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1.INTRODUCCION 

1.1 GENERALIDADES SOBRE LAS LEVADURAS. 

Las levaduras se definen como organismos unicelulares eucariontes que se 
encuentran agrupados en el Reino Fungl, que de acuerdo a su morfología se 
consideran como un "estado" en el ciclo de vida de los hongos hifales.(Kreger-van 
Rij, 1987). Las levaduras son taxonómicamente divers<1s por lo que se han 
clasificado en tres grupos: (1) Levaduras ascosporógenas, (2) Levaduras 
basidiosporógenas y (3) Levaduras imperfectas. (Van der Walt, 1987, a). 

Las levaduras pueden crecer como células haploides o dlploides y 
normalmente se reproducen asexual mente por gemación (mitosis asimétrica) o por 
fisión binaria como es el caso de Schizosaccharomyces pombc (Munz et al., 1989), 
aunque algunas también pueden reproducirse sexualmente; en este caso, dos 
células haploides de factor sexual o de compatibilidad contrarios a~ o h' ;§. h +, 
se conjugan para así formar un cigoto diploide el cual puede multiplicarse 
mitóticamente o experimentar meiosis y originar una tétrada de ascosporas 
haploides. (Arnold, 1981). 

Las levaduras ocupan un lugar único en la larga historia de la humanidad, en 
el mundo de los microorganismos han sido utilizadas como una especie de ganado, 
habiendo sido cultivadas por el hombre, y utilizadas inadvertidamente hasta el último 
siglo en la fermentación del pan y la producción de bebidas, las cuales contenían 
alcohol etílico, probablemente el primer anestésico y soporífero. Su importancia no 
fue reconocida sino hasta el siglo pasado. Hace aproximadamente 100 alias 
(1866, 1876) cuando Luis Pasteur demostró la participación esencial de levaduras 
vivas en los procesos de fermentación, y comenzaron estudios más precisos acerca 
de las funciones realizadas por las levaduras, y a partir de este hallazgo se 
incrementó la producción 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 químicos, 
combustible y proteínas comestibles. (Rose, 1987) 

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

-Presentan un crecimiento fácil y rápido, por lo que proveen una blomasa 
microbiana adecuada para su estudio 

-Algunas tienen alternancia de reproducción sexual y asexual. 
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-Otras son anaeróbicas facultativas, por lo cual pueden derivar su energía de 
la glucólisis únicamente, con una menor producción de moléculas de ATP, por cada 
molécula de glucosa utilizada; 

-Presentan organelos con material genético propio, tales como la mltocondria; 

-Crecen en colonias. lo que facilita el aislamiento y caracterización de mutantes. 

Las levaduras pertenecientes al genéro K/uyveromyces son levaduras 
ascosporógenas, del grupo de los Hemiascomicetos, que a su vez pertenecen a los 
Ascomlcotina porque carecen de ascocarpos (cuerpos fructíferos) e hitas 
ascógenas (Ainsworth,1973). El género K/uyveromyces pertenece al Subphylum 
Ascomycotina, Clase de los Hemiascomycetes, Orden de los Endomycetales, 
Familia Saccharomycetaceae, Subfamilia Saccharomycetoideae. En esta última se 
agrupan organismos que han sido ampliamente estudiados tanto genética como 
bioquímicamente comoSaccharomyces, Pichia, Torufaspora, Dekkera, además del 
genéro anteriormente mencionado (l<reger-van Rij, 1987; Van derWalt y Johannsen 
. 1984). 

En nuestro laboratorio estamos interesados en tratar de entender las ambiguas 
relaciones filéticas de las levaduras, siendo Kluyveromyces 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 mayoría de las células 
eucariontes. En dichos organelos pueden definirse tres clases principales de 
funciones. Primero están las funciones bien conocidas de acoplamiento de energía 
tales como la conse1vación de la misma porfosforilación de ADP a ATP (fosforilación 
oxidativa), transhidrogenaclón entre los piridfn nucleótidos, y la translocación de 
iones y solutos. Una segunda propiedad es la que )leva a cabo reacciones 
importantes en el catabolismo y el anabolismo tales como la oxidación de ácidos 
grasos y la síntesis de porfirinas, aminoácidos, fosfolípidos, coenzimas como el 
folato, hemo, urea. citrulina y muchos otros metabolitos. La tercera se refiere a la 
perpetuación 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 
contribución nuclear como mitocondrial. Esto también involucra la operación de 
complejos mecanismos para el importe y clasificación intramitocondrial de 
proteínas sintetizadas dentro y fuera de la mitocondria, fosfolípidos y probablemente 
algunos RNAs.(fzagoloff et al., 1979,1982; Whittaker y Danks, 1982; Evans, 1983). 

La mitocondria es un organelo de suma importancia como se mencionó 
anteriormente, y está formado por diferentes membranas y compnrlimentos.(FIG.1) 
La membrana extcrna, la cual presenta un número sustancial de enzimas, tales como 
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la monoamina oxidasa, la NADH-citocromo c reductasa Insensible a rotenona; el 
complejo flavoprotefna-cltocromo bs. La membrana externa también tiene un 
número de enzimas concernientes a la biosíntesis do fosfolfpidos {glicerofosfato acil 
transferasas, sistema de elongación de ácidos grasos). (Tzagoloff, 1982). 

Flg 1.1 Esquema tridimensional de una mltocondrln. 

La membrana interna es una de las membranas más importantes dentro de 
las células eucariontes. La fosforilaclón oxidativa es la Función más relevante de la 
mitocondria y es realizada en esta membrana. Este proceso es catalizado por cuatro 
complejos respiratorios, NADH-ubiquinona oxidorreductasa (complejo 1), 
succinato-ubiquinona oxidorreductasa (complejo 11), ubiquinol-citocromo c 
oxidorreductasa (complejo 111) y citocromo c oxidasa (complejo IV). Siguiendo esta 
nomenclatura la ATPsintetasa ATPasa sensible a oligomicina es denominada en 
ocasiones complejo V (González-Halphen, 1990). Estas cinco enzimas están 
localizadas en Ja membrana interna y representan la mayoría de la masa de la 
membrana. Además de los complejos respiratorios y la ATPasa. la membrana 
Interna alberga a la piridfn nucleótido transhidrogenasa, fl-hidroxibutirato 
deshidrogenasa, y sistemas de enzimas responsables del transporte de iones, 
sustratos y nucleótidos. (Attardi y Schatz, 1988). 

El espacio intermembranal se encuentra localizado entre las membranas 
externa e interna. Pocas actividades han sido encontradas aquí, pero la más 
importante es la de la adenilato cinasa la cual probablemente funcione en el 
mantenimiento del balance de nucleótidos de adenina en el organelo. 
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La mayoría de las enzimas solubles de la mitocondria están 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 Jos ciclos 
de los ácidos tricarboxílicos y el de la oxidación de ácidos grasos. Entre las enzimas 
más importantes en la matriz se encuentran la glutamato deshidrogenasa, el 
complejo piruvato dcshidrogenasa, foslato carbamil sintetasa, y la ornitina 
transcarbamilasa. La matríz contiene además DNA, RNAt, varias amlnoacil 
transferasas, DNA y RNA polimerasas, y otros componentes de la maquinaría de 
transcripción y traducción (Tzagoloff, 1982). 

En muchos aspectos el sistema de síntesis de proteínas mitocondrial es 
mucho más parecido al sistema bacteriano que al citoplásmíco de eucariontes, 
hecho que ha sido tomado en cuenta para proponer un origen endosimbiótlco a la 
mitocondria. Una característica de los ribosomas mitocondriales además de su 
menor tamaño y coeficiente de sedimentación con respecto a su contraparte 
citoplásmica eucarionte, es su sensibilidad a antibióticos que inhiben la síntesis de 
protelnas bacterianas. Drogas antibacterianas tales como el cloramfcnicol y 
eritromicina son potentes inhibidores de ribosomas mitocondríales, mientras que 
antibióticos que inhiben a ribosomas citoplásmicos como clcloheximida y cmetina, 
no tienen efecto (Preble, 1981; Dujon, 1981). 

Las proteínas que se encuentran en la mitocondria son productos de dos 
sistemas separados; mientras que la mayoría son sintetizadas en el citoplasma y 
exportadas hacia la mitocondria, algunas son sintetizadas en la matriz mitocondrial 
(Luzikov, 1985). 

Las proteínas sintetizadas en la mitocondria se encuentran firmemente unidas 
a la membrana interna, de la misma manera se han obseNado unidos los ribosomas 
mitocondriales mientras que la mayoría de las proteínas solubles son sintetizadas 
extramitocondrialmemte. El carácter hidrofóbico de las proteínas que se saben son 
sintetizadas por las mitocondrias puede proporcionar un indicio de las necesidades 
para la síntesis mitocondrial de proteínas. Su falla de solubilidad en un ambiente 
acuoso, podría requerir que su síntesis fuera muy cerca de su lugar de operación, 
en la membrana interna. (Tzagoloff, 1982; Schrnidlh, et al.; Popot y de Vilry, 1990). 

1.3 DNA MITOCONDRIAL 

Los fundamentos de la genética mitocondrial fueron establecidos a finales de 
los años 40's por Ephrussi y sus colaboradores, especialmente Slonimski, quienes 
descubrieron una mutación que abatía la capacidad de las levaduras para crecer 
en sustratos no fermentables tales como el etanol o glicerol cuya utilización depende 
de una cadena respiratoria funcional. Aún cuando tales cepas 
rospiratorio-doficionlos do levndurn son capaces de crecer en glucosa y otros 
azúcares, forman pequerias colonias y por esta razón fueron llamadas mutantes 
"petíte". Los estudios de Ephrussi mostraron que las mutaciones resultantes en el 
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fenotipo "petite" son heredadas de una manera no-Mendeliana, y por lo tanto postuló 
que dichas lesiones estaban localizadas en un elemento extracromosómico o 
citoplasmico. Este elemento fué designado como el factor rilo (p). y por lo tanto. las 
mutantes "petite" citoplásmicas son referidas como mutantes p·. En el tiempo de su 
descubrimiento, se desconocía la naturaleza de dicho factor y no fue sino hasta 
algún tiempo después que se le relacionó con el DNAmt (Tzagoloff, 1982; Whittaker 
y Danks, 1982). 

La evidencia crítica que asoció la mutación "petite" con el DNAmt estuvobasada 
en dos descubrimientos importantes: (1) que algunas "petites" contenían DNAmt 
alterado físicamente y (2) que las mutaciones "petite" podían alterar otros genes 
no-Mendelianos y ser de origen mitocondrial. La lesión genética está en el genoma 
mitocondrial pero se trata de una mutación poco común: un fragmento 
generalmente peque1io, del cromosoma organelar (DNAmt) llega a ser amplificado, 
aparentemente de cualquier parte de la molécula de DNA, por repetición en tandem 
hasta llegar a ser una nueva molécula circular comparable en tama1io a la normal, 
en este estado es transmitido a las células hijas durante el crecimiento vegetativo. 
La característica más extraordinaria de las mutantes "petite" es la elevada tasa 
espontánea con la cual surgen, aproximadamente el 1 %, pero la mutación puede 
ser incrementada dramáticamente 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 l1erencia no-Mendeliana (no cromósomica) además 
de ayudar al entendimiento de la síntesis de los diferentes complejos proteicos de 
las mitocondrias, ya sea citoplásmico o mitocondrial a partir de inhibid ores. Como 
generalmente las mutantes "petite" retienen sólo un segmento del genoma 
mitocondrial, éste es invariablemente insuficiente para codificar todos los RNAr y 
RNAt para la síntesis de proteinas mitocondriales. En consecuencia. cualquier 
proteína mitocondrial encontrada en las mutantes "petite" debe ser codificada por 
el DNA nuclear y sintetizada en los ribosomas cltoplasmicos, explicando esto 
también por que la mutación "petite" es pleiotrópica. (Whittaker, 1982). 

La herencia mitocondrial en levaduras es biparental; durante la fusión de células 
haploides, ambos progenitores contribuyen de igual manera a la formación del 
citoplasma del diploide. En mamíferos y otros animales, los espermas contribuyen 
muy poco (si es que lo l1acen) al citoplasma del cigoto, y la mayoría (si no es que 
todas) las mitocondrias del embrión son derivadas del óvulo, 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. Históricamente, la idea de que cloroplastos y mitocondrias podrían ser 
organelos autónomos viene de principios de siglo. Sin embargo, ta evidencia 
genética de genes no Mendelianos se acumuló muy lentamente entre 191 O y 1960, 
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un periodo cuando los grandes avances en genética Mendeliana y genética 
molecular fueron hechos y consolidados. (Sager, 1972). 

El Interés en la posible presencia de DNA en la mitocondria fue estimulado por 
la demostración de DNA en cloroplastos a partir de 1960. La existencia de DNA en 
las preparaciones mitocondriales fué negada por mucho tiempo debido a la 
contaminación por núcleos. Evidencias más convincentes llegaron 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 específicamente 
por DNAasa y se conservaban cuando se utilizaba RNAasa, considerándose por lo 
tanto, como DNA. Schatz y colaboradores (1964), usando preparaciones de 
mitocondrias purificadas, mostraron la presencia de una cantidad pequeña y 
constante de DNA asociado a la mitocondria. En el mismo año Luci< 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 
mitocondrins". (Prebble, 1981). 

En ese mismo año (1965), se tuvo una demostración más clara, cuando Mahler 
y otros investigadores extrajeron DNA de células de levadura y lo sometieron a 
ultracentrifugación analítica en un gradiente de cloruro de cesio. En el equilibrio, el 
DNA se separó en dos bandas distintas con densidades de 1.683 y 1.699 g/cm·3 . La 
banda de 1.683 g/cm·3 representó cerca del 15 % del DNA total. El aislamiento de . 
una fracción mitocondrial de levadura, seguido de la extracción del DNA, dio por 
resultado una disminución considerable del componente de 1.699 g/cm·3, en tanto 
que el componente de 1.683 g/cm·3 se conservó. Quedó claro que el componente 
mayor de alta densidad era el DNA nuclear y el componente minoritario era el 
DNAmt. A partir de enloces, el DNAmt se ha identificado en una amplia variedad de 
organismos. (Whittaker y Danks, 1982; Darnell et al. 1990). 

El DNAmt es ahora conocido como el centro de un sistema genético 
semiautónomo empleando su propio código genético y que es expresado a través 
de una maquinaría de transcripción y traducción bastante distinta de la existente en 
núcleo y citoplasma de eucariontes, pero muy semejante a la que prevelece en 
procariontes (Grivell, 1989). 

En la mayoría de los casos el DNAmt es una molecula duplex circular unida 
covalentemente con giros superhelicoidales. (Whittaker y Danks, 1982; Tzagoloff, 
1982), aunque existen excepciones, como en el caso de Solanum tuberosum, 
Parthenocissus tricuspidata, Oenot/Jera berteriana. Algunas levaduras como 
Hansenu/a mrakii y Pi chia spp. tienen un DNAmt lineal, ciliados como Paramecium 
spp. y Tetrahymena spp. también presentan una molécula lineal de DNA, pero 
además éste puede encontrarse como minicírculos y/o maxicírculos (Wallace, 1982; 
Jayarama-Bhat et al., 1990). Al parecer la prevalencia de formas circulares sugiere 
que éstas son de importancia biológica fundamental (Prebble, 1981). 
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Las células parecen poseer varias moléculas de DNAmt, siendo mayor la 
cantidad de las mismas en levaduras aerobias (Wilkie, 1983). En la levadura de 
panadería, Saccl1aromyces cerevisiae, por ejemplo, hay generalmente de 50 a 1 DO 
moléculas por célula. Et número preciso de moléculas está relacionado con el nivel 
de ploidia (número de series completas de cromosomas por célula), siendo en las 
células diploides aproximadamente el doble del de las células haploides, 
manteniendose así una proporción constante entre el DNAmt y el DNA 
nuclear.(Sazer y Sherwood, 1990) 

El DNAmt presenta grandes variaciones a diferentes niveles, con respecto al 
tamaño y forma (Wallace, 1982)._En S. cerevisiae el peso molecular de este genoma 
es aproximadamente de 50 X 1 Ob, correspondiendo a un círculo de 25 m. El tamaño 
del DNAmt en otras levaduras y l1ongos multicelulares es algo más pcquelio. En 
general, los genomas mayores han sido encontrados en plantas (200-2500 Kpb) 
(Bailey-Serres, 1987) y los más pequeños en las mitocondrias de animales 18 Kpb 
(Cavalier-Smith, 1985). Ver Tabla No. 1. 

El DNAmt además de la diversidad observada en cuanto a forma y tamario en 
los diferentes grupos, también presenta una gran diversidad en lo que respecta a la 
información genética contenida (Wallace, 1982; Janes, 1990), ya que la información 
encontrada en los diferentes grupos de organismos estudiados hasta la fecha, varía 
en algunos casos. Así por ejemplo el genoma mitocondrial de mamíferos codifica 
para varias subnuidades de Ja NADH desl1idrogcnasa, no así el DNAmt de levaduras, 
el cual no lleva información para la síntesis de las mismas (Anderson, 1981; Attardi, 
1988). En el caso del DNAmt de plantas, este contiene algunos genes no 
encontrados en otros DNArnt, tal como el del RNAr mitocondrial SS ¡no encontrado 
en otros ribosomas mitocondriales), una subunidad de la F -ATPasa, y la 
subunidad 9 de la F°-ATPasa. (Clark-Walker, 1985). 

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

Sin embargo, a pesar de las notables variaciones en forma y tamaño 
presentadas por estas macromoléculas, en todas aquellas estudiadas hasta la fecha 
se ha encontrado una sorprendente constancia, en la información genética pues 
todas ellas codifican para las subunidades ribosómicas grande y pequeña, la 
mayoría de los RNAt, así 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 111 mitocondrial (Preble, 1981; Mueller 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 antibióticos han hecho posible catalogar todas las subunidades de la 
citocromo oxidasa, coenzima QH2-citocromo c reductasa, y la ATPasa, así como 
la asignación de cada uno como producto de traducción ya sea mitocondrial o 
citoplasmico. De las siete subunidades de la citocromo oxiadasa, 3 son sintetizadas 
en la mitocondria (1-3) y 4 en ribosomas citoplasmicos (4-7). En el caso del complejo 
111, sólo un constituyente es hecho en la mitocondria, el apocitocromo b. La ATPasa 
sensible a oligomicina también está compuesta de dos grupos biosintéticamente 
diferentes de proteínas. Las subunidades de la F1 OSCP son sintetizadas en 
presencia de cloranfenicol y son por lo tanto productos de traducción 
citorribosómico. Los componentes de los complejos, sin embargo, no son 
incorporados en la membrana interna cuando el sistema mitocondrial es inhibido, 
sugiriendo que la biosíntcsis del complejo de lci ATPasa requiere de productos 
traduccionales de la mitocondria (Morimoto et al., 1979 a; Tzagoloff, 1982). 

El código genético usado en la mitocondria es diferente del código estándar 
utilizado en todos los genes procarióticos y nucleares eucarióticos; aún más notable 
es el hecho de que el código mitocondrial presenta diíerencias en distintas especies 
de organismos. (Hawkins, 1991). Normalmente un codón de terminación UGA, es 
leído por los sistemas de traducción mitocondriales como triptofano; mientras que 
en mitocondrias de plantas UGA se conserva como codón de terminación. Los 
codones estándar AGA y AGG para arginina codifican para el mismo aminoácido 
en mitocondrias do hongos y plantas, pero son codones de terminación para 
mitocondrias de mamíferos 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 
químicamente) a UGG, codón que especifica para triptofano. Codones CGG 
codifican normalmente para arginina. La edición del RNA así como la similitud pero 
no universalidad del código genético tiene profundas implicaciones para la 
evolución de células oucariontes y sus organelos (Darnell et al., 1990; Blnder, et al., 
1990; lzuchi et al., 1990). 
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TABLA No. 1 GENOMA MITOCONDRIAL DE DIFERENTES ORGANISMOS 
' -·, . 

. ,. 
ENTIDADES ESTRUCTURA TAMAÑO· .. 

,. 

TAXONOMICAS (um) :.'-':.i 

Protozoa 
'·"·-

Te1rahvmen<'I lineal 15 
8c;inthamoeba circular 13 ~ -oc· -

Plasmodium circular rn.3 
Pc:irnmecium lineal 14 

Algas 
Qht"'m::¿domonas circular 4·5.4 

Hongos 
S?.ccharom:¿ces 

~ circular 25 
Schizosacch.:irom:ices 
pombe circular 19 
Klu::c::'.erom!lceq circular 11 
Nnurosporn circular 19·26 
f..soergirtus circular 11 

Plantas 
f.t:illm (chícharo) circular 30 
Phaseotus (frijol) circular 20 

Platelmintos 
H~menolegsis circular 4.8 

Nemátodos 
Ascaris circular 4.8 

Anélidos 
Urechis circular 5.9 

Artrópodos 
Musca circular 5.2 
Drosoohita circular 6.2 

Equinodermos 
Echinoidca circular 4.6·4.9 

Cordadas 
Peces circular 5.4 
Anfibios circular 4.9·5.8 
Aves circular 5.1-5.4 
Mamíferos circular 4.7-5.6 
Humano::>s circular 4.7 

•Tomada de Prebble, 1981; Grivell, 1983. 
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Tabla No. 2 Productos Genéticos Mitocondrlales 

Mohos 

Animales Levaduras (Neurcispora) Plantas 

RNAr 
subunidad grande 16S 21S 21S 26S 
subunldad pequeña 12S 15S 15S 1BS 
RNA5S + 

No.de ANAi 22 23·25 23-25 ·30 

Prot. rib (var-1) + + ? 

Citocromo oxidasa 
subunidades 1,2,3. + + + + 

CoQ-citocromo e 
reductasa apocit. b + + + + 

Complejo FO-ATPasa 
subunidad 6 + + + + 
subunldad 8 + + + + 
subunldad 9 + + 

Complejo F1-ATPasa 
subunidad 

Subunidades de la 
NADH-CoO reductasa 7 o 6 6? 

•Tomada de Darnell et al., 1990. 
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1.4 DNAmt DE LEVADURAS. 

Bernardi demostró que la muy baja densidad del DNAmt de levaduras (1.863 
g/cm'3) 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 95%) de levaduras 
está compuesto por estos espaciadores génicos. Estas regiones al parecer son 
incapaces de codificar proteínas, así que representan presumiblemente DNA sin 
sentido o "egoísta", aunque múltiples origenes de replicación del DNA ocurren en 
las mismas. (Whittaker y Danks, 1982). En la levadura de panadería, estas secciones 
de A + T pueden localizarse entre los genes, otros están localizados dentro de genes 
divididos como parte de lntrones. 

El DNAmt de levaduras (S. cerevisiae) presenta uno de los contenidos más 
bajos de guanina -t 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 mayoría de los sitios para las 
endonucleasas Hpa 11 y Hae 111. Bernardi y colaboradores (1972, 1977) han estimado 
que en levaduras existen ele 150-200 sitios en estos agrupamientos. De aquellos 
secuenciados, un número significativo parece ser palindrómico, y otros son 
homólogos o tienen secuencias repetidas invertidas de otros agrupamientos. La 
presencia de secuencias caracteristicas repetitivas representa indicios de relaciones 
entre genomas. La función de estas secuencias no ha sido totalmente esclarecida, 
pero se proponen como sitios de recombinación intramolecular, duplicación de 
orígenes de replicación, sitios de escisión en rho-, vestigios de elementos 
transponibles, etc. (Cosan y Tzagoloff, 1979; Ragnini y Fukuhara, 1988). 

Al igual que en mamíferos y en la mayoría de los eucariontcs el DNAmt de S. 
cerevisiae codifica p::ira pocos componentes mitocondriales esenciales: (1) los 
genes denominados Syn, codifican para componentes de la maquinaria de síntesis 
proteica (Douglas y Takeda, 1985). Esta clase incluye a los genes de los ANA 
ribosómicos mitocondriales y un juego completo de genes de RNAt. Así mismo se 
ha encontrado en este grupo al gen de una proteína denominada var-1, que al 
parecer esta relacionada con la subunidad pequeña del RNAr. (2) los genes mit, 
codilican para proteínas requeridas para el desarrollo de la cadena respiratoria 
terminal, la mayoría consistente en genes estructurales pertenecientes a los 
complejos de transporte de electrones y fosforilación oxidativa de la membrana 
interna mitocondrial. (ver tabla No. 2). 

De manera semejante al caso de los mamíferos, la secuenciación del genoma 
mitocondrial de levaduras ha revelado un número de marcos de lectura abierta para 
los cuales no se ha encontrado un producto proteico conocido (marcos de lectura 
no asignados,URFs); con un codón de iniciación AUG hacia el extremo 5'(Hardy y 
Clark-Walker, 1990). 
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No existe evidencia lógica para el arreglo de los genes. La posición de los genes 
que codifican los polipéptidos de la membrana interna difieren del genoma de 
mamíferos, pero en ambos casos no existen agrupamientos de genes que 
determinen funciones relacionadas. Los genes para las dos especies de RNAr están 
más ampliamente separados en levaduras que en cualquier otro genoma 
mitocondrial (Figura 1.2), estos genes en mamíferos se encuentran muy cercanos. 
Por otra parte, a diferencia del genoma mitocondrial de mamiferos no hay una 
dispersión regular del RNAr y los genes de los RNAt se encuentran por lo general 
agrupados en un cuadrante def genoma, cosa contraria a lo que ocurre en el genoma 
mitocondrial de mamíferos en que los RNAt se localizan entre los diferentes genes 
(Cavalier-Smith, 1985; Darnell et al., 1990). 

En la Fig. 1.2 puede observarse la organización de los genomas mitocondriales 
de levadura y humano. En esta figura pueden distinguirse la discrepancia en cuanto 
a tamaño y complejidad de estas dos moléculas. A pesar de estas diferencias 
también se observa la sorprendente conservación 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 mamíferos en que 
algunos de los primeros están divididos o se encuentran en "mosaico" y contienen 
una o más secuencias de intervención o intrones. Ninguno de tales insertos se ha 
reportado estar presente en los compactos genomas mitocondriafes de mmnfferos, 
en especial de humanos. Algunos de estos intrones mitocondriales de levadura 
están ausentes en algunas cepas de S. cerevisiae y no parecen ser esenciales, es 
decir, son opcionales. Los intrones opcionales no se encuentran desplazados en 
todo el genoma, sino que se presentan en sitios fijos. A este respecto y en la carencia 
de secuencias repetidas terminales en por lo 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 o 5 intrones, según la cepa de que se trate (Dujón, 1981). De 
entre estos intrones por lo menos dos son opcionales y los restantes son 
indispensables para la síntesis de esta proteína. En otras levaduras y hongos existen 
también variaciones para este gen. En Schizosaccharomyces pombe en donde se 
han identificado tanto cepas con un intrón 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 Caria, 1989). 
Aunque hay una gran variabilidad en la estructura del gen del apocitocromo b, la 
proteína para la que codifica tiene una gran similitud en los organismos en los que 
se ha estudiado hasta la fecha. Este polimorfismo basado en diferencias en los 
intronos t¡nn1Ji6n l 1:.in Llido ruport:.ido 011 la subu11idatl ribos61nic'1 orantlc 21 S, y ni 
parecer están asociados con el fenómeno de polaridad de recombinación. 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, además de que en algunos intrones se han observado 
marcos de lectura abiertos, existen evidencias de que por lo menos una proteína es 
parcialmente codificada por intrones (del citocromo b) -"una madurasa" o factor de 
transactivaclón- tiene un papel en el procesamiento de su RNAm y cataliza el 
siguiente paso en la maduración (Slonimski et al., 1982; Wallace, 1982; Grivell, 1983; 
Clark-Walker, 1985). Las proteínas codificadas por intrones tienen diferentes 
papeles además 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 deleción in vivo de secuencias 
de intervención en el DNAmt y otras, tales como w ó 14 , estan involucrados en la 
transposición duplicativa de su propio intrón (Dujon, 198í; Asher et al., 1989). Una 
cuarta función descubierta por Kotylak et al. (1985); es que una proteína codificada 
por un intrón, la madurasa bl4 del gen COB, inducía recombinación homóloga en 
los exones del gen COX1 (Boulet, 1990). Las moléculas de RNA unidas circularmente 
son generadas durante el procesamiento del RNA por escisión de algunas 
secuencias de intrones de transcritos. (Kurtzman et al., 1983). 

La presencia de intrones opcionales y los grandes segmentos ricos en A + T. 
así corno la alta tasa de recombinación entre las rnitocondrias dan lugar al 
polimorfismo mitocondrial entre organismos del mismo género y especie. (Grivell, 
1983; Clark-Walker, 1985; Dujon, 1981). 
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Flg.1.2 Esquema de los ONAmt de levadura y humano. El do levadura es aproximadamente 
cinco vccos más grande que el de humano, aunque aquí !>C encuentro rcprcscntoido sólo dos y 
media veces más grande. Las protcín<:1s y RNAs se muestran en color negro. Los RNAt se 
representan por 2. Junto con la letra del amlno.icldo con la que está cargado. OL y OH representan 
los orígenes de rcpllcnclón de las cadenas ligera y pcsnda rcspcctivamcntc, en el genoma 
hum3no 
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1.5 RECOMB/NACION DEL DNAmt 

Existen evidencias concluyentes basadas en estudios físicos y genéticos, de 
que el genoma mitocondrial se recombina en cruzas de levaduras. Esto se demostró 
primeramente en cruzas entre cepas que llevaban marcadores mitocondriales de 
resistencia a drogas tales como oligomicina, paromomicina y cloramfenicol 
(Thomas y Wilkle, 1968). Durante estos estudios se/levaron a cabo análisis de 
transmisión y recombinación en diploides resultantes de la cruza de cepas 
haploides, los cuales inicialmente poseían mitocondrias de ambos progenitores. El 
surgimiento de nuevas combinaciones de murcadores indicaban la presencia de 
eventos de recombinación; clichos eventos tnmbién se pusieron de manifiesto a 
partir de la formación de DNA de una diferente densid2d de llotación que Ja que 
presentaban los progenitores (Preble, 1981; Dujon, 1981; Wilkie, 1983; Butow, 1985). 
Posteriormente Ja demostración física de recombinación entre moléculas de DNAmt 
in vitre fue realizada por estudios de microcopía electrónica (Sena et al .. 1986). 

Una aproximación diferente fue usada por Fonty et al. (1978) en sus.estudios 
de recombinación mitocondrial en levaduras. Utilizando copas progenitoras con 
patrones de restricción diferentes obtuvieron diploides recombinantes, esto es, se 
obtuvieron distintos patrones electroforéticos a los de los progenitores. Nuevos 
fragmentos fueron originados a partir de fragmentos del DNAmt de ambas cepas 
progenitoras debido a la recombinación de sitios de corte. Al parecer ocurrió un 
entrecruzamiento desigual en grandes regiones espaciadoras (ricas en A + T). 
(Prebble, 1981; Wilkie, 1983). 

Existen evidencias de que en los agrupamientos G + C corresponden a sitios 
de recombinación intramolecular, como se mencionó anteriormente, y que junto 
con las diferentes secuencias interventoras o lntrones, contribuyen en gran parte a 
Jos polimorfismos encontrados en levaduras aún en cepas de una misma especie 
(Dieckmann y Gandy, 1987). 
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1.6TAXONOMIA DE LEVADURAS. 

La taxonomía ele las levaduras, contrariamente a la sistemática ele Jos hongos 
"superiores", tiene un origen práctico, pues surgió en las industrias de Ja 
fermentación a finales del siglo XIX y principios del XX. L·JS primeros sistemáticos 
en levaduras, como una regla al servicio de estas industrias, seleccionaron 
propiedades fisiológicas más que carncteristicas morfológicas, con el propósito de 
diferenciación e ldentiiicación ele taxa, una práctica que en aquellos tiempos estuvo 
muy arraigada dentro ele la bacteriolooia (Van ciar Wait. 1987). 

Las levaduras son un grupo diverso ele hongos cuyos teleomorfos (estados 
sexuales) están divididos entre los Ascomicotina y Basidiomicotina. La agrupación 
ele las levaduras comparándolas con los honoos sup0riores es una conveniencia, 
que deriva de las caracteristicns ele crecimiento unicelular, así como de un estado 
sexual fuera de un cuerpo fructífero. 

Los primeros usos e.Je pruebas fisiológicas en la taxonomía de fevaduras, fueron 
la fermentación de ciertos azúcares, tales como glucosa, sacarosa, maltosa y 
rafinosa junto con las características morfológiws. Stelling-Del<i<cr (1931) introdujo 
la asimilación ele sulfato de amonio, asparagina, urca, peptona y nitrato, como fuente 
de nitrógeno, Lodder (1934) la asimilación de ciertos azúcares, Wickerham y Surten 
(1948) la asimilación de otros compuestos ele carbono, la proteólisis de In gelatina 
(licuefacción) también fué usada como un criterio más tomado en cuenta para la 
clasificación. (Kurtzman et al., 1983; Kreger-van Rij, 1987). 

Algunas características de las levaduras no mencion:idas en la descripción 
estándar son de importancia taxonómica. Estos son la composición química de la 
pared celular, similitud entre secuencia de bases del DNA y patrones enzimáticos, 
distribución física, geográfica, etología, entre otros (Lachance, 1985). 

La Investigación en la composición química 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. Encontrándose en levaduras 
ascornicetas principalmente, 0-glucana y quitina, y en las levaduras basidiomicetas 
íl-glucana, quitina y en algunos casos glucana (Kreger-van Rij, 1987). 

El criterio aceptado para el uso en especiación, lia ido avanzando 
paralelamente en el tiempo con mucl1as otras áreas de Ja microbiología, tomando 
en cuenta primero Ja morfología de los estados sexuales y vegetativos, seguido 
después por la delinición de taxa a través ele pruebas genéticas y bioquímicas, y 
finalmente debido a fallas parciales en estos criterios para producir resultados 
definitivos, se ha utilizado como apoyo las relaciones a partir ele secuencias de 
ácidos nucleicos. (Kurtzman et al., 1983). Algunos de estos criterios han llegado a 
ser devaluados, por ejemplo la distinción entre fermentación y fermentación ligera, 
y producción ele pseuclomicelio y formación de periciclo con formas lisas o rugosas. 
Debido a fallas parciales en los criterios anteriormente utilizados para producir 
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resultados definitivos, en la actualidad ensayos u nivel de macromoléculas. 
comparando ácidos nucleicos y protefnns han abierto una nueva perspectiva para 
la manera en la cual los laxa y aún especies de levaduras son reconocidos. 
(Kurtzman y Robnett, 1991; Steensma et al., 1988). 

Un criterio molecular empleado en la actualidad en la clasificación de levaduras 
es el análisis de la coenzlma O o ubiquinona (Yamada y Kondo, 1972; 1973; Yamada 
et al., 1980, 1981) estos estudios han revelado que el número de unidades 
isoprenoides en las cadenas laterales varían de 5 a 10 (0-5 a O- 10) entre taxa de 
levaduras. En muchos gonóros, todas las especies tienen el mismo número O pero 
la heterogenidad existe en genéros tales como Pichia,Hansenu/a y 
Saccharomycopsis. Esto podría indicar que las especies atípicas estan 
incorrectamente asignadas, y una comparación de estas especies por otras técnicas 
moleculares tienen interesantes implicaciones filogenéticas (Kurtzman et al., 1983). 

La composición de bases del DNA, expresada como porcentajes molares de 
guanina + cilosina (G + C), es uno de los criterios moleculares tomados en cuenta 
también para la clasificación, ésta puede ser deterrn:nada a partir de perfiles de 
desnaturalización térmica, densidad de flotación en gradientes de sales de cesio, 
generados por cromatografía líquida de alta presión de nucleotídos o bases libres. 
Este criterio puede ser utilizado en algunos casos en los que se lia encontrado que 
da Información importante corno en Debaryomyces hansenii y D. marama que tiene 
un contenido de G + C de 39.0 y 39.1 molar % respectivamente, sin embargo 
muestran sólo un 8.4 % de complemenlariedad en secuencias de bases (Price et al, 
1978). Esto parece indicar que un contenido molar similar de G + C, no implica 
necesariamente una similitud en la secuencia de bases en el DNA, y que por lo tanto 
la delimitación do especies involucra un conjunto do carncterísticas con Igual 
importancia en la sistemática de las levaduras (Kurtzman et al., 1983). 

El problema de especies ha sido abordado con diferentes criterios en la 
clasificación de las levaduras del genéro Kluyveromyces, tal es el caso de Van der 
Walt y Johannsen (1979) y Johannsen (1980) que estudiaron el problema de 
clasificación tomando en cuenta las propiedades de hibridación entre distintos 
miembros de este género, esencialmente homotálico. Ellos compararon sus 
resultados con datos de relaciones de reasociación de DNAs obtenidos 
anteriormente por Vaughan-Martini (1973) y Marlini y Phaff (1973). Van der Wall y 
Johannsen cruzaron cepas de levaduras auxotróficas obtenidas por mutagénesis 
con N-metil-N-nilro-N-nilrosoguanidin::i, en medios que promueven el crecimiento 
de clonas recombinantes protolrólicas. Utilizando este método, observaron a partir 
de varias combinaciones, colonias prototróficas con una frecuencia de 10·10 a 10·8• 

Taxa con relaciones de DNA altas mostraron una frecuencia de recombinación 
mayor, los que fueron considerados como cocspecies, pero en algunos casos taxa 
con complemenlariedad de DNA baja también dieron un número considerable de 
recombinantes. La falta de cruzas en generaciones sucesivas de la progenie ha 
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hecho difícil la interpretación de estos datos.(Johannsen, 1979, 1980; Kurtzman, 
1983; Vaughan-Martini et al., 19137). 

A través de diferentes estudios de comparaciones de similitud en la secuencia 
del DNA entre diferentes especies analizadas se lia logrado demostrar que especies 
de algunas levaduras ascosporógenas son sinónimos de otras especies, o 
representan estados imperfectos de hongos hifalos (l<urtzman et al., 1983). 

Análisis de relaciones de otras macromoléculas, talos como las do DNA-DNA 
o RNAr-DNA, han provisto sin embargo, un medio para determinar relaciones 
filogonéticas distantes. Algunos genes divergen más lentamente y la proporción de 
DNA genómico que codifica para el RNAr está 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 dismutas..;, aunque menos conservado que el que codifica 
para el RNAr, presenta una tasa es aún menos divergente de lo que aparenta a partir 
de comparaciones del DNA del genoma completo (Baumann y Baumann, 1978). 
Los estudios inmunológicos de similitud de proteínas para levaduras son muy 
dispersos y la información resultante es altamcmte dependiente de la clase de 
proteínas estudiadas. Lachance y Phaff (1979) utili:aron exo-G-glucanasas para 
especies de Kluyveromyces pero encontraron que la enzima está pobremente 
conservada y las distancias inmunológicas entre la mayoría de las especies fue muy 
grande para ser tomacla en cuenta para determinar relaciones evolutivas en este 
género.(Fuson, 1987; l<urtzman et al., 1983). 

La electroforésis de aloenzimas representa otro medio de estimación de la 
diversidad molecular, y como en el caso de estudios inmunológicos de la presencia 
y composición de mananas, la resolución depende del grado de conservación de 
la secuencia (Sidenbergy Lacl1ance, 1986). La proporción dcmutaciones puntuales 
que son electroforéticamente dctectnbles es aproximadamente de 0.27 debido a la 
redundancia del código genótico y la gran proporción de aminoácidos que son 
eléctricamente neutros Vaughan-Martini et al., 1987). Lachance et al. emplearon esta 
tecnología para establecer relaciones taxonómicas en el género Kluweromyr.cs 
(Lacliance, 1987; \laughan-Martini, 1987). 

El análisis del DNAmt en la clarificación de la situación taxonómica de 
organismos tales como honaos, levaduras y algunos arupos humanos, asf corno el 
estudio ele su polimorfismo ha siclo recientemente utilizado. La comparación de los 
DNAmt de levaduras, por análisis de restricción para propósitos taxonómicos ha 
sido demostrado repetidamente ( Roilly y Thomas, 1980; Faugeron y Gayen, 1985; 
Caria et al, 1990; Cosson, 1979; Morimoto y Rabinowilz, 1979; Picard-Pasquier et al 
al., 1990; Takano et al. 1990), así como su utilización con fines evolutivos (Cann et 
al, 1987; HasegJwa y Horai, 1991). 
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Los análisis del DNAmt que tienen lugar en la sistemática de las levaduras nos 
proporcionan información acerca del tamaño, orden y localización genética, así 
como también información a "grosso modo" de la conservación de determinadas 
secuencias, todo esto basado principalmente en la utilización de endonucleasas de 
restricción. Esta técnica sólo os aplicable a organismos estrechamente 
relacionados. Sólo moléculas de Di'IA con baja complejidad en cucmto a tamaño, 
tales como plásmidos, genomas do virus, DNAmt, DNAr, DNA de cloroplastos o 
DNA nuclear repetidos de baja complejidad (Clark-Walker, 1983 a; Caria et al., 1990). 

McArthur y Clark Walker (1983) correlacionaron tcieomorfos y anamorfos do 
las levaduras Dokkcra v.d. Walt y Brcllanomyces J<uff. & V. Laer. Estos análisis son 
suficientemente sensibles para detectar divergencia en las secuencias aún en 
genomas de individuos de la misma especie. Este polimorfismo substancial ha sido 
reportado además de en levaduras en individuos humanos y ratas; con la 
elaboración de mapas físicos de los genomas mitocor,,•.; 0 les además de similitudes 
encontradas en los genomas hasta la fecha estudiados, se han encontrado 
marcadas diferencias en ciertas regiones del DNA ( Brown, 1980; Tzagoloff, 1982). 
Kozlowski y Stepien (1982) investigaron las similitudes del DNAmt de diferentes 
especies de Aspergillus y construyeron un árbol filático hipotético a partir de los 
datos de restricción. 

Estos estudios no representan un criterio único a tomar en cuenta para la 
sistemática de las levaduras, como ya se ha mencionado con anterioridad existen 
varios puntos de apoyo en esta área 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, morfología, bioquímica y 
perpetuación de las levaduras, es decir, aumentan el acervo de conocimientos de 
organismos eucariontes, y donde muchos de estos aspectos pueden ser útiles para 
entender algunos procesos llevados a cabo en otros organismos. 
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Ob'etivos 

2. O B J E T 1 V O S. 

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

2.1 Analizar morfológicamente las cepas comprendidas en este estudio. 

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

2.3 E>.1raer y purificar el DNAmt de los cinco aislados de K. marxianus var. 
marxianus, para realizar análisis de restricción. 

2.4 Elaborar mapas físicos ele restricción de los genomas mitocondriales 
analizados. 

2.5 Realizar pruebas de hibridación con sondas heterólogas para localizar 
probables secuencias genómlcas que codifiquen para el apocitocromo b, los RNAs 
ribosomícos 15S y 21 S y las subunidades 6 y 9 de la ATPasa mitocondrial, 
secuencias que se sabe están conservadas en todos los DNAmt estudiados hasta 
la fecha. 

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

3.1 Cepas. 

Las cepas deK!uyveromyces utilizadas en este trabajo fueron las siguientes: 

CEPA 

K.r~ 

No. CLASIFICACION 

1.8. 

L-836"" 
NRRL-1195 

L·B37 
NRRL Y1109 
ATCC-8554 

CBS·5795 
UCD-5561 

L-670 

NRRL Y-8281 
CBS-712 

L-668 

ORIGEN 

Fermentado de masa de mafz 
con búlgaros 

Aislado de yogurt 

Dosconoc/do 

Desconocido 

Mutante auxótrofa 
His do NRRL Y-1140 

•Cepa donada por la Dra. Patricia Lappe.Colección del Instituto de Biologla. 
UNAM. México. 

•• Cepas donadas por la Dra. Jovita Martínez. Colección del CINVESTAV, 
Unidad Zacatenco. México. 

••• Cepa donada por el Dr. C.P. l\urtzman. Colección Northern Regional 
Research Center (NAAL). lllinois. USA. 

•••• Cepa donada por el Prof. James R. Matton 
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3.2 Medios de Cultivo 

Los medios de cultivo fueron los siguientes: 

Medio Luria Bertani (LB): 

Cloruro de Sodio 1 % 

Extracto de levadura 0.5 % 

Bactotriptona 1 % 

Medio LB con ampicilina: 

Lleva lo mismo que el medio anterior más Ampicillna 70 gfml 

MedioYPD: 

Extracto de levadura 1 % 

Peptona de gelatina 1 % 

Dextrosa 2 % 

Medio de Extracto de Malta: 

Extracto de malta 5 % 

Agar3 ~~ 

En los casos en que se utilizó medio sólido como YPD y LB se añadió agar al 
2 % a cada uno de los mismos. 

3.3 Análisis morfológico de las ascosporas. 

Las cepas frescas se purificaron por estriación en medio YPD sólido para aislar 
colonias individuales. 

Una vez purificadas, las cepas fueron sembradas en mediode estracto de malla, 
el cual favorece la esporulación. Diariamente se realizaron observaciones al 
microscopio en el sistema de iluminación de contraste de fases, para registrar la 
formación y morfología de las ascosporas. 
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3.4 Curvas de Crecimiento y Tiempos Medios Generacionales. 

Una vez crecidas y purificadas las cepas en medio sólido de YPD,se prepararon 
diluciones en agua destilada estéril de cada cepa,parapostoriormentu inocular 1 
x106 células enmatraces nefelométricos conteniendo medio YPD. Se incubaron a 
30C con agitación constante, y para determinar el crecimiento celular se midió la 
turbidez cada 30 minutos en Fotocolorimétro de Klett utilizando el filtro rojo {600 
nrn).Los registros se realizaron hasta alcanzar la fase exponencial.El tiempo medio 
generacional Sl< calculó a partir c!o los datos obtenidos con las curvas de 
crecimiento. 

3.5 Espectros de Citocromos 

Para analizar las posibles diferencias espectrales entro las cepas estudiadas 
se realizaron espectros diferenciales de absorción do los citocrornos a temperatura 
ambiente. 

Para esto se analizaron los espectros absolutos (reducido menos oxidado) 
tanto de mitocondrias como de células complotns crecidas hasta la fase exponencial 
temprana (aproximadamente 18 h.).Para el análisis de células completas se 
utilizaron aproximadamente O. 75 x 107 células/mi por cepa, resuspendidas en l<H2 
P04-glicerol al 30%, se utilizó como blanco para igualar la basal y obtener los 
espectros absolutos loche descremada al 10%, reduciéndo con N02S204 en exceso. 
Los espectros se realizaron en un espectrofotóm2tro de doble rayo U.V.-Vis. 
SLM-Aminco DW-2000. 

Para obtener Jos espectros mitocondriales, primero se 
cuantificaronlasproteínas mitocondriales totales porun método modificado de 
Lowry (Woll, 1978). Se utilizaron 4mg/ml de protefna mitocondrial resuspendida en 
KH2P04 oxidándose totalmente con 1 mr>il de ferricianuro de potasio, y 
posteriormente se redujo con Na2S2Q4 para obtener los espectros diferenciales 
absolutos.El analisis espectral se realizó en un espectrofotómetro de doble rayo. 

3.6 Purificación del DNA rnitocondrial. 

El método de purificación utilizado en el presente trabajo se detalla a 
continuación, como una modificación al descrito por Hudspeth et al., 1980. 

Se crecieron las cepas en medio YPD a 30ºC con agitación constante, hasta 
la fase estacionaria temprana de crecimiento (aproximadamente 18 hs.). Las células 
se colectaron por centrifugación a 1240 x g durante 5 min. en rotor GSA en centrifuga 
refrigerada Sorvall RC-5R, se lavaron dos veces con agua destilada y una vez más 
con Sorbitol 1.2M frío. 
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Posteriormente las células fueron resuspendidas en 3 volumenes equivalentes 
a su peso de una solución amo:-::guadora de digestión, que contenía sorbitol 1.2 
M,EDTA 1 mM, NaH2P04 75 mM, fl-Mercaptoetanol0.35M,más 1-2 mg dezimoliasa/g 
de células y se incubó a 35C con agitación lenta. Cada 15 min. se hacían 
observaciones al microscopio en contraste de fases de muestras diluidas en agua 
destilada para obse1var la formación de protoplastos (células en las que se ha 
digerido parciahnGnte la p:ircd celul:ir). La aparición del 80 a 90% de células rotas 
fue a los 45-50 min. dependiendo de la cepa. Los protoplastos fueron lavados con 
dos volumenes de Sorbitol 1.2 M con centrifugaciones a 1240 x g por 5 
min.Posteriormente se procedió a l1omogeneiz:ir en 75 mi de una solución 
amortiguadora de Tris-HCI 0.06 ív1 pH 7.5, Sorbitol 0.6 M, EDTA 1mM y BSA 0.1% 
por un min en licuadora a la máxima velocidad, rnanteniendose después a -2oºC 
por 3 min.,este procedimiento se repitió dos veces más, constatando al microscopio 
en contraste de fases la ruptura de las células. El homogenado se centrifugó a 770 
x g por 1 O min, se guardó en frío el sobrenadan te y el precipitado fue nuevamente 
homogenado y centrifug3do. 

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 centrifugc1ciones 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 mitocondri:is, eliminando en el sobrenadante 
microsomas y otros contaminantes; la pastilla obtenida en las centrifugaciones de 
alta velocidad era resuspendida en una solución de Sorbitol 0.9 M, Tris-HCI 1 OrnM 
pH 8.0 y EDTA 1mM. 

3.7 Obtención del DNAmt en gradiente de cloruro de cesio. 

El DNAmt puede ser purificado convenientemente en gradientes de densidad 
de CsCI 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 procedió a obtener el DNA en base 
a lo anterior. 

Las mitocondrias obtenidas fueron lisadas en una solución amortiguadora que 
contenía Sarcosil al 2%, Tris-HCI O. 1 M pH 8.0, NaCI 0.1 M y EDTA 1 OmM, 
posteriormente se disolvieron 5.91 g de CsCI/ en 5 mi de esta solución y se 
mantuvieron a 4ºC toda la noche. Esta solución se centrifugó a 27 000 x g por 30 
min para eliminar la nata proteíca formada;se ajustó el índice de refracción a 1.3945-
1.3965 dependiendo de la cepa y se aiiadió bisbenzimida (200g/ml) 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 más bandas correspondientes a DNA 
nuclear, RNA etc.) y el colorante fue eliminado con alcohol isoamílico saturado con 
TE 1 X ( Tris-HCI 1 OmM pH 7.5, EDTA í mM) y CsCI. Posteriormente la muestra se 
diluyó con dos volúmenes de la solución TE 1X y este volumen final se diluyó con 
tres volúmenes de etanol absoluto y se mantuvo a -20 ºe durante2 hs. Se centrifugó 
a 20 200 x g durante 20 min. El precipit2do fue resuspcndido en 300 1 de TE 1 X, el 
DNA se precipitó añadiendo 3 volumenes de etnnol nbsoluto y 0.1 volumenes de 
acetato de sodio 3 M e incubando 30 min. a -70°C. 

El DNA se recupero centrifugando en frío10 minen microfuga y el precipitado 
se lavó con etanol al 70% para eliminar el exceso de acetato de sodio. Se secó la 
muestra en una microfuga "Speed vac Concentrator'' Savant y se resuspendióen la 
solución TE 1 X. 

Para verificar que el DNA estaba en buenas condiciones, una alícuota de la 
muestra era sometida a electroforesi5 en un gel de agarosa al 0.8% a 80 volts. Si el 
DNA estaba contnminado con RNA ~e daba un tratami::>nto con 5-10 uf (10rng/ml) 
de RNAnsa A y so incubabn a 37°C durante 30 min. La RNAasa era extraída 
posteriormente con un tratamiento de fenal-cloroformo. El DNA se recupero como 
ya se ha indicado anteriormente. 

3.8 Análisis de restricción de los DNAs mitocondriales. 

Los DNAs mitocondriales fuerón cortados con endonucleasas de restricción 
de tipo 11, las cuales reconocen secuencias palindrómicas de 4 a 8 pares de bases. 
Las enzimas utilizadas en este trabajo se enlistan a continuación. 
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ENZIMA 

Cln I 

Hap 11 

Eco RV, Hao 111, Hha l. 
Hind 111, Pst 1, Sst 11, 
Xba l. 

Bgl 11, Eco RI, Nsi 1, 
Mlu l. 

Hinc 11, Kpn /, Spc l. 

Pvu 11, Sea/, 

Sal l. 

SOLUCION AMORTIGUADORA 

DE RESTRICCION 10 X 

Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM 
MgCl2 lOmM 

Tris-HCI (pH 7.S) 25 mM 
MgCl2 lOmM 
BSA 100 g/ml 
DTT 1 mM 

Trls-HCI (pH 8.0) 50 mM 
MgCl210mM 
NaCI 50 mM 

Tris-HCI (pH 8.0) 50 mM 
MgC/2 lOmM 
NaCI 100mM 

Tris-HCI (pH 7.4) 20 mM 
MgC/2 5 mM 
KCI 50mM 

Tris-HC/ (pH 7.4) 50 mM 
MgC'26mM 
KCI 50mM 
NaC/ 50mM 

Trls-HCI (pH 7.6) 100 mM 

M Cl210 mM 

Para realizar las digestiones se siguieron las recomendaciones de las casas 
comerciales (BRL o 181) dependiendo de la enzima de que se tratara. Las digestiones 
se llevaron a cabo en un volumen final de 1 O uf, esto es, 

1 uf de DNAmt* 

1 uf de Amortiguador de rnstricción 

0.5 uf de Enzima 

7.5 uf de Agua desionizada estéril 

• El volumen fue variable dependiendo de la concentración del DNA. 
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Para las digestiones con la enzima Eco RI se agregó 1 ul de espermidina {4 
mg/ml), ya que los patrones de digestión con esta enzima eran poco definidos. En 
todos los casos la temperatura de reacción fue de 37"C. Las digestiones se 
detuvieron agregando una solución que contenía Ficoll al 35 %,SDS 0.5%,azulde 
bromofenol 0.1 % y xilencianol 0.1 %. 

Se realizaron dig&stiones sencillas, dobles y triples, para locual primero se 
incubaba durante 2 hs el DNA con la enzima que tuviera un menor requerimiento de 
sales, y las siguientes enzimas eran adicionadas dependiendo de la concentración 
de sales recomendada, así mismo se agregaba la sal requerida para cada enzima 
y nuevamente se incubaba a la temperatura serialada durante el mismo tiempo. 

Los fragmenlos generados al digerir el DNAmt se separaron por electroforesis 
en geles de agarosa en basé a su tamaño; si se trataba de fragmentos de 1 a 8 Kb, 
la concentración del gel ora de 0.8%, en '1garosa al 1 % si los fragmentos a resolver 
eran menores de 1 l(b y en agarosa al 0.4 % en el caso de fragmentos mayores de 
1 O Kb. Las electroforesis eran llevadas a cabo en geles horizontales sumergidos en 
la solución amortiguadora TBE 1 X {Tris-HCI 0.089 M pHS, Ac. bórico 0.089 M y EDTA 
0.002 M) a 80 volts. Los geles se tirieron en una solución de EtBr {0.5ug/ml) y en la 
mayoría de los casos fueron tomadas fotografías ele los geles con película xxx con 
cámara Polaroid, utilizando filtro color naranja. 

El análisis de los fragmentos se realizó por el método de los algoritmos 
propuesto por Fitsch (1985), el cual concuerda con lo que propone Lewin, (1988). 

3.9 Hibridnción. 

La l1ibridación en este caso se realiza tomando en cuenta algunas 
caracteristicas reportadas, tales como que en levaduras incluso de especies poco 
emparentadas, parece haber un alto grado de similitud en la secuencia de genes 
mitocondriales. Por lo tanto genes específicos aislados del Dl~Amt Saccharomyces 
cerevisiae proveniente por lo general ele mutantes mitocondriales (petite), son 
usados como monitores de hibridación para detectar y localizar los genes 
equivalentes en otros genomas mitocondriales. Eslas sondas son también de 
utilidad en la elaboración de los mapas de restricción. 

Los experimentos de hibridación constan de 4 etapas principales: 

- Purificación y marcaje del monitor. 

- Transferencia del DN.'\ a una membrana do nylon. 

- PrehilJridación o Hibridación. 

- Desarrollo de color para la visualización de la hibridación. 
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3.9.1 Purificación y marcaje del monitor o sonda. 

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

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

- Se cortó el plásmido con las endonucleasas que generaran el fragmento que 
contiene la secuencia requerida . 

- El fragmento se separó por electroforesis en agarosa, para posteriormente 
electroeluirlo* y ¡:-recipitarlo para poder recuperarlo. 

- El fragmento fue marcado por el método de "Nick-Translation" con derivados 
biotinilados, con un sistema de detección de ácidos nucleícos no radioactivo 
"BluGene" de Bell1esda Research Laboratorios (BRL). e;1 el cual se utilizó como 
desoxinucleótido biotinilado dUTP y posteriormente dATP. El procedimiento de 
marcaje se indica a continuación : 

* El método da electroolución so detallará más adelante. 

Se mezclaron aproximadamente 1 ug del DNA del fragmento, 1 ul de NaCI 0.5 
M, 5 1 de una mezcla de nucleótidos la cual no contenía uridina, 2.5 1 de dUTP 
blotinilado (200 pg/1111). y 31.5 ul de agua destilada estéril, se mezló todo 
perfectamente. 

Posteriormente se añadieron 5 ul de una solución que contenía DNA 
polimerasa y DNAasa, se mezcló suavemente y se incubó la mezcla a 15C durante 
90 min. La reacción se detuvo agragando 5 ul de una solución de EDTA 300 mM. El 
fragmento marcado fue precipitado con etanol, secado y resuspendido en la 
solución TE 1X. 
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TABLA 1 Sondas moleculares 

Tamaño de la sonda 
obtenida del 

Locus Plásmido . Origen plásmldo (Kb) Descripción 

0111 pMZ·oli1 5.c.054ClO·A3 1.0 Fragmento Pal 1 

;< ,mer,p:,o,Ri clonado en el sitio 
EcoRV da p8R329, 
obtenido por digestión 

oli2 pL0·4 5.c.0514 1.0 Fragmento Hap 11 clo-
( ,mef.()1R1 . nado en los sitios 

Hind 111-Nhe 1 da 
pBR322. 

citb pWM37-10H K.l.WM37 1.0 Fragmento Hae 111-
(a, hls') Hae 111 clonado en 

pTZ18·R 

5·rRNA pES-15s 5.c.0580 1.2 Fragmento H.:ipll clo-
( ,mer,P") nado en el silioEco AV 

de pBA32:.?. 

L-rRNA pKLM·15/4 K.l.WM37 3.5 Fragmento Hind IJI-
(a, hiS:) Hpa 1 clcnado en Jos 

sitios Hind 111-Sma 1 
de pTZ1BR. 

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

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

Los plásmidos a partir de los cuales se obtuvieron las sondas, se verificaron 
primero mediante una minipreparación (STET), que se describe a continuación. 

Se crece la cepa en medio de LB más ampicilina por 24 ha 37C. Se colectan 
las células con un palillo y se resuspendcn en 350u 1 de STET (Sacarosa 8.0 %, tritón 
X 100 al 5.0 %, EDTA 50 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8.0) en un tubo Eppendorf de 1.5 
mi utilizando vortex. Se añaden 30 ul de STET lisozima ( 10 mg/ml de lisozima en la 
sol. STET) y se mantienen en baño de ebullición por 5 min. Se centrifugó en una 
microfuga en frío por 1 o min, el precipitado es eliminado con un palillo estéril. Se 
adiciona al sobrenadan to 350 ul ele isopropanol. se mezcla lentamente por inversión 
y se conueló a -7ü°C por 15 min. Posteriormente, se co11triluua en frio durante 1 O 
mina 15 400 x g desechando en esta ocasión cuidadosamente el sobrenadante, se 

[Si.'.~ 

~ 
TES!.! 

A)!S, LJ¡, 
NIJ DF.gf 
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añaden entonces 200 ul de TE 1 X para resuspender el precipitado. Se agregan 600 
ul de una solución etanol-acetato de sodio {50 mi de etanol absoluto y 8 mi de acetato 
de sodio 3 M), mezclando perfectamente y manteniendo a -70ºC durante 15 min. 
Se centrifugó nuevamente en fria por 1 O min, eliminándose posteriormente el etanol. 
Se lava con etanol al 70 %, se seca y se resupende finalmente en TE 1 X. 

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

Una vez que se comprueba la existencia del plósmido, se procede a realizar 
una preparación de DNA a mayor escala. La Mellan DNA midiprep, constituyó una 
buena opción, ya que proporciona una buena cantidad de DNA y con muy poca 
contaminación de RNA. 

La Mellan prep consiste en lo siguiente: So promueve el crecimiento de las 
células en medio sólido de LB con ampicilina durante 24 h a 37°C. Se inoculan 
matraces nofolométricos con 25 mi de medio de LEl con ampicilina y se crecen tocia 
la noche con aercación vigorosa a 37°C. 

Las células se colectan por centrifu¡pción por "IO m'n a 3 020 x g, se decanta 
el sobrenaclantey el precipitado se rosuspenclo on 5 mi de NaCI 1 o mM. Se centrifuga 
nuevamente a 3 020 x g durante 1 O min. 

El precipitado se resuspende en 0.6 mi de una solución 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 añaden 1.2 mi de una solución NaOH 0.2 M y SDS 1 %, se mezcla e 
Incuba en hielo por 10 min. Se afiaden 0.75 mi de una solución acetato de sodio 3 
M pH 4.8 y nuevamente se incu!Ja en hielo por 1 O min. Se centrifuga a 27 000 x g 
durante 15 min y al precipitado so lo agreg;m 10 ul do RNA¡¡sa A {10 mg/ml). 
incubándose a 37°C durante 20 min. Se extraen las proteínas con una mezcla a 
partes iguales de tratamiento fenol:cloroformo; se centrífuga durante 5 mina 3 020 
x g para separar fases. El DNA recuperado se precipita con dos volúmenes de etanol 
absoluto a temperatura ambiente por lo menos durante 2 min. El precipitado se 
colecta por centrifugación a 8 700 x g por 1 O min, se lava con etanol al 70 %y se 
seca en vacío. 

El DNA se rcsuspcndc en 160 ul de ugua y se transfiere a un tubo Eppendorf 
de 1.5 mi, donde se lo agrega •10 ul de NaCI 4 M. Se rnezcl¡¡ por inversión 
ariadiéndose posteriormente 200 ul de PEG.8 000 al 13 %. so mezcla nuevamente 
dejándose en hielo 1 h. Se colectó ol DNA por centrifugación en microfuga a 15 400 
x g por 10 min. Se elimina totalmente el PEG ya que éste puede inhibir 
posteriormente algunas ele las enzimas a utilizar. 

El DNA precipitado se lava nuevamente con etanol al 70 %, se seca al vacío y 
se rosuspendc en 50 ul clu TE 1X. 
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El DNA obtenido de esta preparación fue cortado con las respectivas 
endonucleasas de res:rición dependiendo del plásmldo de que se tratara, para 
posteriormente electroeluir el fragmento que se utilizaría como sonda. 

La electroelución consistió en lo siguiente: 

En un gel de agarosa al 1 % tefiido con ELBr, se corría el DNA del plásmido 
(según el fragmento de la sonda que se quería obtener) digerido previamente, junto 
con un marcador de peso molecular. En casi todos los casos se utilizó el DNA del 
fago lambda cortado con Hind 111 y Eco RI. 

Una vez separadas suficientemente las bandas generadas por Ja digestión, 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 diálisis de 6 mm, se inició nuevamente la corrida hasta que la banda 
o fragmento de interés quedara absorbida en el papel filtro, esto se verifica 
iluminando con luz U.V. ni gol y al filtro. 

El filtro que contenía el DNA se coloca dentro de un tubo Eppendorf de 0.5 mi 
agujerado en el fondo, el cual a su vez se encontrab3 dentro de otro tubo Eppendorf 
de 1.5 mi; se centrifuga por 30 segundos y se conserva el sobrenadante en otro tubo 
Eppendorf. Se lava el filtro con 100 1 de TE 1 X y se centrifuga nuevamente por 30 
seg., guardándose el sobrenadante con el anterior, iinalmente se lava el filtro con 
50 ul de TE centrifugándose ahora en frío por 2 min. Se toma el resto del 
sobrenadante, para ahora todo junto precipitarlo con 3 volúmenes de etanol 
absoluto y 0.1 volúmenes de acetato de sodio 3 M, y de esta manera obtener el DNA 
como ya se ha mencionado anteriormente. 

3.9.2 Transferencia del DNA a una membrana de nylon. 

El DNA fue digerido con una o más enzimas, y los fragmentos fueron separados 
por electoforesis en agarosa, el gel fue fotografiado. Posteriormente el DNA fue 
desnaturalizado" in situ" manteniendolo por una hora en una solución de NaOH 0.5 
M y NaCI 1.5 M con agitación constante y suave a temperatura ambiente. 
Inmediatamente se neutralizó con una solución de Tris-HCI 1 M pH B.O y NaCI 1.5 
M con agitación constante y suave a temperatura ambiente, durante una hora. El 
dispositivo de transferencia se muestra en la Fig. 3.1 
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flnroJMM 

F'Ji1" de nyk)n 

Flg. 3.1 Dispositivo de trnn::.fcrcnci"1 tipo "Southcrn". 

El gel se colocó sobre el puente de papel filtro 3 MM , tiras de parafilm fueron 
colocadas rodeando el gel para evitar un corto circuito por contacto de la 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 solución SSC 6X (preparada como una dilución a partir de 
una solución SSC 20X, NaCI 3 M y citrato de sodio 0.3 M) durante 5 mln, se dejaba 
secar a temperatura ambiente y se horneaba a 80C por dos horas para fijar el DNA 
a la membrana de nylon. 

3.9.3. H:bridación. 

La hibridación esencialmente se realizó en tres etapas, pre-hibridación, 
hibridación y lavados postl1ibridacionales. 

La prehibridación consistió en la incubación de la membrana de nylon dentro 
de una bolsa de plástico sellada con una solución llamada de prehibridación, la cual 
esta compuesta de lo siguiente: 

Solución: SSC 6X 

Denhardt SX * 

sos 0.2 % 

Tris·HCI 20 mM pH 8.0 

EDTA2 mM 

H20 desionizada estéril 

DNAtt ** 
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* Esta solución se preparó como dilución a partir de una solución Denl1ardt 
50X : Flcoll 1 %, Polivinilpirrolidona 1 %, Albumina sérica bovina 1 % . 

•• El DNAtt . es el bloqueador de la membrana de nylón, evitando así 
hibridación inespecífica. Se preparó una solución de DNAll (DNA de timo de ternera) 
de 1 Omg/ml, se disolvió por agitación en un vortex y se mantuvo toda la nocl1e en 
fria para terminar de disolver. La solución se sonicó en frío hasta que disminuyera 
su viscosidad. Se exlrajo con un volumen igual de fenal neutralizado con 
amortiguador de tetraborato de sodio 20 mM agitando y centrifugando a 12 100 x 
g por 1 O min. El DNA se precipitó con dos vol u menes do etanol absoluto, se lavó 
con etanol al 70 %, se secó y se resuspendió en la mitad del volumen original. (Dillon, 
et al., 1985; Howley et al., 1970). 

Posteriormente se midió la absorbancia de la muestra en un espectrofotómetro 
a 260 nm, para ajustar su concentración final a 1 Omg/ml. Antes de agregar el DNAct 
a la solución de hibridación se mantuvo en baño de ebullición por 1 o min y se enfrió 
inmediatamente 5 min en h1olo. 

La prehibridación se lle\'Ó a cabo incubando a 65ºC durante 4 hs, al termino 
de las cuales fué drenada la solución de prehibridación de la bolsa e intercambiada 
por la solución de hibridación, la cual contenía además de la solución de 
prehibridación la sonda biotiniiada, diluida 1 :200, calentada a eliullición 1 O min y 
enfriada inmediatamente 5 min en hielo. La hibridación se realizó durante toda la 
noche incubando a 65°C con agitación suave. 

Un punto muy importante durante la hibridación son los lavados 
posthibridacionales, con los cuales se elimina la marca no unida al DNA y se asegura 
que sólo haya quedado unida la sonda utilizada (Howley et al., 1979; Frnifelder, 
1985). 

Los lavados posthibridacionales se realizan tomando en cuenta las 
características fisicoquímicas del DNA, esto es, al someter a altas temperaturas al 
DNA este tiende a desnaturalizarse, separándose las cadenas, y permitiéndose de 
esta manera el reconocimiento entre DNAmt y sonda, la cual está también como 
DNA de cadena sencilla. Cuando se utilizan altas concentraciones de NaCI (mayores 
de 0.5 M) aumenta la fuerza iónica, estabilizando la doble cadena y por consiguiente 
aumentando la temperatura de fusión (Tm), y favoreciendo la unión de los DNAs 
heterólogos (Freifelder, 1985; Lewin, 1987 ). 

Para las sondas utilizadas en este trabajo se tomaron dos condiciones de 
lavado, una llamada de "alta astringencia" o "muy estricta", la cual se utilizó con 
bastante eficiencia para las sondas de apocitocromo b, subunidades rlbosomales 
grande (21 S) y pequeiia (15 S), así como también para la sub unidad 9 de la ATPasa 
(ali 1). Las condiciones de lavado en este caso fueron las siguientes: 
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El filtro era lavado por 30 min en una solución de SSC GX y SDSai 0.1 %,con 
agitación suave a temperatura ambiente. Posteriormente se drenaba la solución de 
lavado, y se lavaba nuevamente, sólo que ahora so incubaba el filtro a 57ºC por una 
hora con agitación lenta en la misma solución. 

La segunda condiición utilizada fue una de" regular astringencia", en la que las 
condiciones de lavado fueron menos drásticas, y fué utilizada para la sonda de la 
subunidad Gde iaATPasa (oli 2), la cual no mostraba hibridación con las condiciones 
anteriores de lavado. En este caso se realizaron tres Invades, cada uno de 10 min 
a temperatura ambiente en la misma solución mencionada SSC 6X y SOS 0.1 %. 

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

3.9.4. Revelado de Ja hibridación 

Para el revelado del filtro se usaron los reactivos del equipo de BluGene de BRL 
mencionado anteriormente: 

- Conjugado estrepta,idina-fosfatasa alcalina (SA-.1\P) 1 mg/ml en NaCI 3 M, 
MgCl2 1 mM, ZnCl2 0.1 mM, Trietanolamlna 30 mM pH 7.6. 

- Nitroazul de tetrazolio (NBT) 75 mg/ml en dimetilformamida al 70 %. 

- 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) 50 mg/ml en dimetilformamida. 

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

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

Sol. 2 : BSA al 3 % en la solución 1. 

Sol. 3 : Tris-HCI 0.1 M pH 9.5, NaCI 0.1 M y MgCl2 50 mM 

Sol. SSC 20X : NaCI 3 M, citrato de sodio 0.3 M. 

Sol. SOS 5 %. 

Al terminar los lavados, GI filtro se mantuvo en la solución 1 por um min a 
temperatura ambiente. Se decantó la solución y el filtro se incubó con la solución 2 
en una bolsa de hibridación por 1 h a 65°C. Antes de terminar el tiempo de 
incubación con la solución 2, se preparó una solución del conjugado SA-AP diluido 
1:100 en la solución 1. Al terminar la incubación GI filtro se incubó 1 O min con 
agitación lenta a temperatura ambiente con la solución del conjugado; se decantó 
la solución y se lavó el filtro en la solución 1 en un volumen 20 a 40 veces mayor 
que el usada on la dilución de SA-AP, con agitación lenta durunto 15 min. So repitió 
el lavado y se lavó por último por 1 O min en la solución 3 a temperatura ambiente. 
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En el momento de terminar los lavados, se preparó la solución de coloración. 
A 7.5 mi de la solución 3 contenida en un tubo ele polipropilcno se le afiaclieron 331 
ele NBT y 25 1 de BCIP, se mezcló por inversión lentamente. El filtro se incubó en la 
solución anterior manteniéndose en obscuridad llasta que se diera la reacción de 
color, esto sucedía entre 30 min a 3 11. 

Una vez dacia la reacción ele color, ésta se interrumpía lavando el filtro en una 
solución de Trís-HCI 20 mM pH 7.5 y EDTA 0.5 mM por un par ele mín, se dejaba 
secar a temperatura ambiente y finalmente se horneaba dos mín a soºC. En la Fíg. 
3.2 se presenta un esquema que representa los diferentes pasos llevados a cabo 
durante el Southern blot y la hibridación 

/.x:,;;;y 

l 

SA-AP 

SA-AP 

__,. -
Flg. 3.2 Esquema gcncr¡,¡f de la~ t..::cmcus de Transferencia e: tt1orldüclón, utilizando 

derivodos blotlnllados. 

35 



Resultados y Discusióli 

4. R E S U L TA D O S Y D 1 S C U S l O N. 

4.1 Análisis morfológico de las ascosporas 

Como punto de paitida parn establecer las diferencias y similitudes entre las 
cepas estudiadas, fue necesario conocer aspectos relacionados con su moñologfa, 
como lo fue en este caso el análisis de las esporas. 

La clasificación de Kiuyveromyos marxkinus var. mar,<ianus está basada 
inicialmente en la clasificación del género, a través de descripciones moñológicas 
tanto de las células como do las esporas, así corno de los patrones de fermentación 
y asimilación de azucares; también son tomadas en cuenta la no utilización de nitrato 
como fuente de nitrógeno, los requerimientos vitárninicos y el sistema do coenzima 
0-6 presente, entre otras (Lach;:incc, 1889, Sidcnborg, 1087). 

Kiu¡rveromyces marxianus v;:ir. mar;1i¿¡nus so cmacteriza por presentar: células 
vegetativas esferoidales, ovoides, de cilíndricas a clongadas que sa reproducen por 
gemación. Presentan ascas conjugadas, tetraesporadas. Las ascosporas muestran 
forma reniformo, y tienden a aglutinarse después de la liberación (Van der Waals et 
al., 1984). 

Los patrones de fermentación y asimilación do azúcares de esta levadura se 
presentan a continuación: 

Fermentación: 
Glucosa 

Galactosa 
Sacarosa 

+ 
+ 
+ 

Maltosa 

Lactosa 
Rafinosa 
lnulina 

V 

+ 
+ 

Asimilación de componentes de carbono: 

Galactosa + Ratinosa + Eritriol 

Sacarosa + Almidón soluble Ribitoi 

Maltosa D-Xilosa + D-Manitol 

Celobiosa + L-Arablnosa + Ac. succínlco 

Trehalosa D-Ribosa V Ac. cítrico 

Lactosa + ói L-Rhamnosa inosiLol 

1 = ligera; v = variable. 

+ 

+ 

+ 
V 
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La esporulación constituye uno de los procesos que son llevados a cabo 
durante la fase mciótica del ciclo de vida de una levadura. La esporulaclón 
generalm.ente requiere la presencia de ambos alelos de los factores de 
compatibilidad MATa-y Mat- . (Esposito, 1981) 

Este fenómeno ocurre con la deprivación de fuentes de nitrógeno o carbono, 
o en presencia de fuentes de carbono ne :~rmentablcs, así como también con 
cambios notables en la temperatura óptima de crecimiento para cada cepa. Las 
condiciones para la esporulación en levaduras son similares a las requeridas para 
la formación de esporas en bacteria::; (Esposito, 1981). 

Estudios sobre la 111eiosis y formación de esporas constituyen un punto de 
apoyo para diversos tipos de análisis, como: 1) La determinación de eventos 
genéticos, bioquímicos y morfogenéticos que ocurren en células silvestres durante 
la csporulación; (2) identificación de genes que son indispensables para la 
esporulación y los papeles de las funciones meiótícas en otros procesos celulares; 
(3) distinción entre los eventos que son necesarios tanto para la csporulación como 
para la no esporulación , entre otros. (Reman, 1081 ). 

Durante el crEcirniento de las cepas en extracto de malta se registró lo 
siguiente: · 

las cepas 1.8. y L-835 presentaron céll:las elipsoidales do tamaño bastante similar 
(ver flg.4.4.1 ), y a partir de las 24 h se observó la fonnnción de pseudornicelio. La 
esporulación se observó al c&bo de las 48 h, observándose ascas cor> tétradas de 
esporas reniforrnas aún dentro de la célula, así corno también se observaron esporas 
liberadas. 

En la cepa L-670 se notó inicialmente quo se trataba de células más pequeñas, 
con gemación mú:tiple en los extremos de la célula (gemación polar). En este caso 
también se registró la formación de pseudomicclio, y la es¡:;orulación también se 
obse1vó a partir de las 48 h. Las esporas en esta cepa, se encontraron totalmente 
liberadas, es decir, no pudieron obse!Varse esporas dentro de las ascas, sólo en 
algunos casos dentro del pseudomicelio so encontraron agrupamientos lineales de 
cuatro 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 este caso las células eran de 
mucho mayor tama1io, además de presentar vacuolas muy grandes. La formación 
de pseudo micelio no fue tan abundante como en los casos anteriores. En esta cepa 
no se registró esporulación en un periodo de una semana, tiempo más que suiiciente 
para que ocurriera este proceso en el medio de cultivo utilizado, por lo que nos hace 
pensar que se trata de una cepa heterolálica, es decir, con un sólo factor de 
compatibilidad o factor sexual" a ó ", por lo que requeriría fusionarse con una cepa 
con factor de compatibilidad opuesto para obtener producción de esporas. En este 
trabajo no se utilizaron otros medios como inductores de esporulación, ni se 
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realizaron cruzas con otras cepas que pudieran ser compatibles para asegurar la 
naturaleza hcterotálica de esta cepa. 

Por lo que respecta a la cepa Y-8281 , se observó la formación de 
pseudomicelio también a partir de las 24 h y la esporulación a las 48 h . Las células 
son de tamaño mU)' similar al observado en las cepas l.B. y L-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 
clasificación de levaduras, pero no constituyan los únicos puntos que actua!mente 
son tornados &n cuenta para la taxonomíade las mismas.Entre otrosaspectos se 
incluyen el contenido de G + C, que para estas cepas va de 41.2-41.3 % mol (Phaff, 
1978), estudios de hibridación e interfertilidad (E. Johannsen, 1980), características 
ecológicas, pruebas de reasociación de DNA-DNA, análisis de aloenzimas, 
composición química de la pared, análisis del DNA mitocondrial etc, (Martini, 1987) 

a 
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Flgurn 4.4.1 Fotornicrogrn1ías de las ccp;:is do Kluw~romyc-es mmxiri.ntJs vor. ~ 
utilizadas en el presente trallajo; a) L-B3G; b) 1.8.; e) Y-8231; d) L-837 y e) L-670. Muestran la 
formación de pscudomlcclio (células olargad.i.s) y esporas, crecidas en medio de cx1racto de 

malta al 5% n temperatura ambiente. 
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4.2 Curvas de crecimiento 

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

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

CEPA TMG 

l.B. 
L-670 
L-836 
Y-8281 
L-837 

{hs.) 

1:20 
1:30 
1:40 
1:40 
1:40 

De primera instancia los datos obtenidos en esta pz.rte del estudio son bastante 
uniformes, y no se muestran grandes diferencias parecen entre las cepas 
estudiadas. Estos análisis son importantes ya que algunos estudios sobre 
especlación y posibles cambios por mutación, pueden ser detectados a partir de 
estos niveles de análisis. Estos resultados constituyen además otro punto utilizado 
dentro de la clasificación de levaduras. 

La cepa Y-8281 fue solamente utilizada en los análisis de esporas, patrones de 
restricción y en el presente. 
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4.3. Citocromos.Espectros de absorción. 

Recordando que las mitocondrias son organelos complejos, y que tienen un 
origen bigenómlco, nuclear y mitocondrlal, en el cual algunos componentes de la 
cadena respiratoria son codificados mltocondrialmente como el apocitocromo b, 
las subunidades 1, 11 y 111 de la citocromo oxidasa, se realizaron analisis espectrales 
de las diferentes cepas para tratar de localizar pósibles diferencias en cuanto a este 
aspecto. 

Los citocromos son proteínas lns cuales tienen como gn•po prostético a un 
átomo de Fierro contenido en una porfirina, que consta de cuatro anillos pirróllcos 
unidos en forma ciclica por puentes de diferente origen (WJ1ittai<er, 1982). Los 
citocromos son portadores de electrones en la cadena respiratoria y están 
involucrados en Ja reducción del 02, (la citocromo oxicJasa directamente). 

Los citocromos requieren de la adición o pórdida de un electrón para reducirse 
u oxidarse. El potencial de oxido-reducción depende de las estructuras que rodean 
al átomo de Fierro, no sólo la porfirina sino también el resto de la proteína. (Prebble, 
1981). Las formas oxidudas de la mayoría de los citocromos tienen dos bandas de 
absorción en la longitud de onda visible. mientras que las reducidas presentan tres, 
(550-605 nm), 13 (520-530nm) y {400-450nm) o región Sorot (González, 1990). 

En los espectros absolutos obtenidos a partir de células fig 4.3.1, encontramos 
patrones muy similares para las diferentes cepas; en estos es;:iectros diferenciales 
sólo se muestran las regiones;y 13, y sólo esta última fue tomada en cuenta para el 
análisis, ya que es la que presenta una mayor resolución para analizar los citocromos 
individualmente (l<eillin, 1925). Se encontró el máximo pico de absorción 
(5t,9-D50nm) pnra el citocromo c, así como también fuó el que se presentó con un¡:¡ 
mayor proporción con respecto a los otros dos citocromos. Para el citocromo b el 
máximo pico de absorción se registró en una longitud de onda de 560 nm y en una 
menor proporción que o! citocrorno c. Con respecto a la citocrorno oxidasa el 
máximo pico do absorción fué registrado en longitudes de onda de 606-607 nm. Los 
espectros obtenidos concuef'jan con el espectro reportado para células de!<. /actis 
(Wilittaker, 1982), por lo que se concluye que en las cepas aquí estudiadas se 
encuentran presentes los tres citocromos. 

La proporción de los citocromos observados presenta variaciones de cepa a 
cepa, encontrándose mayor proporción de Jos mismos en la cepa L-670, una 
cantidad intermedia en las cepas 1.8. y L-836 y una menor concentración de los 
mismos en la cepa L-837, estos datos nos resultaron interesantes, aunque como es 
sabido la concentración de citocromos varía no sólo de especie a especie, sino 
también en diferentes tejidos de un mismo organismo (Keilin, 1925). 

En la figura -\.3.2 se muestra los espectros diferenciales obtenidos a partir de 
mitocondrias aisladas. Se encontraron espectros muy similares para todas las cepas 
y se observó una reducción en la concentración del citocromo c con respecto a los 
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espectros de células completas, esto era de esperarse, ya que como se sabe es una 
protelna soluble, unida menos firmemente a la membrana mitocondrial que los 
citocromos b, c1 o a + a3 y por lo tanto puede ser parcialmente perdido durante la 
purificación de mitocondrias. 

En la figura 4.3.2 se muestran igua!mente sólo las regiones y fJ del espectro 
visible. El pico de mayor absorción para el citocromo c fué de 553-554 nm, para el 
citocromo b rué de 563 nm y finalmente para la citocromo oxidasa fue de 606-607 
nm. 

En la figura 4.3.2 también puede observarse que Ja c2pa L- 670 presenta una 
mayor proporción de citocromos mientras que la cepa L-837 presenta la menor 
concentración de Jos mismos. lo que concuordn con los espectros obtenidos a partir 
de células, esto nos hace pensar que realmente existo una diferencia en la 
concentración de citocromos para estas dos cepas, y no os un resultado debido a 
la estandarización de las concentraciones utilizadas en ambcs casos. Pero como 
ya se mencionó anteriormente cstGs variaciones parecen ser normciles dentro de 
una misma especie. 

La utilización de los métodos espectrofotométricos ha permitido Ja 
caracterización detallada de los citocromos que participan en Ja cadena respiratoria 
y ha abierto la posibilidad de establecer potenciales medios do oxidorreducción de 
los diversos componentes que intervienen en la transferencia de electrones, así 
como también han sido de gran apoyo para la identificación de mutantes deficientes 
respiratorias, y rearreglos y deleciones en el DNAmt de levadur;:is (Outton y Wilson, 
1974; Walz, 1979; González-Halphen, 1990; Hardy et al., 1989. 
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500 550 

LONGITUD 
600 650 

DE ONDA (nm) 

Figura 4.3.1. E~p<:!ctro~ de nb~orclón absolutos da ku• células. 1) L-670; 2) 1.6.; 

3) L-03G y <1) L-037. 
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LONGITUD DE ONDA (nm) 

FfgUril 4.3.2. Espuctros c.llfcrcnclalcs de mltocondrlas puflricadas. 1) L·670; 2) J.B. 

3) L-03G, y 4) L-037. 
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4.4 Análisis de los patrones de restricción del DNAmt. 

El análisis de los DNAmt empleando endonuclensas de restricción, permitió 
detectar un posible polimorfismo así como también algunas similitudes en este 
genoma, además de también poder determinar su forma y tammio lo qu constituyó 
una de las partes medulares del presente trabajo (Bernardi et al., 1975; Sanders et 
al., 1977; Prunell et al., 1977; Fonty et al., 1978). 

Una aproximación diferente para la caracterización física del DNA está basada 
en las propiedades únicas de las enzimas de restricción para conocer ciertas 
secuencias cortas de bases del DNA y cortar esta molécula en una posición definida. 
(Maniatis et al., 1982). Esta técnica sólo es aplicable a organismos estrechamente 
relacionados. ?.demás no todos los tipos ele moléculas de DNA presentan la misma 
complejidad. Sólo rnoléculas ele DNA con baja complejidad en cuanto a tamaño, 
tales corno plásmidos, genomas de virus, DNArnt, DNAr, DNA de cloroplastos son 
apropiados y produciran patrones d8 corto de restricción claros. (Clark-Walker, 
1983; Caria et al., 1990). 

Una vez purificacio el DNAmt, iu8 digerido con lns er.donucloasas citadas 
anteriormente. SG escogieron princip2!mente endonucleasas que reconocieran seis 
y cuatro pares de bases y pa!indromes con un número mayor de A-T, ya que corno 
se ha reportado estos genomas presentan rngiones ricas en A-T, por lo que se pensó 
quo ~;e obtr;ncJrbn 11ario!"i fro:1nrncnto~; :1/ cort;ir con m>las cnzim.'.ls el DNA. 
Efectiv.::unentu con en:.dmas que rcco11ocen secuencias con más de un par de A + 
T se generaron un mayor número de fragmentos como se muestra en la Tabla 4.4.1, 
en la cual se incluye a la cepa K. /actis WM37 que se utilizó como punto de 
comparación . 

Las enzimas utilizadas en este aná!isi~. su sec~encia nuclc:otíd;ca y el número 
de fragmentos generados pcr bs 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 número de sitios de restricción que el resto de las 
cepa;;. También puede observarse que no se encontraron sitios de corte para las 
enzimas Barn HI y Nl1e 1, cosa contraria a la reportada para la cepa de !<. /actis 
WM37. 

Al analizar los fragmentos generados al cortar con enzimas que reconocen 
palindromes con un alto contenido de G-C, encontramos que éstos eran pocos, 
teniendo por lo general uno o dos sitios de reconocimiento. Encontramos que para 
todas las cepas de K. marxianus existían sitios únicos para enzimas que tenían 
diferentes combinaciones en su secuencia de dos pares de G + C como es el caso 
de Pst f, Kpnl, Cla 1, Bgl 11 y MI u l. Como se verá más adelante al parecerla localización 
de dichos sitios en los diferentes genomas utilizados permanece constante. 
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Una característica notable de llamar I~ atención fué C:I hecho de qué para los 

DNAmt de las cepas Y-8281 y l.:~670 se encontraran numerosos sitios para las. 
- - -.- - -· ,- . 

endonucleasas Hae Uf y Hap 11, lo cual se ha reportado estar aso~iado con algunas 

variedades de K. marxianus (Ragnini y·Fukuhara¡ 1988), así como también en K. 

lactis;-lo que nos Indicó la posible existencia de agrupamientos ricos en G + C en 

estas cepas, los cuales no pudieron ser totalmente mapeados en algunos casos 

debido a sus pequeños tamafios, Ja mayoría menores a 1000 pb (Hardy, 1987). La 

función de estas secuencias en particular no es muy clara aún, pero existen hipótesis 

que proponen que se trata de sitios de recombinación intramolecular. duplicación 

de orígenes de replicación, sitios de escisión rilo-, vestigios de elementos 

tranponibles, etc.(Diecl<man, 1087), aunque frecuentemente se han encontrado 

estas secuencias en regiones espaciadoras intergénicas. En S.cerevisiae existen 

evidencins de que los agrupnmicntos de G + C juegan un papel en el procesamiento 

del RNA. (Ragnini y Fukuhnra, 198B). 

En las figuras 4.4.1 y 4.4.2 se muestran los patrones de restrición obtenidos a 

partir de los DNAmt de las cinco ce pes analizadas con diferentes enzimas en donde 

puede notarse claramente las diferencias y similitudes halladas durante el transcurso 

del estudio. Encontrarnos que las cepas 1.8. y L-836 presentaron igual número de 

fragmentos para las 18 enzimas utilizadas, el tamaño de los fragmentos rué el mismo 

también, éste fué calcul::ido a partir de marcadores de poso molecular. 



Asl mismo en las figuras 4.4.1 y 4.4.2 puede observarse los numerosos sitios 

para Hae 111 y Hap 11 para los DNA de las cepas anteriormente mencionadas. 

La existencia de agrupamienmtos de G-C es una característica tomada en 

cuenta para la clasificación de levaduras, ya que la presencia de las mismas 

ce' .~tltuye un indicio de relaciones evolutivas entre genomas. (Ragnini y Ful<uhara 

1988: Fuson, 1987). A partir de dichos agrupamientos y numerosos sitios de 

restricción se han encontrado dos grupos principales. uno constituido por K. lactis, 

K. drosophilarum, y K. vanudenii y otro constituido por K. marxianus, K. tragilis y K. 

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

los encontrados en el laboratorio para diferentes especies de Kluyveromyces. 



Resultados y Discusióñ 

Tabla 4.4.1. Número de fragmentos generadoS' eri l~s DNAmt de las cepas de 
distintos aislados de J<lvyveromyces marxlanvs var .. marxianvs con diferentes 
endonucleasas de restricción. 

.. 
End. de Secuencia 
res trie. reconocida !.B. --: 836_c---~ •~.3? '°-r". 67(¡' ~~~2a.1{ ·wMa1: 

5'· 3') 
;·c:J;--= 

,·o:·,,-,,-.:-.:,;~; 

Hao 111 GGCC 3 5 ""·14. -·9 .12' 
Hap 11 CCGG 3 4•: ·,;: i2;i {9 ·" 24 
Hha 1 GCGC 4 s· .,_, 5.'•o? .. 

,~- 5 , 10 
Sma 1 CCCGGG o o o:'~: º·· 5· 
Sst 11 CCGCGG 1 2' '.2 .. ·¡4 

Bam HI GGATCC o o o o 2 
l<pn 1 GGTACC 1"' ·1 2 
Mlu 1 ACGCGT 1 1 1 
Nhe 1 GCTAGC o o o o 
Pstl CTGCAG 1 1 1 1 
Pvu 11 CAGCTG 2 2 2 2 3 
Sall GTCGAC 2 2 2 2 2 2 
Sst 1 GAGCTC o o o o o 
Bgl 11 AGATCT ., 
Cla 1 ATCGAT 1 1 3 
Eco Rl GAATTC 5 6 4 
Eco RV GATATC 2 2 6 
Hinct 111 AAGCTT 5 5 3 
Nsi 1 ATGCAT 9 7 8 7 X 
Sca I AGThCT 3 3 2 2 o 
Xba 1 TCTAGA 2 2 2 2 2 3 
Hinc H GTpPAC 5 7 

P= Ao G 

p= e oT 

X= no determinado. 

•Tomada de Ragnini, 1988 y Caria, 1989. 
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Figura 4.4.1. Patrones de restricción de los dl!j1in1a.s ccpils nn;iliz<ldas, digcridD.$ con 
diferentes cndonuclc;isnz de restricción, Hlnd 111, Eco Al y Hap 11. 
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Hlncll Hae 111 Eco AV. 

Figur;:i 4.4.2. P.'.llfoncs do rcs1ilcclón de /:is distintas ccp<ls anullz.:idns, digeridas con 
difcrcnlct; ~ndonuc/c.:tsns de restricción, H/nc JI, Hnc 111, y Eco RV. 
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4.5 Tamaño y forma de las moléculas de DNAmt. 

A partir delos patronos de restricción dediges:iones dobles y sencillas, tamaño 
y número de fragmentos obtenidos con las diferentes er.zimas utilizadas se 
determinó el tamalio y forma de los genomas mitocon~rialcs analizados en el 
presente estudio. 

Se encontró que se trataba ele moléculas circulares en todos los casos ya que, 
al realizar digestiones dobles Ja suma de los fragmentos Gra igual a la suma de los 
fragmentes obtenidos por las digestion9s senciilas para las mismas enzimas 
utilizadas. Esto era de esperarse, ya que en c;:isi todos Jos DNAmt de levaduras 
reportados se han encontrado poblaciones de molécu:as circulares. (Tabla 1.1) 
(Clark-Walher, 1983). 

El tam<:iño de las moléculas fué deducido a p::i11ir de los fragmentos generados 
al cortar el DNA con las endonuclecsas y al ser separados en geles de agarosa de 
diferente concentración, como se indico anteriormente en la metodología. El tamaño 
de los fragmentos se cb~uvo a partir de la comparación de fas mismos con la 
comigración de diferentes marcadores de peso rno!ccu/:t;- t;;.les cerno el DNA del 
bacteriófago fQmbC:a ccrtaclo con Hind lll ,el Di'JA del fago X 174 digerido con Hae 
lll y m::ircaciores de alto peso molecular. En la figura 4.5.1 se muestra el DNAmt de 
la cepa L- 837 cortado con Eco RI y lus enzimas de sitio único en un gel de agarosa 
a! (0.8 %), en los carriles de los exrrnmo:; se encuentran los marcadores de peso 
molecular, en la Izquierda lambda + Hind fil mezclado con X 174 ;- Hae fil y en el 
extremo derecho Lambda + Hind lll + Eco RI. En la figura 4.5.2 se muestran Jos 
DNAmt de las cepas l.B. y L-836 cortados con Hind fil y Hind lll + Bgl 11 en un gel 
de agarosa al 0.4 %; en el carril izquierdo se obscrv::i a lambda + Hind lll y en el 
derecho un marcador de alto p·2so molecular. (BRL). 

Los tamarios del DNAmt para las diferentes cepas fueron los siguentes: 

-1.B. 40 Kpb 

- L-836 40 Kpb 

- L-837 40.5 Kpb 

- L-670 42.5 Kpb 

-Y-8281 39 Kpb 

Como puede verse el tamaño de estos genomas presenta variaciones en un 
interva:o muy pequelio, 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 tamaiio del genoma. En otros géneros de levaduras 
se han rnport;:ido grandes variaciones corno P.S el caso deSaccharomyces que varia 
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Figura 4.5.2. Digcstionco e.le li.ls ccpns 1.8. y L-836 con Hind 111yHind111 + Bgl 11. Gel ác 
¡:¡gnrozn <J.l 0.4%. 

4.6 Mapas de restricción 

La construcción de los mapas físicos de restricción fue llevada a cabo a partir 
de diferentes digestiones sencillas, dobles y triples de los DNAmt de cuatro de las 
cepas analizadas: 1.B., L-836, L-837 y L-670. Estos mapas se hallan representados 
esquemáticamente en las figuras 4.7.1. a 4.7.14 en los que los mapas están 
linearizados y Fig. 4.7.15 donde se presentan los mapas físicos condensados, en 
los cuales se puodon comparar mucho mejor los sitios do restricción para lus 
diferentes copas. 
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de 23-82 kpb y ~Brétanomyces que v~ de 28-101 Kpb (Clark-Walker, 1985; 
Hoeben, 1986). " · · · · · ·· ·· · · · 

".lJ ,-·tJ '~! .'r>f ¡ §7"~-:r-·~ 

.¡~, ", . /¡\¿('.;;,/;\' 1 
·, .. ·..;;··.\"• .. -. 1 

·>-;···-:·. ';·:" --.;--~ ...... /.i 
·.·'. '. .: .. ·.~ 

''.1 
¡ 

"j 
"1 

.___,...·_· ~--'-·· .,_e_, ··~' j 

Flgurn 4.5.1. Olgc::;tionc!J de la cepa L-037 con Hind 111 y los diferentes cndonuclcasoa de 
sllio único. Gel de agnros.a ::il 0.0%. 
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los cuales se pueden comparar mucho mejor los sitios de restricción para las 
diferentes cepas. 

Para la elaboración de los mapas se tomó como punto cero de referencia el 
sitio único de Pst l. E! mapa de K. /actis WM37 fué tomado de Ragnlni et al, 1988 y 
Caria et al, 1990. 

Se encontró que para las cepas 1.8. y L-836 los mapas de restricción fueron 
idénticos en cuanto a número de fragmontos generados por una misma enzima, 
tama1io de los mismos y localización dentro del genoma. En estas cepas se 
encl!entran conservadas las c:;stnncias de los sitios únicos de r.;strlcción, las cuales 
se presenta a continuación: De Pst 1 a Cla 1 14. 7 f<pb; entre Cla 1 y Mlu 1 0.5 f<pb; de 
Mlu 1aBgl11 la dislancia fué de 12.8 Kpb; de Bgl 11al<pn110.G l<pb y finalmente de 
Kpn 1 a Pst 1 1 .. : J<pb. Esta gran similitud también ha sido encontrada en los DNAmt 
de las cepas K. fraailis 2'•15 y!<. bulgaricus 4327 estudiadas en el laboratorio; a 
excepción de un fragmento in:\s pequofio encontrado para la endonucl0asa Xba 1 
para la cepa K fragilis. 

En la cepa J<.lactis Wfvi37 sa encontraron algunos de los sitios únicos 
obser<ados en el resto de lns cepas corno Pst 1yMlu1, pero adem:ís prc3enta sitios 
únicos para Sst 1 y Nhe 1, sitios estos ausentes en nuestras cepas. 

En el mapa de la cepa L-837 (figs. 4. 7.14 y4.7.15) so cncontmron mayornúmero 
de Gitios de rcslricclón que sn los dos mapas anterioros; también se encantaron 
alounas diferenc!as en cuanto a bs distancias que hay entre los diferentes sitios 
únicos. La distancia entre el sitio do Pst 1 y Cla 1 es un poco mayor (15. 7 Kpb) con 
respecto a las dos capas ant0riormontc mencionadas: así como también la distancia 
entre !os sitios Sal 11 y l<pn l (14.1 l<pb). pero, los sitios Mlu 1 y Bgl 11 ( 8.0 l<pb) · 
presentan una distanci<:! rnenor; ra distancia ontro Cla 1yMlu1 cd parecer es más o 
menos equivalente (1 .o Kpb). Otra caractcrís:ica i:npoltante en este genoma lo 
constituyó la presencia de un sitio único para la endonuclcasa Sst ti, el cual se haya 
localizado cerca del sitio de ~-11u I; en los tres mapas restantes esta enzima presenta 
dos sitios de corte (ver Tubln 4.·~.1 ). 

El rna1x1 de la cepa L-670 (figuras 4.7.13 y 4.7.15) es el de mayor tamaño, 
además do presentar e! m&yor núm&ro dG sitios de restricción para varias de las 
enzimas analizadas que o en eran más de un sitio do restricción, como por ejemplo, 
Eco RI, Hind 111, Nsi 1 y Hind 111. La excepción la constituye Sea 1, la cual presenta 
sólo dos sitios de corte en lugar de tres (ver mapas y Tabla). Esta cepa presenta 
numerosos sitios para Hae 111 y Hap 11 como se mencionó con anterioridad, 
caracteristic:i reportada para las cepas del grupo de K. lactis, y no encontrada en 
el resto do lns cepas analizadas. Los sitios para Hae 111 y H3p 11 reportados en la 
Tabla 4.4.1, no se encuentran representados en este mapa debido a su gran número 
y su pequeño tamaiio, la ma1'oría de menos do 800 pb. Para su localización se 
realizaron algunas clonaciones.poro con rnuy poco éxito, debido a problemas con 
el vehículo de clonación. Sin embaroo, a lo largo de este trabajo pudimos darnos 
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cuenta que estos sitios sa encuentran agrupados en dos áreas dentro del genoma, 
en la región que se encuentra entre los sitios de Pst 1 y C!a 1, y entre Bgl 11 y Kpn L 

En este mapa (L-670) al parocer parece h~ber unu inserción de 
aproximadamente 2.5 Kpb, que se encuentra representada por una mayor distancia 
entre los sitios de Pst 1 y Cla 1 (18.5 l<pb), y Bgl JI y Kpn 1 (17.4 Kpb). Pensamos que 
este aumento en el tamaño es debido la inserción de secuencias ricas en G + C, 
como se ha reporatdo con antorioridad, aunque no se descarta la posibilidad de 
cambies en las secuencias intrónicas; o que los fenómenos de recombinación 
producidos constantemente en las mitocondrias hubieran propicbdo este arregle. 

4. 7 Mapeo genético 

La elaboración de los mapas gen~• • .;os de las diforentes cepas estudiudas se 
llevo a cabo a partir de los mapas físicos de restricción y da la \'<:liosa utilización de 
sondas heterólooas marcadns con derivados biotin¡!ndo3 pcira la localiLaclón de 
secuencias similares a las subunidades poque1ia y orande del RNAr (15S y 21 S), las 
subunidades 9 y 6 de la lff Pasa mirocor:dri31 y el apocitocromc b. 

Como ya se mencionó en la Tabla 3.2, las sondas uu::zadas provienen de 
K.lactis y S. cerevisiae, levaduras muy relncicnndas con nuestras cepCis, por lo que 
se esperaba qua las condiciones para los lavados pcsthibridacionalos de alta 
astringencia (a!ta temperatura y baja concentración de sales) funcionara. Esto fué 
corroborado por la buena seiial de hibridación obtenida para el apocitocromo b, 
subunidades ribosoma!os y subunidad 9 de la ATPasa. 

En GI caso de Ju subunidild 6 (ali 2) de la ATP;:isa, ¡¡I utilizar !as mism::is 
condic:ones U e lavados que ~n el resto de /¡;¡3 hibridaciones, no obtuvimos ninguna 
se1ial, Jo que nos hizó suponer que 12. simHit1.1d de c~:c gen en nuestras cepas era 
muy poca. Por lo que se hicieron distintas pruebas Cilmbbndo las concliciones de 
astringencia. Realizando los lavados posthibridacionalcs D tcmpcmturn nmbicnte 
obtuvimos finalmente se1i~d de la c:<istencia ele esto gen; aunque la se,-1al observada 
nunca fué tan fuerte como para las demás sondas. Para verificar el gracia de similitud 
de ostc gen en es!éls dos especies posteriormente se procederá a la secuenciación 
del mismo en!\. rnarxia.nus var. marxianus, asf corno la realización de estudios de 
contenidos rr.olz.res de G + C, los cuales también nfectan l.Js condiciones de 
hibrid~c'ón. 

En la Fig. 4. 7.1 se prGsenta el resu:tado de la hibridación para la cubunidad 6 
de la cepa 837, con íragmontcs generados por digestiones sencillas y dobles con 
las enzimns Nsi 1, Hinc 11, Hind 111 y Eco RI, cortaclas todas estns con Mlu 1 para 
localizar con más ex:ictituJ al gen. Come puede observarse en el c:iso del carril 7 
se obtuvo el fragmento más peque11o de hibridación aproximadamente de 3 Kpb, 
esta se,-1<il es de oran ayucla, ya que nos proporciona un indicio ele la real ubicación 
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de dicha secuencia, debido a que las sondas utilizadas difícilmente sobrepasa 1.5 
Kpb. Las llechaz so.brc lafotografía Indican las bandas de hibridación en el filtro. 

figurn 4.7.1. Hibrld.:iclón con el gen de l.:i ~ubunidild G de la ATP.:i~il mt de la cepa L-037. 
1) i\+ Hlnd 111 +X ¡i 174 + Hoc 111; 2) Nsl 1; 3) Nol 1+MILI1; 4) Hinc 11; 5) Hinc 11 + Mlu 1; 6) 

Hlnd 111; 7) Hlnd 111+11.lu 1; B) Eco RI; 9) Eco Al+ M!u !, y 10) pL0·4. 

234567 

Figura 4.7.2. Hlbrld.:lción con el gen de la subunidnd 6 de la ATP01$n mt de 101 ccpil L-036. 
1) i\+ Hind 111; 2) Hlnd 111 + Clo 1 + Mlu 1; 3 Hind 111 + Clo I; 4) Hind 111; 5) flind 111 + Xbo I; 6) 

Xbo 1, y 7) pL0·4. 
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Flgurn 4.7.3. Hibridoción con el gen del apocitocromo b p.ira todas las ccpil$ onalizildns. 
1) pWM37·1 OH; 2) 1.B. + Nsl 1; 3) l.B. + Hind 111; 4) l.O. + Hop 11; 5) 1.B. + Hop 11 + Clo 1; 6) 

L-036 + Nol 1; 7) L-835 + Hind 111; O) L·036+Hop11; 9) L·03G Hop 11 + Clo I; 10)i\+~X174; 11) 
L-837 + Ns! 1; 12} L-B37 + Hind llf¡ 13) L- 837 + Hap 11; ·14) L-037 + Hap 11 + Cla 1¡ 15) L-670 + 

Nsl l¡ 16) L-670 + Hind 111¡ 17) L-670 + Hlnc 11, y 18) /\+X 174. 

Flgur.:i 4.7.4. Hibridación con el gen de la subunld;:id rlbosómlcn 21 s de las cepas L-836 
(2,3 y 4) y L-670 (5,G,7 y O). 1)/.+/X 174; 2) Eco Al; 3) Sol 1 + Hilo I; 4) Sol I; 5) Hinc 11; G) Sol I; 

7) Hha 1 + Sol I¡ O) l lha 1, y !l} pl<Lr.1-15/4. 
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Figura 4.7.S. Hlbrldoc:!ón con el gen do lü subunidi:d ri:..:c~óm!c.'.l 1 Ss de fa!l cepas L·83G 
(2 y 3) y L·G70 (4,5,6,7,B y 9). 1)'¡\r X 174; 2) Eco RI; 3) Eco RI + r..·ilul¡ 4) Eco Al; 5) Eco RI + 
Mlu I; 6) Hlnd 111+Cla1; 7) Hind 111; 8) Hlnd 111+Cla1+r.11u1; 9) Hind 111+Miu1, y10) pES-150. 

2 3 4 :;.. 6 

Figura 4.7.6. Hibridación con el gen de !a sulmnfdad ribosómic~ 2.1 sdc la cepa L-837. 1) 
i\ +X 174; 2) Hha 1; 3) Nsi 1; 4) Hao 111; 5) Hlnc 11y6) pl;LM-15/4. 
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234567 

Figuro. 4.7.7. Hibridación con el gen di? In subunid.id 9 de!.::. ATP::is.:J mt de la cepo L-837. 
1) i\+ Hlnd 111; 2) Sea 1; 3) Sen 1 + Bgl 11; 4) Xba 1 + Bgl 11; 5) Hind 111; G) Hlrn 1y7) pr.1Z-oll l. 

2345678 

Figura 4.7.S. Hibridación con el gen d~ la subunid~d 9 de l.:! ATPa.;;a mt de l;;i cepa 1.8.1) 
_ _; pr.1Z-oll 1; 2) Hind 111; 3) Hind 111 + Sst 11; 4) Sstll; S)Sea I; G) Hila 1 + Sea I; 7) Hha 1, y B) [.+ 

Hind 111. 
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Figura 4.7.9. Hibrld¡¡,c!ón con el gen de la subunicfod 9 de 1.:1,; TP<iso mt do la cepa l.B. 1) 
pr.IZ-oll 1; 2) Eco Al; 3) Eco Al + Bgl 11; 4) Hind 111; 5) Hlnd 111 + Elgl 11; 6) Sen 1; 7) Sea 1 + Bgl 11, 

y ll)/\+ X174. 

Flgurn 4.7.1 o. Hibridación con el gen de la subunldild ribosómic:J 21sde1odas l>Ic cepas 
estudiadas. l.B. (2,3 y 4), L·836 (5,6 y 7), L-337 (9, 1 0,11 y 12) y L-670 (13, 14 y l 5). 1) 

pKML-1514; 2) Hnc 111; 3) Hha I; 4) Hinc 11; 5) Hnc 111; 6) Hha I; 7) Hinc 11; 6) i'I +pX 174; 9) Hne 
111; 10) Sol 1; 11) Hhn 1; 12) Hhn 1+Bgl11; 13) Hho i; 14) Spc 1;15) Eco RV, y 16)j'.+ X 174. 
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En la Fig. 4.7.2 se muestra la hibridación ele! gen de la subunidad 6de la ATPasa 
con el DNAmt de la cepa L-836 digerido con Hind 111 y Xba 1 más las endonucleasas 
de sitio único Mlu 1 y Cla l. En e3ta figura puede observarse para la digestión con 
Xba l la hibridación es con la banda de mayortamarío obtenida al cortar el DNA con 
esta enzima, 29.9 Kpb, sin embargo, al realizar una doblo dioeslión Xba 1 + Hind 111 
se obtuvo hibridación en una banda de 0.9 Kpb, siendo ecla la menor señal obtenida 
para esta sonda en este DNAmt. 

En la Fig. 4.7.3 se muestra la hibridación de la sondo para apocitocromo b con 
todos los DNAmt usados en el presente trabajo.Como puede apreciarse la 
hibridación es sólo con una banda para los casos en el ::¡ue el DNAmt fué cortado 
con Hind 111 y Hap 11, aCm en digestiones doblos con Cla I; pero, notablemente las 
bandas de hibrid::ición fl!eron tres para las digestiones con f-lsi 1, carrllas 2, 6, 11 y 
15. Registrandose una muy buenn señal de hibridación con un fragmento de 
aproximadamente 0.6 Kpb en todos los casos. Esto nos indica c¡L!e el gen del 
citocromo b está en este pequrn1o fragmento, y nos habb de uno. conse1vnción de 
esta secuancia, tdl corno su In ruportado para ol caso de !i...d..lli!9!;:_sli (Tian et al., 
1991, b). Este fragmonto ·3Stá también presente on J< lor.tis como puede deducirse 
a partir de su secucnci2 (Corla y 6runn&r, 1959). Otras copas estudiadas en el 
laboratorio muestran igua!mantc esto fr3gmento. 

Una diiarnnci<J importante cncon~rada P"'ª la localización del apocitocnno b, 
comparando con el Df~,'..mt de!<. ler.tjs fue que en esta última dicho gen es cortado 
por un sitio único de Sst 1, enzima que en nuestro caso no presento ningún sitio de 
corte. 

En las Fig. 4.7.'l a 4.7.10 se presentan algunas otras hibridaciones realizadas 
con las diíc:r&nte:s sendos y con los diferentes Df'J/-\mt ~1tHi::ados en este trabajo, lt:1s 
cuales nos p8rmiticron reslizar rnapeos m{~s prncisos. 

Cabe mencionar que no se realizó la localización de las subun:dadcs de la 
citocromo oxidasa, ni los RNAt, lo cual es necesario p<lr3 conocer el arreglo de los 
genes en estas 1110\éculas.P. pesar de ello puede observarse que las secuencias 
localizadas se encuentran distribuidas a lo largo de todil la molécula, tal cerno se 
ha reportado para J<. ~~ (Cori8 et al, 1990). 
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El arreglo de los genes encontrado para todas las moléculas de DNAmt aquí 
estudiadas fue el mismo; presentando sólo algunas ligeras variaciones en las 
distancias entre los mismos. Las cuales estan mejor representadas en la cepa L-670, 
en la que la distancia del citocromo bala subunidad ribósomlca 15S es de 15.4 Kpb, 
mientras que en las cepas 1.8. y L-836 es de 11 Kpb y en la cepa L-837 es de 11.6 
l<pb. El arreglo encontrado fue el siguiente tomanclo como punto de referencia al 
citocromo b: Citocromo b, subunidad ribósomica 15S, subunidad 6 de la ATPasa 
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(ali 2), subunidad 9 de la ATPasa (ali 1) y subunidad ribosómica 21S. Este arreglo 
esta ro presentado en la 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 constituyen un grupo mucho más relacionado, 
que el grupo representado por K lactis, K. vanudenii, y K. drosophi/arum, en los 
que además de presentar algunas de las enzimas de sitio único diferentes a las 
encontradas por nosotros presentan un arreglo genético diferente, l.e. Citocromo 
b, subunidad ribosomal 15S, subunidad ribosomal 21S, subunidad 9 de laATPasa 
y subunidad 6 de la ATPasa. 

citb 

21 s 

GRUPO 11 

Figura 4. 7.1 G Arreglo genético de las diferentes cepas de la lcv<idura I<. m:uxi:inus vnr. 
mnrxl:mus. El t<:imaño de los gene~ no se encuentra rcprcscntLido a cscJla. 

A partir de los datos obtenidos de los mapas físicos y genéticos, se encontraron 
datos importantes acerca de la conservación 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 1 que generan 
un fragmento de aproximadamente 600 pares de bases encontrado a los largo de 
diferentes cepas estudiadas. 

Para el caso de la subunidad ribosórnica pequeña 1 SS, el sitio único de Mlu 1 
es un marcador de este gen p::ira las cuatro cepas analizadas, este sitio también se 
encuentra presente en J<. laciis. Para la subunldad 6 de la ATPasa uno de los dos 
sities de Xba 1, (el que se encuentra más cercano a Mlu 1) constituye también un 
marcador para este gen. En el caso de la subunidad ribosórnica grande 21 S existen 
también sitios marcadores, como Hl1a 1 y el sitio Hinc 11/Sal 1 en todos los casos. 
Finalmente para la subunidad 9 de la ATPasa tenemos a uno de los sitios de Hinc 11 
y Sea 1 como marcadores de este gen. 
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Como podemos observar a partir de estos resultados a pesar do las diferencias 
encontradas en cuanto a número de sitios y fragmentos generados por las diferentes 
enzimas utilizadas, asi como la baja similitud encontrada para la subunidad 6 de ta 
ATPasa, encontramos una conservación dol arreglo genético y de tas secuencias 
identificadas como marcadores. Este último punto habrá de comprobarse cuando 
s<o realicen las clonaciones de estos segmentos para su posterior secuenciación. 

A partir de los mapas físicos y genéticos también se observó que existen sitios 
conservados adyacentes a las posibles regiones detectadas por hibridación. Tal es 
el caso de Hha 1 para la subunidad ribosómica 21 S; Eco RI y Sst 11 para b subunidad 
ribosómica 158; los sitios conservados de Nsi I; El sitio de Sea l para ali 2 y Sea 1 y 
Hind 111 para ali 1. 
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5. e o N e L u s 1 o N E s. 

A lo largo de este trabajo se ha llegado a concluir algunos puntos importantes 
acerca del polimorfismo del DNAmt de la levadura clasificada como Kluyvoromyces 
marxianus var. mar..:ianus de diversos origenes. 

En los diferentes aislados estudiados se presentaron ligeras variaciones en 
cuanto a morfología y forrnación do esporas, para lns cepas L-837 y L-670. 

Para las mediciones de los tiempos modios generacionales no se observaron 
cambios significativos en las curvas obtenidas, lo que indica que se trata de cepas 
mu'J semejantes y que además no presentan ninguna alter.::ción mutacional que 
pudiera impedir su crncirnicnto normal. 

Los análisis espectrofotometricos realizados ncostruron la existencia de los 
diferentes citocromos que inter.•ienen en los p;ocesos ele oxidorreducción. La 
prnsencia de menores conccntracion2s de Jos mismos en la cepa L-837, al parecer 
puede ser normal ~/a que según se f iu reporlacio e.stas puGdu variar aún en miembros 
ele una misma especie (Whiltakor, 1982; Clark-'.Va:ker, 1090), tomando en cuenta 
que los registros se realizaron en léls mismos estadios fisiológicas. 

A partir de;: loe análisis cJ.~ lo::. patrones cie restricción, so detectó que las cepas 
Y-8281 y L-670 presentaron numerosos sitios r-a~a las endonucleasas Hao Jll y Hap 
JI, a diferencia ele las otras cepas estudiadas. Esta característica ha sido rGportada 
como índice ele similitud entre alg~nas variedades ele levaduras de la especie 
Kluyveromyces nwrxianuf:, acJomñs do 2er tL!mbió;1 e; 1contrada 611 cepas del grupo 
deK. /actis. 

Al utiiizar enzimas que reconocen sccuanci3s con un gran contenido de A + 
T. se encontraron numerosos sitios para tocias las cepas comprendidas en este 
estudio, como es el caso de Hincl 111, Nsi 1 y Eco RI. 

Los tamaños do estos genomas presento.ron un rango de \'ariaclón muy 
pequeño de 39 a 42.5 Kpb, característica al parecer asociada con el género, 
contrnria a /J reportada en otras Gspocies do lovGc.!uras y hongos. 

Se encontró que en todos los casos so tra:ab~ de molócu!us circulares de 
DNAmt o de una población de éstas. 

A partir de los análisis de restricción se pudieron construir Jos mapas ele 
restricción de las cepas 1.8., L-536, L-670 y L-837.Los sitios únicos de restricción Pst 
1, Cla /, lvllu /, Bgl JI y Kpn 1 se encuentran conser\'aclos para los diierentes DNAmt 
analizados. 
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A partir de los mapas de restricción se encontró que en general los genomas 
se encuentran bastante conservados para la mayoría de las enzimas utilizadas. 
Asírnisrno también se pudo observar lo que pnrece sor una posible inserción en la 
cepa L-670 de aproximadamente 2.5 l<pb que estaría representada por la aparición 
de numerosos sitios P~'ª Hae 111yHap11 en la región comprendida entre los sitios 
únicos de Pst 1 y C' :.:ida en el mapa respectivo. 

Utilizando los mapas físicos de restricción se elaboraron los mapas genéticos 
utilizando diferentes sondas heterólogas marcadas con derivados biotinilados 
permitiendo suponer que los genes port::idos por dichas sondas s9 encuentran 
representados en estos genomas, lo que requeriría una comprobación ulterior al 
realizar la secuenciación de tales genes putativos. 

Se encontraron sitios mcircndorc~ de las posibles secuencias codlficadoras, 
así corno también sitios adyacentes a las mismas bGstante conservados. 

El arreglo genóti::o encontrado pcr::i los diferentes e.islados fue básicamente el 
mismo a pesar de los pcqueiíos cambios encontrados en el número y diposición 
de los fragmentos generados por las endonucleasas. El arrnglo fue el siguiente: 

Cit.b-15S-oli2-oli1 -21S 

Partiendo de todo lo anterior finalmente podernos concluir que, las diferencias 
a nivel molecular son mayores que las diferencias morfológicas o fisiológicas. Los 
criterios morfológicos/fisiológicos 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 el 
criterio molecular puede ofrecer mayor resolución, ya que a partir do éste se ha 
lleoado a la clabornción do arboles filogenéticos. 

Las diferencias y similitudes encontradas en el presente trabajo, nos 
proporcionan una idea de la velocidad de cambio que presentan estas 
rnacromoléculas, y nos hablan de lo difícil que puedo resultar el tratar de realizar 
estudios sistemáticos, los cuales en muchas ocasiones pueden representar muy 
bien a diversos grupos, pero en otras nos recuerdan que los criterios utilizados en 
las clasificaciones puedan ser un tanto arbitrarias y por lo tanto deben ser tomados 
con bastante cautela. 
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