que las sondas utilizadas dillciimente sobrepasa 1.5
Kpb. Las flechas sobre a fotograffa Indican las bandas de hibridacion en el filtro.

Figura 4.7.1 .'Hibrldaclbn con ¢i gen de la subunidad G de la ATPasa mtde la cepa L-837.
1) A+ Hind 1l + X § 174 + Hae H1; 2) Nsii; 3) Nsil + Ml |; 4) Hine 1l; 5) Hinc It + RMiu [; 6)
Hind fil; 7} Hind Il + Kiu I; 8) Eco RI; 9) Eco RI + Miu !, y 10) pLO-4.

1 2 3 4 5. 6 7

Figura 4.7.2. Hibridacidn con cl gen de 1a subunidad 6 de fa ATPasa mt de [a cepa L-834.
1) A+ Hind Il 2) Hind It + Cla ! + Miu i; 3 Hind Hl + Cla I; 4) Hind 1I1; 5) Hind Il + Xba I; 6)
Xbai, y7) pLO-4.
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Figura 4.7.3. Hibridacién con el gen del apocitocromo b para todas las cepas analizadas.
1) pWiA37-10H; 2) 1.B, + Nsi l; 3} LB, + Hind lIf; 4) 1.B. + Hap I}; 8) LE. 4+ Hap Il + Cla |; &)
L-836 + Nsil; 7) L-B35 + Hind Lll; 8) L-836 -+ Hap li; 9) L-836 Hap Il + Cla I; 10) A+{X17:; 1)
L-837 + Nsi I; 12) L-837 + Hind Uii; 13) L. 837 + Hap li; 14) L-837 + Hap Il + Cla {; 15) L-670 +
Nsi |; 16) L-670 + Hind Ill; 17) L-670 + Hinc 1l,y 18) A+ X 174,

Figura 4.7.4, Hibridacidn con el gen de la subunidad ribosdmica 21 s de las cepas L-836
(2,3 y4) y L-670 (5,56,7 y 8). 1) 7.:/% 174; 2) Eco f; 3) Sal | + Hha |; 4) Sal |; 5) Hinc I1; 6} Sal I;
7y dhal + Salt; 8) Hba |, y 9) pKLIM-15/4,
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Flgura 4.7.5. Hibridacion con el gen de 1a subunidzd ritesémica 15s de las cepas L-836
(2y 3) y L-670 (4,5,6,7,8 ¥ 9). 1)\ X 174; 2) Eco Rl; 3) Eco RI + Miul; 4) Eco Rl; 5) Eco Rl +
MAtu [; 6) Hind It + Cla 1; 7) Hind 111} 8) Hind Ii! + Cla | + Miu |; 9) Hind 1) + Miul, y 10) pES-185s,

Figura 4.7.6. Hibridacién con el gen de !a subunidad ribosémica 21s de la cepa L-837. 1)
A+ X 174; 2) Hha §; 3) Nsi I; 4) Hac 11l; 5) Hine Il y 6) pKLM-15/4.
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Figura 4.7.7. Hibridacién con el gen de la subunidad @ de la ATPasa mt de fa cepa L-837,
1} A+ Hind lil; 2) Sca I; 3) Sca | + Bgl II; 4) Xba | + Bglil; 5) Hind 1i; 6) Hha 1y 7) pMZ-olil.

} 1 2 3 45 6 7 8

=il

e W -

AN

N Figura 4.7.8. Hibridacidn con el gen de la subunidad 9 da la ATPasa mt de la cepa 1.B. 1)
A piAZ-oll 15 2) Hind NI; 3) Hind Nl + Sst II; 4) Sstlf; 5)Sca |; 6) Hhal + Sca l; 7) Hha |,y 8) ;‘»_+
Hind 1Nl
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Figura 4.7.9. Hibridacidn con el gen de la subunidad 9 de la ATPasa mt de la cepa 1.B, 1)
piAZ-oli 1; 2) Eco RI; 3) Eco RI + Bgl ll; 4) Hind ifl; 5) Hind Il + Bglll; €) Sca 1} 7) Sca§ + Bgl I,
Y 8) A+ X174,

123 4

[}

#onr

Figura 4.7.10. Hibridacion con el gen de la subunidad ribosémica 21s de todas las cepas
estudladas. 1.B, (2,3 y 4), L-836 (5,6 y 7), L-837 (5,10,11 y 12) y L-670 (13,14 y 15), 1)
pKWL-15/4; 2) Hae 1li; 3) Hha |; 4) Hine 11; 5) Hae Ill; 6} Hha 1; 7) Hinc 1I; 8} A +dX 174; 9) Hae
W 10) Sall; 11) Hha 1;12) Hhal + Bgl ll; 13) Hhul 14) Spe l;15) Eco RV, y 16) A+ X 174,
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EnlaFig. 4.7.2 se muestrala hibridacion del gen de la subunidad 6 de la ATPasa
con el DNAmt de la cepa L-836 digerido con Hind lil y Xba | més las endonucleasas
de sitio Unico Miu | y Cla I. En esta figura puede observarse para la digestioén con
Xbal la hibridacion es con la banda de mayor tamario obtenida al cortar el DNA con
esta enzima, 29.9 Kpb, sin embargo, al realizar una doble digestién Xba | + Hind ill
se obtuvo hibridacién en una banda de 0.9 Kpb, siendo esta la menor sefal obtenida
para esta sonda en este DNAmt.

Enla Fig. 4.7.3 se muestra |a hibridacidn de la sonda para apocitocromo b con
todos los DNAmt uzados en el presenle trabajo.Como puede apreciarse la
hibridacion es sélo con una banda para los casos en el que el DNAmt fué cortado
con Hind Il y Hap 1t, alin en digestiones dolles con Cla I; pero, notablemente las
bandas de hibridacion {ueron tres para las digestiones con Nsil, carriles 2,6, 11y
15. Registrandose una muy buena sefal de hibridacion con un fragmento de
aproximadamente 0.6 Kpb en todos los cascs. Esto nos indica que el gen del
citocroma b esta en este pequefo fragmento, y nos habla de una conservacion de
esta secuencia, tal como se ha reportado para el caso de §._douglzsii (Tian et al.,
1991, b). Este fragmento astd también presente en K_lactis como pueds deducirse
a partir de su secuencia (Coria y Brunner, 1989). Otras cepas estudiadas en el
laboratorio muestran igualmente este fragmento.

Una diferencia importante encontrada para la localizacion del apocitocrimo b,
comparando con el DNAmt de K. lagtis fue que en esta Gltima dicho gen es cortado
por un sitio Gnice de Sst |, enzima que en nuestro case no presenta ningln sitio de
corte.

Enlas Fig. 4.7.4 a 4.7.10 se presentan algunas otras hibridaciones realizadas
con las difcrentes sondas y con los difercntas DNAm! utilizados en este trabajo, las
cuales nos parmiticron reelizar mapeos més precisos.

Cabe mencionar que no se realizd ta localizacion de las subunidades de la
citocromo oxidasa, ni los RNAt, lo cual es necesario para conocer el arreglo de los
genes en estas moléculas.A pesar de cllo puede observarse que las secuencias
localizadas se encuentran distribuidas a to largo de toda la molécula, tal como se
ha reportado para K. lagtis (Coria et al, 1990).
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Figura 4.7.11. Mapa fisicec ¥ localizacidn de los genes rastreades, para la cepa K.
marxinue var. marxianus L-836. los sitios tnicos estdn indicados con lineas discontinuas que
atraviesan ol mapa, Las secuenclas localizadas por hibridacion se muestran en fa parte
inferior.Tamano del genoma 40Kph,
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Flgura 4.7,12, Mapa tislco y genédlico de la cepa K. marxianus var. arxianus 1.B, Tamaio
del genoma 40 Kpb.
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Figura 4.7.13. Mapa fisico y genélico de la cepa K. marxianus var, masxianus L-670,
Tamafo del genoma 42.5 Kpb.
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Figura 4.7.15. Mapas fislcos condensados de las diferentes cepas de iC marxianus var,
marxianus y k. lactis W37, Abreviaturas de las enzimas, Av: Ava {; Ba: Bam HI; Bg: Bgill; C:
Cla I; El: Eco RI; EV: Eco RV; Ha: Hae ill; He: Hinc Il; Hd: Hind Iif; Hp: Hap [I; K: Kpn §; M: Miu
I; Nh: Nhe I; Ns: Nsi 13 P: Pst [; Pv: Pvu Il; Sa: Sal I; Sc: Sca I; Sm: sma I; SI: Ssti; Sik: Sstily

Xb: Xba i,
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El arreglo de los genes encontrado para todas las moléculas de DNAmt aquf
estudiadas fue el mismo; presentando sélo algunas figeras variaciones en las
distancias entrelos mismos. Las cuales estan mejor representadas enla cepa L-670,
en la que ladistancia del citocromo b a la subunidad ribdsomica 155 es de 15.4 Kpb,
mientras que en las cepas I.B. y L-836 es de 11 Kpb y en la cepa L-837 es de 11.6
Kpb. El arreglo encontrado fue el siguiente tomando como punto de referencia al
citocromo b: Citocromo b, subunidad ribésomica 158, subunidad & de la ATPasa
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(ali 2), subunidad 9 de la ATPasa (oli 1) y subunidad ribosémica 218S. Este arreglo
esta representado enla Fig. 4.7.16, y coincide con el encontrado para cepas de K.
bulgaricus y K. fragilis estudiadas en el laboratorio. Lo cual era de esperarse ya que
como se ha reportado estas cepas conslituyen un grupo mucho mas relacionado,
que el grupo representado por K. factis, K. vanudenii, y K. drosophilarum, en los
que ademds de presentar algunas de las enzimas de sitio Unico diferentes a las
encontradas por nosotros presentan un arreglo gendtico diferente, i.e. Citocromo
b, subunidad ribosomal 158, subunidad ribosomal 218, subunidad 9 de la ATPasa
y subunidad 6 de la ATPasa.

158

218

GRUPO 1l

Figura 4, 7.16 Arreglo genético dc las diferentes cepas de la levadura K. marxinnus var.
marxianus. El tamafio de los genes no se encuentra representado a escala.

A partirdelos datos obtenidos de los mapas fisicos y genéticos, se encontraron
datos importantes acerca de la conservacion de secuencias para los diferentes
genes analizados asf como para algunos sitios marcadores de los mismos. Tal es
el caso mencionado anteriormente de los dos sitios de corte de Nsi | que generan
un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases encontrado a los largo de
diferentes cepas estudiadas.

Para el caso de la subunidad ribosomica pequefia 158, el sitio Gnico de Miu |
es un marcador de este gen paralas cuatro cepas analizadas, este sitio también se
encuentra presente en K. laciis. Para la subunidad 6 de la ATPasa uno de los dos
sitics de Xba |, (el que se encuentra més cercano a Miu I} constituye también un
marcadar para este gen. En el caso de la subunidad ribosdmica grande 21 S existen
también sitios marcadores, como Hha | vy el sitio Hinc 11/Sal | en todos los casos.
Finalmente para la subunidad 9 de la ATPasa tenemos a uno de los sitios de Hinc li
y Sca | como marcadores de este gen.
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Como podemos obiservar a partir de estos resultados a pesar de las diferencias
encontradas en cuanic andmero de sitios y fragmentos generados por las diferentes
enzimas utilizadas, asi como la baja similitud encontrada para la subunidad 6 de la
ATPasa, encontramos una conservacion del arreglo genélico y de fas secuencias
identificadas como marcadores. Este Uitimo punto habra de comprobarse cuando
se realicen las clonaciones de estos segmentos para su posterior secuenciacion.

A partir de los mapas fisicos y genéticos también se observé que existen sitios
conservados adyacentes a las posibles regiones detectadas por hibridacién. Tal es
el caso de Hhal parala subunidad ribosdmica 218; Eco Rl y Sst It parala subunidad
ribosOmica 15S; los sitios conservados de NisiI; El sitio de Scal paraolizyScaly
Hind Iil para oli 1.
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5.CONCLUSIONES. - «

Alolargo de este trabajo se ha liegado a concluir algunos puntos importantes
acerca del polimorfismao del DNAmMt de ia levadura clasificada como Kiuyveromyces
marxianus var. marxianus de diversos crigenes.

En los diferentas aislados estudiados se presentaron ligeras variaciones en
cuanta a morfologfa y formacion de esporas, para las cepas L-837 y L-670.

Para fas mediciones de los tiempos medios generacionales no se observaron
cambios significatives en las curvas obtenidas, (o que indica que se trata de cepas
muy semejantes ¥ que ademés no presentan ninguna alteracion mutacional que
pudiera impedir su crecimiento normal.

Los andlisis espectrofotomeéiricos realizados miostraron la existencia de los
diferentes citocromos que intervienen en los procesos de oxiderreduccion. La
presencia de menores concentraciones de los mismos en la cepa L-837, al parecer
puede sernormal ya que segun se ha reportado estas puedoe variar atn en miembros
de una misima especie (Whittaxer, 1982; Clark-Walker, 1990), tomando en cuenta
que los registros se realizaron en las mismos estadios fisioldgicas.

A partir de fos andlisis de los patrones de restriccion, se detectd que las cepas
Y-8281 y L-670 presentaron numerosos sitios para las endonucleasas Hae lil y Hap
II, a diferencia de las otras cepas estudiadas. Esta caracteristica ha sido reportada
como indice de similitud entre algunas variedades de levaduras de la especie
Kluyveromyces marxianus, ademds de ser tumbidn encontrada en cepas del grupo
deK. lactis.

Al utiiizar enzimas que reccnocen secuancias con un gran contenido de A +
T, se encontraron numercsos sitics para todas las cepas comprendidas en este
estudio, como es el caso de Hind lil, Nsity Eco Rl

Los tamanos de estos gencmas presentaron un rango de variacion muy
pequefio de 39 a 42.5 Kpb, caracteristica al parecer asociada con el género,
contraria a la reportada en otras especies de levaduras y hongos.

Se encontrd que en todos los casos se traiaba de maoléculas circulares de
DNAmt o de una poblacion de éstas.

A pariir de los andlisis de restriccidn se pudieron construir los mapas de
restriccion delas cepas 1.B., L-636, L-670 v L-837.Los sitios (nicos de restriccion Pst
I, Cla |, Miu i, Bgl Il y Kpn | se encuentran consenados para los diferentes DNAmt
analizados.
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A partir de los mapas de restriccion se encontrd que en general los genomas
se encuentran bastanie conservados para la mayoria de las enzimas utilizadas.
Asimismo también se pudo observar lo que parece ser una posible insercidn en la
cepa L-670 de aproximadamente 2.5 Kpb que estarfa representada por la aparicion
de numerosos sitios para Hae Ity Hap Il en la region comprendida entre los sitios
Unicos de Pstly C’ sada en el mapa respectivo.

Utilizando los mapas fisicos de restiiccion se elaboraron fos mapas genéticos
utilizando diferentes sondas heterdlogas marcadas con derivados bictinilados
permitiendo suponer que Ics genes portados por dichas sondas se encusntran
representacdos en estos genomas, 1o que requerirfa una comprobacidn ulterior al
realizar la secuenciacién de tales genes putativos,

Se encontraron sitics marcadores de las posibles secuencias codificadoras,
asi como también sitios adyacentes a las mismas bastante conservados.

Elarregio genético encenirado para los diferentes aislados fué basicamente el
mismo a pesar de los pequaios cambios encontrados en el nimero y diposicién
de los fragmentos generados por las endonucleasas. El arreglo fue el siguiente:

Cit. b-158-0li2-o0li1-218

Partiendo de todo lo anterior finalmente podemos concluir que, las diferenclas
a nivel molecular son mayores que las diferenclas morfoldgicas o fisiologicas. Los
criterios morfologicos/fisiologicos parecen ser suficientemente buenos para
clasificar a distintas especies y variedades de levaduras, sin embargo, cuando se
desea conocer las relaciones de similitud entre especies o variedades cercanas &l
criterio moiecular puede ofrecer mayor resolucidn, ya que a partir dle éste se ha
llegado a la claboracion de arboles filogenéticos.

Las diferencias y similitudes encontradas en el presente trabajo, nos
proporcionan una idea de la velocidad de cambio que presentan estas
macromoléculas, v nos hahbian de lo dificit que puede resultar el tratar de realizar
estudios sisteméticos, los cuales en muchas ocasiones pueden representar muy
bien a diversos grupas, pero en otras nos recuerdan que los criterios utilizados en
las clasificaciones puaden ser un tanto arbitrarias y por lo tanto deben serlomados
con bastante cautela.
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