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RESUMEN.

En los estudios taxonSmicos de las levaduras del género
Kluyveromyces han surgido controversias en la determinacién de
especies, Para resolver £stas discrepancias, se han tomado en
cuenta caracterfsticas fenotfpicas, reasociacién y contenido de G
y € del DNA nuclear, interfertilidad, zimogramas vy nis
recientemente patrones electroforfticos de DNA cromosdmico.
Consideramos que el estudio de la estructura y organizacidnm del
DNA _ mitocondrial podrfa aportar nuevos datos de utilidad
taxondmica.

Kluyveromyces lactis que alguncs autores consideran uns
especie 1independliente, ha sido reclasificada por estudios de

interfertilidad como una variedad de X. marxianus, junto con las

variedades frapilis y bulgaricus. Otros autores agrupan a K.

lactis con K. vanudenii y K. drosophilarum.

En este trabajo se estudiaron los DNAs mitocondriales de 2
cepas de K. fragilis, 2 de K. bulgaricus, 1 de K. vanudenif y 1
de K. lactis. Se construyeron los mapas de restriccidn del DNA
mitocondrial y se localizaron los genes que codifican para las
subunidades 6 y 9 de la ATPasa mitocondrial, apocitocromo b y los
RNAs ribosomales 155 y 21S.

Los resultados obtenidos indican la presencia de dos grupos
principales que comprenden por un lado: K. lactis y K. vanudenii
y por otra parte K. fragilis y K. bulparicus.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por zimogramas,
contenido de G y C, valores de reasociacidén de DNA nuclear y

carjotipos electroforéticos.



I. INTRODUCCION
1. Aspectos generales de las levaduras.

las levaduras son definidas como hongos unicelulares que se
reproducen por gemacidn o por fisidn y que trepresentan estados
ontogenéticos unicelulares de los ascomicetos y basidiomicetos
(Kreger-van Rij,1984; van der Walt,1984). Un tercer grupo, las
levaduras imperfectas, tienen afini;iades con ambes grupos.

Las levaduras ascosporfgenas se dividen en 2 familias:
Spermophtoraceae y Saccharomycetaceae. Este iltimo grupo se
divide en 4 subfamilias: Schizosaccharoaycetoideae cuyo
representante es el género Schizosaccharomyces; las subfamilias
Nadsoideae, encabezada por Nadsonia; Lypomycetoideae representada
por Lypomices y por #ltimo la subfamilis Saccharomycetoideae, de
la cuval algunos de sus representantes son los géneros Dekkera,

Kluyveromyces, Pichia, Saccharomyces y Iorulaspora.

Las levaduras ascdgenas pueden reproducirse vegetativamente
por gemacidn, fisidn o una combinacién de ambas. En cuanto a la
reproduccidén sexual, é&stas pueden ser homotdlicas, en las cuales
la reproduccidn sexual se lleva a cabo sin interaccidn previo de
tipos de compatibilidad complementarios, o heterotilicas cuya
reproduccién sexual se lleva a cabo s5lo cuando hay interaccién
de tipos de compatibilidad complementarios ( van der Walt y
Yarrov, 1984). Estos estados pueden ser vegetativamente
estabilizados en fases diploide o haploide. Dos células haploides

se conjugan para formar un cigoto, el cual dard origen a una



clona diploide y posteriormente, por un proceso de wmelosis,

producir una térrada de ascosporas haploides.

2. Desarrolle de las levaduras como modelos bioldgicos de

células eucarfontes.

El contacto primero -que existid entre levaduras y el
hombre, provino del gran interés en su cultivo para 1la
elaboracidn del pan y en la produccifn de bebidas alcohflicas.

Los primeros estudios sobre las levadyras se iniciaron
cuande, en la segunda mitad del siglo XIX, Pasteur demostré la
participacidn esencial de estos organismos en los pracesos
fermentativos (Rose y Harrison,1987). Es a principlos de este
siglo, con el descubrimiento de que la fermentacidn alcohdlica
podfa llevarse a cabo por un extracto de levadura, que Z&stas
empiezan a estud{arse con un enfoque bioquimico: el objetivo era
la fdentiffcacidn de enzimas y coenzimas Involucradas en el
proceso fermentativo (glucdlisis), de hecho el término enzima

) signtfica “dentro de las levaduras". Es as{ como las levaduras
tuvieron una funcibn clave en el desarrollo de algunos conceplos
biogquimicos importantes.

El astudio gendtico de estos organismos se {(nicld a
mediados de la década de los 30s, con los estudios realizadas por
0. Winge sobre el tipo de segregacidn Mendelfana (Roman, 1981).
Posteriormente, en la década de los 60s, surgid wn gran interés
en determinar el nilmero de cromosomas y la distribucidn de los

genes. El hecho de que las levaduras posean cromosomas peguefios,



las convirtié en modelos adecuados para el estudio de la
replicacidn y estructura del DNA. Todos estos andlisis se

realizaron inicialmente en Saccharomyces cerevisiae, la levadura

de cerveza o de panaderfa.

La facultad de estos organiswos de crecer en condiciones
aerdbicas y anaerdbicas, permitis el estudio de la herencia
mitocondrial. Ephrussi en 1949 describid la formacidn de mutantes
citopldsalcas inducidas por acridina y caracterizadas por la
formacidn de colonias de tawmafio pequefio (colonias petite). Este
tipo de crecimiento se debe a la Incapacidad de utilizar
sBustratos oxidables (gllcerol, lactato, etanol ) causado por la
pérdida de algunos componentes de la cadena respiratoria
(Ephruasi, 1953 en Roman, 1981). Se sugirld que en la mitocondria
se llevaban a cabo estas mutacliones, por la obgervacién de
irregularidades morfoldgicas y fisloldgicas en las mitocondrias.
El desarrollo de la genétfca de este organelo fué impulsado por
el descubrimiento de que algunos tipos de resistencia a
antibidticos que inhiben la sfntesfs de protefnas en bacterias,
residen en el DMA mitocondrial, aspecto que ha sido y sigue
siendo de valiosa ayuda para los estudios de tramsmisidn y
recombinacidn en la herencia citopldsmica, inicfados por
Slontmski y colaboradores en la d&cada de los setentas (Roman,
1981; Ragnini y Fukuhara,1989).

En la actualidad, se han descrito y caracterizado numerosas
mutaciones petite tanto nucleares cows mitocondriales (Tzagoloff

y Dieckmann, 1990).



Estos son sélo algunos de los aspectos que han convertido a
las levaduras en herramientas potenciales para el estudio de
algunos fenfmenos bilollgicos. Con el advenimiento de las té&cnicas
del DNA recombinante y de la transformacidn de levaduras (Hinnen
et al., 1978; Bianchi et al., 1987 ; Fabiani et al., 1930 ), se
ha incrementado el conocimiento de algunos procesos bioldgicos
como la regulacidn y transcripcidn génicas (Sazer y Sherwood,
1990), E1 descubrimfento de pldsmidos, han perzmitido 1la
construccidn de vectores con marcadares de seleccidn Gtiles en la
expresidn heterGloga de genes (Macreadie et al. 1991, Hadfield
et al., 1990, Tanguy-Rougeau et al., 1990) , ademis de que sigue
patente el interés en descubrir las interrelaciones aniicleo-

mitocondria en la biogénesis nitocondrial (Grivell,1989).

3. Caracter{sticas de las mitocondrias.

Las mitocondrias son organelos de células eucariontes, en
los cuales se llevan a cabo numerosas funciones tales como 1la
regpiracidn, fosforilacidn oxidativa y A -oxidacidng poseen
material genético y sistemas replicativo y traduccional
(Tzagoloff, 1982).

‘ Estos organelos son ovalados, de 1=2 m de largo y 0.5 =
1% @ de ancho. Estdn constituldos por dos membranas separadas que
definen dos compartimentos. La wmembrana externa engloba el
contenido entero de la mitocondria. La membrana interna forma una
serie de plegamientos o invaginaciones que se proyectan al

espacio (nterno, constituyendo lo que se denominan crestas



mitocondriales, lugar en donde se realiza el proceso de
foasforilacidn oxidativa. Este mecanismo de transduccidén de
energfa estd catalizado por cuatro complejos respiratorios y por
la ATPasa sensible a oligomicina. Importantes componentes de la
cadena repiratoria sen los citocromos, hemoprotefnas que
presentan estados reducidos y oxidados que permiten el transporte
de electrones hasta el oxfgeno.

Entre la membrana externa ¢ interma se encuentra el espacio
intermembranal. La wmatriz nitoc.ondriul estd englobada por 1la
membrana interna y en ella se encuentran la wmayorfa de las
enzimas solubles involucradas en vias metabdlicas tales como el
ciclo de Krebs y los sistemas enzimiticos de la oxidaciin de
dcidos grasos. Ademds contiene el material genético, RNAs de
cransferencia, aminoacil transferasas, DNA y RNA polimerasas y
otros componentes de ls maquinaria transcripcional y traduccional
{Tzagoloff,1982). Aunque la =mitocondria ciene su propio
material genético, no es genéticamente autosuficiente, ya que la
mayorfa de las protefnas que definen la estructura y funcidn de
la misma, estdn codificadas por el genoma nuclear. Es por esto
que existe un enorme interés en descubrir las interrelaciones
que hay entre ¢l ndcleo y mitocondria para dar como resultado un

organelo funcional (Grivell,1983).

4, Organizacién del DNA mitocondrial.

El DNA mitocondrial es una doble hélice de forma circular

o lineal. Por su bajo contenido en 1las bases wpDucleot{dicas



guanina y citesina, peosee una densidad de flotacidn wenor que la
del DXA nuclear, caracterfstica que ha permitide su separacidn en
gradientes de cloruro de cesio.

Se han logrado enorzes progresos en definir la naturaleza
de 1la informacidn genética codificada en el genoma wmitocondrial
(Tzagoloff,1982). Los genes que posee s¢ han dividido en dos
clases principales; la primera corresponde a genes necesarios
para la biogénesis de la maquinaria de sintesis de protefnas
(genes syn) que incluye a los RNAs ribosemales grande y pequefio y
a los diferentes RNAs de transferencia. La segunda clase consiste
de genes que codifican para proteinas necesarias en el proceso de
fosforilacién oxidativa (genes mit) e incluyen a las subunidades
I, Il y 1III de la citocromo oxidaga, al apocitocromo b que
pertenece al complejo Coenzima Q- citocrowo ¢ reductasa y las
subunidades 6, B y 9 de la ATPasa sensible a oligomicina. Otros
genes que estdn presentes en el mtDNA de levaduras y que no
tienen contraparte en el mntDNA de metazoarios son una
endonucleasa involucrada en la transposicién de intrones,
protef{nas (madurasas) requeridas para el procesamiento de
intrones (splicfing), una protefna asociada con la subunidad
pequefia del ribosoma mitocondrial y un RNA que forma parte de una
enzima procesadora de tRNA semejante a la RNAasa P. Ademds hay
tres marcoa de lectura ablerta ,que no han sido asignados a
productos proteicos conocidos (Grivell,1989). La tabla I.l resume
los genes mitocondriales identificados en levaduras y mam{feros.
La figura | muestra la organizacidn del mtDNA humano y el de

Saccharomyces cerevisiae.




Tabla I.1 Genes mitocondriales en levaduras y mamfferos. *

Componente mitocondrial Producto génico mitocondrial.
levaduras man{feros

Citocromo ¢ oxidasa
subunidades I, Il y III ) + +

QH2- citocromo c reductasa
citocromo b + +

ATP sintetasa

subunidades 6,8 + +

subunidad 9 + -
KADH deshidrogenasa

subunidades ND 1-6 - +
RHA madurasas + -
Endonucleasa involucrada en la
transposicidn de intrones + -
Componente (RNA) de la enzima
semejante a la RNAasa P + -
Ribosoma

L-rRNA, S-rRHA + +

prote{na asociada al ribosoma + -
tRNAS 24 22
Marcos de lectura abiertos 3 -

* Tomado de Grivell, 1989,
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Fig. 1. Organizacidn del DNA mitocondrial humano y de levaduras.
(tozado de Darnell et

E1l mtDNA de levaduras es cinco veces mis grande que el de
husans y aquf esti representade silo dos veces y medias eis
grande. Llas protelnas ¥ FNAs codif{cados par ¢ada cadena se
cuestran separadamente. Llneas discontinuas representan regiones
no secuenciadas. Regiones oscuras representan los exones de los
genes  estructurales y los URFs (Open Reading Frames o
Unidentified Reading Frames). Llos genes que codifican para los
EXAs y CRNAs Se muecktran en gris




En el estudic de los genes mitocondriales es de fundamental
{wportancia mapearlos fisicamente. Para cubrir tal aspecto se han
utilizado endonucleasas de restriccidn, protefnas extrafdas
principaloente de procariontes, que reconocen  secuencias
espec{ficas dentro de la doble cadena de DNA e introducen un
corte , Las enzimas del tipo II, las mis utilizadas,introducen un
corte en el DNA dentro o cerca de su secuencia de reconocimiento,
la cual consiste generalmente de 4 o 6 nucleGtidos (Maniatis et
al.,1982).

Los mapas ffsicos muestran la distribucidn de los sitiocs de
restriccién y en ellos se pueden localizar los fragmentos de
restriccidn minimos que hibridan con sondas que portan alguno de
los genes mitocondriales y que han sido marcadas, ya sea con

isotopos radiocactivos , derivados biotinilados o luminiscencia.

Con los nueves avances en el andlisis genético y
secuenciacidn del DNA, se han localizado los genes mitocondriales
en una gran variedad de organismos. Se han encontrado
précticamente los mismos genes en la mayorfa de los organismos
cuyos genomas mitocondriales han sido estudiados, aunque el
arreglo de los mismos dentro de la molécula es muy diferente a lo

largo de la escala evolutiva {(Clark-Walker,1985).

5. Diversidad en el DNA mitocondrial.

El genoma wmitocondrial varfa en tamafio, en el niimero de
secuencias no codificadoras (intrones, secuencias intergénicas),

en el nimero y arreglo de los genes que codifican para protelnas,

10



en el nimero de molfaulas de DNA por genoma, en la presencia o
ausencia de intronas y en el cddigo genético (Suyama y
Miura,1968; Clavrk-Walker,1985).

En cuanto al tamafio, é&ste varfa awpliamente; desde 16-19
Kb, en el mtDNA de animales, con prdcticamente ningin tipo de
secuencia intergénica, hasta las 2400 Kb en el mtbNA de algunas
especies de meldn ( Ward et al.,l1981). Adn dentro de
representantes de wuna wiswa especie, hay grandes variaciones,
como en el caso del género de levadura Dekkera { cuyo estado
agexusl corresponde a Brettanomyces), que muestran variaciones de
28-100 Kb ( McArthur y Clark~Walker, 1983; Hoeben y Clark-Walker,
1986). Ya que se hapn encontrade pricticasente los nismos
genes mitocondriales, esta variabilidad depende principalmeste de

1as regiones intergénicas e lutrones (Clark-Walker et 21.,1983a).

6. Aspectos sistemiticos de las levaduras.

Adendis de ser viscas las levaduras cowo modelos de estudio
de células eucariontes, sigue patente el interés por parte de
taxSnomes, en construir Arboles filogendticos y clasificar a las
mismas.

La descripcidn general de una especle proporciona las
caracter{sticas por las que puede ser definida, las cuales s&on
worfoldgicas, fisioldglcas, bloquimtcas, ecoldgicas. Se han
disefiado numercses tipos de pruebas para determinar las especies
dentro de las levaduras. Aparte de las caracteristicas

worfolSgicas, las mAs comunes son los patrones de asimilacidn y

i1



fermentacién de diversos compuestos de carbono y la

interfertilidad entre las cepas.

Una levadura que crece en una fuente de carbono puede ser
capaz de fermentarla o utilizarla para la respiracién; es conin
que cuando una cepa utiliza un carbohidrato fermentativamente,
tambi&n es capaz de oxidarlo. lLas levaduras varfan en su
capacidad de fermentar azicares, la fermentacidn es indicada por
la produccidn de bidxido de carbono bajo condiciones que permiten

la utilizacién del azilicar.

La delimitacidn de las especies con base en su
i{nterfertilidad acepta que si dos cepas son capaces de cruzarse
y formar progenie hibrida viable (viabilidad de las ascosporas),
aquéllas pertenecen a la misma especie.

El uso de criterios de entrecruzamientos para la
delimitacidn de especies de levaduras perfectas fué implementada
a ralz de los estudios de Wickherman y Burton en 1954, quienes
demostraron que algunas especies imperfectas constituyen los
factores sexualea complementarios de especies ascdgenas
heterotdlicas (van der Walt y Yarrow, 1984). Estos estudies
tuvieron un gran impacto en la sistemitica de las levaduras, ya
que permitieron la separacidn o la unificacidn de los diversos

grupos taxonSmicos.

Otro tipe de estudios fisfoldgicos realizados para la
identificacifn de las levaduras comprenden: requerimientos de

factores de crecimiento, crecimiento a temperaturas elevadas y en



medios con altos contenidos de azdcares {glucosa) o sales (NaCl),
formacifn de metabolitos y 1a susceptibilidad a antibidticos (van

der Walt y Yarrow,1984).

En afios recientes se han considerado, ademis de los
criterios convencionales, las semejanzas y diferencias que se
presentan en las macromol€culas, ya sean protelnas o dcidos
nucleicos, e incluyen homologfas en el DNA nuclear, homologfas
TRNA-DNA (Kurtzman y Robnetr,1991), patrones de aloenzimas,
comparaciones inmunoldgicas de proée[nas, anilisis seroldgicos de
paredes celulares y comparaciones en el sistema de coenzima Q.

Estos estudios han aportado importantes datos para la
sistemitica, aunque cada uno se ha limitado a ciertos niveles de

la organizacidn taxoundmica.

Las comparaciones de d&cidos nucleicos infcialmente ge
restringleron a8 1la composicién de bases, reportado  como
porcentaje wmedic molar de guanina + citosina, Este valor se
determina por procedimientos de desnaturalizacidn térmica o por
determinaciones de densidad de flotacidn en gradientes de CsCl
(Phaff,1984). Awunque estos valores pueden ser Indices de
parentesco entre grupos de levaduras wmis o menos alejados, su
utilizacisn se dificulta en grupos de levaduras mis cercanos
debido a su composicidn de bases mis similar.

Posteriormente se realizaron experimentos de reasociacidn
DNA-DNA, 1los cusles han sido de utilidad en la determinacidn de
las especies (Vaughan Martini,1991); 1los valores de reasociacidn
vayores del 80X indican coespecificidad, valores entre 65-80%,

los mis comiinmente observados, se considera que representan cepas
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mids diferenciadas dentro de una especie y aquellos valorves
menores del 20% indfcan que las cepas estdn lejanamente
relacionadas. Los valores comprendidos entre 20 y 352 son

diffciles de {nterpretar (Phaff,1984).

Los estudios taxondmicos que utilizan protefnas son de dos
tipos principales: el anilisis.del sistema de Coenzima Q, el cual
se basa en la variscidn en el nimero de unidades Lsopremoides por
nnlécu;n. Este criterio estd restringido a la separscién entre
agcomicetos y basidiomicetos (Yamsda y Kondo, 1972 en van der
Walt y Yarrow, 1984),

E)l otro tipo de estudio analiza las varlaclones en las
isoenzimas , que considers que la diversificacidn es una funciédn
del tiempo, por lo tanto, aquellos arganismos que se hayan
separado recientemente deben mostrar un alto grade de semejanza
antre sus moléculas. Este ripo de estudios ha eido de s
utilidad en el establecimiento de relaciones iIntraespecIficas

{Lachance, 1965} .

?. Estudios taxondmicos de levaduras pertenecientes al
género Kluyveromyces.

El género Kluyveromyces ha sido sujeto de algunas
investigaciones taxondnicas, principalmente a ralz de la
reclagificactén propuesta por van der Walt y Johannsen {van der
Walt y Johannsen ,1984). La tabla 1.2, resume la clasificacién
rezlizada por varios investigadores,cuya descripeisn se hace a

continuacidn.



Tabla 1.2 Nomenclatura y clasificaciones propuestas para cepas tipo
del género Kluyvveromyces*

Designacidn taxonémica

Clasificacién por:

Fenotipo Reasociacidn de DNA Interfertilidad
nuclear

K, aestuarii B2 K. aestuarii . gegtuarii
+ vanudenii B2 K. lactis . marxianus
. phaseolosporus B1-B2 K. lactis . marxianus
X, lactis B2 K. lactis . parxianus
K. drosophilarum B2 K. lactis L. marxianus
K. dobzhanskii B2 K. dobzhanskii K. marxianus
K. wikenii Bl K. marxianus K. marxianus
K., fragilis Bl K. marxisnus K. marxianus
K. marxianus K. marxianus . marxianus
K. cicerisporus K. parxianus . marxianus
K. bulgaricus K. marxisnus . marxianus
K. waltii -— - . marxianus)
K. wickerhamii B1-B2 K. wickerhami{ . marxianus)
K. thermotolerans N K. thermotolerans (K. marxianus)
K. phaffi A (K. phaffi) K. phaffi

. polysporus A K. polysporus K. polysporua
. delphensis A (K. delphensis) . delphensis
. lodderi A K. lodderi K. lodder{

. blattae -— — X+ blattae
K. africanus A (K. africanus) K. africanus
A Taxa alslados principalmente de suelos
B Taxa aislados de varios habitats

El subgrupo B2 utiliza los #-glueSsidos mis activamente que el

subgrupo Bl
N No miembro del género

() Paréntesis indican bajos niveles de hibridacidn

-~ Cepas no disponibles cuando se realizaron los estudios
* Tomado de Sidenberg & Lachance,

1983



La clasificacidn del género Xluyveromvces se inicid con la
creacidn del miswo, que inclufa una especle, K. polysporus (van
der Walt, 1956). Posteriormente van der Walt en 1970 reconocid 18

especles .

Poncet en 1973 (Poncet, 1973 )}, dividid el género en dos
grupos principales (primera columna): el grupo A comprende taxa
que fueron aislados principalmente de suelos y el grupo B
comprende taxa aislados de varios sustratos. Este grupo lo
subdividid en dos subgrupos dependiendo de su crecimiento en &-
glucdsidos. El B2 utiliza estos carbohidratos més activamente que
los del grupo Bl. Adends hay dos especles intermedias entre estos

grupos.

Estudios de reasociacién de DNA (Phaff,1980; Vaughan
Martini,1987), y composicibn de bases de DRA nuclear (Martini et
al., 1972 ; Martini y Phaff,i973), llegaron a conclusiones
similares (segunda columna) ,Estes autores separan las especies

en tres grupos principales: 4 especies agrupadas como K. lactis

(K. lactis, K, vanudenii, K. phaseclosporus y XK. drosophilarum),

5 especies como K. marxianus (K. wikenii, K. fragilis, K.

marxianus , K. cicerisporus y K. bulgaricus) y el resto

consideradas especies aisladas.

Johannsen (Johannsen,1980), basindose en estudios de
entrecruzamiento entre varias especies del género reordens este
taxdn (tercera columna),agrupandc diez especies como variedades

de 1a especie dnica K. mparxianus, tres especies (paréntesis)

separadas pero muy relacionadas y 7 especies independientes. Este
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estudio se basd en experimentos de entrecruzamiento que
involucraron el uso de putantes auxotrdficas de todas las
especies aceptadas dentro del género; las mnutantes fueron
obtenidas por trataziento con Nepetil-N'=nitro-N-
nitrosoguanidina ( mutdgeno que realiza mutaciones puntuales) y
se consideraron frecuencias de recombinacidn significativas de
103 o =fs, por 108 células de la poblacién inicial ( Johannsen
y van der Walt, 1978; Johannsen,l!980 ; van der Walt y Johannsen,

1984 ).

Otros investigadores han realizado estudios sobre la
clasificacién de este género. El grupo de Lachance, examind los
patrones electroforéticos de !l isocenzimas, algunas de ellas son:
alcohol, lactato y malato deshidrogenasas; catalasas, & -
glucosidasas, p -glucosidasas. Este autor considera que los
subgrupos K. lactis y K., marxianus deben considerarse como
poblaciones distintas evolutivamente (especies bioldgicas), a
pesar de su capacidad de formar hibridos en condiciones de
laboratorio. En términos de nomenclatura, se deben de retener las
especies K. lactis (con 4 variedades} y K. marxianus con 5

variedades (Sidenberg y Lachance, 1983; Lachance,1985; Sidenberg

y Lachance, 1986).

Otro tipo de estudios taxondmicos realizados con este
género se basan en el andlisis de patrones electroforéticos de
DXA cromosdmico (Steensma et al.,1988; Sor y Fukuhara,1989). En

¢ste estudio se utiliza la tecnica de separacién de cromosomas



por  electroforesis en caspe ortogenal (OFAGE : Orthogonal field
alternation gel electrophoresis).

Estos  investigadores analizaron la  segregacisn de
sarcadores y los patrones de DXA croSosémico de cepas del género,
tanto parentales cormo los hibridos producto de cruzas entre K.

marxianus y X. lactis.

Observaron que a pesar de Gue en las cruzas se {forzaron
hibridos y que &stos tuvieron descendientes viables, no hubo

i{ntercacbic de i{nformacidn genética. En Saccharomvces cerevisiae,

la recombinacidn entre cromosomas homSlogos de diferentes tamafios
es detectado por la formacidén de bandas de tamafio intermedio en
los cariotipos de los hibridos y de su progenie asf{ como 1la
segregacion de marcadores.

La ausencia de estos patrones en las cruzas realizadas
dentro del género Kluyveromvces sugiere una barrera que previene
el intercambio de material genético entre cepas de X. parxianus y

K. lactis.

En cuanto al DNA mitocondrial de cepas pertenecientes al
género, el grupo de Fukuhara ( Ragnini y Fukuhara, 1988),
describid la presencia de agrupacientos ricos en las bases
guanina y cltosina,caracterizades por numercsos sitlos de
restriccidn para las endonucleasas Hap 11 y Sac I1 , los cuales,
al ser secuenciados demostraron formar parte de estructuras
palindrémicas. Estos agrupamlentos estin presentes en las
variedades de R. lactis (considerando 1la clesificacién por
reasociacién de DNA), mnientras que en las varledades de K.

marxianus estin ausentes.
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La presencia de estas estructuras se considera que es una
caracter{stica que distingue cepas de K. lactis de cepas de XK.

marxianus.

Tomando en consideracidn &stos estudios, los autores
proponen dividir al género en 3 especies distintas, i.e., K.

marxianus, K. lactis y K. dobzhanskii.

Un andlisis mds profundo del DNA mitocondrial, patrones de
restriccién , localizacidn de genes para los que codifica,
(ya que se sabe que el orden y distancia entre gen y gen varfa de
especie a especie ) y el andlisis de su secuencia, podrd aportar
nuevos datos para la clasificacidn de las especies del pgénero,
as{ como para determinar qué tanta informacidén puede aportar el

DNA mitocondrial para la taxonomf{a.



II, OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo es couparar la
composicién y estructura del wmtDNA de cepas de levaduras
partenscientes al género Kluyveromyvees, para establecer su
posicifn taxondmica, considerando tawbién criterfos de otra

Indole, como morfolégicos y biloquimicos.

Con tal f{in, se establecieron los sigulentes objetivos

particulsres:

1

Caracterizay morfoldgica y fislolégicamente las cince cepas que

comprendieron este estudio.

Comparar los patrones de restriccidn de DXA mitocondrial

purificado por gradientes de cloruro de cesio.

Construlr wmapas de restriccidn para locallzar variaciones en

el niuero y tamafio de los fragmentos generados.

Localizar secuencias putativas para los genes mitocondriales
que codifican para las subunidades 6 (oli 2) y 9 (oli 1) de la
ATPasa  witocondrial, apocitocromo by las subunidades
vibosomales  pequeda y grande {(rRNA 5% y cRNA 218
respectivamente),

- Determinar las variaciones en &l arreglo y distribucidn de los

genes srribs mencionados.

Establecer el valor taxondmico de 1los estudios del D¥a

mitocondrial para la clasificacidn de las especies del género.
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111. METODOLOGIA

En la tabla III.l se deseriben las cepas de levaduras del

género Kluyveromyces estudiadas a lo largo de este trabajo,
Tabla III.1 . Cepas estudiadas de la levadura Kluyveromyces

Designacidn Cepa No, Origen.
taxondmica.

K. fragilis L-278 {a) Desconocido.

K. fragilis (T} Y-2415 (b)) Alslado de yogurt.

K. bulgaricus (1) YB-4327 (b) Afalado de yogurt.

K. bulgaricus I.B, {c) Aislado de pulque.

K. lactis (WM37)* L-668 (a) Mutante auxdtrofa
His™ de la cepa
NRRL ¥-1140

K. vanudenii Y-6682  (b) Desconocido.

(a) Cepas donadas por la Dra. Jovita HMartfnez. Coleccidn
Microbiana del CINVESTAV, Unidad Zacatenco. IPN, México.

{b) Cepas donadas por el Dr. C. P. Kurtzman. Northern Regional
Regearch Center. Peoria,lllinois.

(c) Cepas donadas por la Dra. Patricia Lappe. Instituto de
Biologfa. UNAM. México.

(T) Cepa tipe.

* Cepa descrita en Biochem.Biophys.Res.Corm.61:613-620,1974.
Nota: En algunos de los trabajos realizados en ésta tesis,
también 8e incluyeron como comparaciSn  las cepas K. marxianug

1.B, de la coleccidn del Inst. Blel. UNAM; K. drosophilarum
(NRRL Y-8279) y K. fragilis L-667 (NRRL Y-7571).
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2, Medios de Cultivo

YPD

Peptona de gelatina
Extracto de levadura
Glucesa

YPD S51ido
lo anterior mas agar

12
2%

Extracto de Malta Agar (medio para favorecer la esporulaciém).
s%

Extracto de Malta
Agar

LB

Cloruro de godio
Extracto de levadura
Bactotriptona

Agar

sD

Base nitrogenada de levadura
sin aminodcidos.

Glucosa

Agar

YPG

Extracto de levadura
Peptona de gelatina
Glicerol
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LB + Ampicilina 70 ¥ g/ml

LB + Tetraciclina
15¥g/md

YPG + Paromomicina
2 mg/ml pH 6.5



3. Tieupos medios de duplicacidm.

S5e determinaron las curvas de crecimiento de cada una de
las cepas y a partir de ellas se calcularon los tiempos medios
de duplicacidn,

Se emplearon matraces nefelométricos con 50 ml de YPD
inoculados con 1 X 10 © cflulas / ml. El crecimiento se determind
midiendo la absorbancia en un fotocolor{metro Klett con filtro
rojo. Las lecturas se hicieron cada 30 min. por un perfodo de 15
horas.

Se trazaron las grdficas correspondientes en  papel
gemilogar{timico y se calcularon los tiempos medios de

duplicacidn.

4, Espectros de citocromos.

Se determinaron los espectros diferenciales de absorcidn de
citocromos de cada una de las cepas.

Se utilizaron tanto nitocondrias como células completas
crecidas hasta la fase exponencial tard{a,

Para las =nuestras mitocondriales se emplearon 5 mg/ml de
protefna, glicerol al 303 y KHpPO; 50 =M pH 7.2 para completar a
un volumen de | ml. Se uti1liz3, para la nmuestra oxidada, 10g 1 de
ferricianuro de potasio 100 oM y para la reducida ditionita

(hidrosulfito de sodio) en exceso.
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La absorci8n se midid a temperatura ambiente em un
espectrofotdmetro SLHM-AMINCO de doble rayo modelo DW-2000 , en
un rango de longitud de onda de 400 a 700 n=m.

El  contenido de citocromos en cé&lulas completas se
determing en una dilucidn de 0.35 x 107 células/ ol y como

blanco se empled leche descremada al 10%,

5. Caracterizacidn morfoldgica de esporas.

Las cepas se purificaron por colonias dindividuales en
medio YPFD.

Posteriormente se sembraron en medio de extracto de nalta
para favorecer la esporulacidn. Se realizaron observacicnes
diarias al microscopio con contraste de fases por un perfodo de
una semana Yy se registraron la forma y nimere de esporas por

asca.

6. Purificacidn de DNA mitocondrial.

El wmétodo utilizado es una modificacidn del descrito por

Hudspeth (Hudspeth et al,, 1980).

Cada una de las cepas se cultivd en medioc YPD hasta la
fase exponencial tardfa (aproximadamente !8 hrs.). Despuls de
este tiempo, se cosecharon las células por centrifugacidn a 3 000

rpm. durante 5 minutos , utilizando el rotor GS5A de la centrifuga
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Sorvall RC-50. Se lavaron 2 o 3 veces con agua destilada y una
vez con sorbitol 1.2 M , Se resuspendieron en 3 veces su peso,

en el siguiente amortiguador de digestidn:

30.0 ml Sorbitol 2M

0.1 ml EDTA 0.5 M

7.5 ml KH PO, 0.5M pH 7.5

0.5 ml S-mercaptoetanol

1-2 wg zimoliasa/ g de cé&lulas.

Se  incubaron a 35°C y cada 15 minutos se hicieron
diluciones 1:50 ,para comprobar al microscopio la formacidn de
protoplastos, que se manifiesta por la aparicidn de células
negras en contraste de fases. Cuando la digestidn de la pared
celular fué completa (protoplastos), se lavaron dos veces en 2-3
volimenes de sorbitol 1.2 M y se centrifugaron a 3000 rpm durante
10 min, Posteriormente se homogenizaron durante | min. en
licuadora en 75 ml de amortiguador de sorbitol 0.6 M, Tris~HCl
0.06 M pH 7.5, EDTA 1 mM, BSA 0.1% y se mantuvieron a -20°C
durante 3 min.. Estos pasos se repitleron hasta observar al
microscopfo abundante contenido celular en suspensidn. El
homogenado se centrifugd a 2500 rpm recuperindose el
sobrenadante (principalmente wmitocondriss y restos de pared
celular). El precipitado se homogenizd una vez mis y se recuperd
el sobrenadante.

Las mitocondrias se purificaron por centrifugaciones
alternadas a 16,000 rpm durante 10 min. en el rotor 55)4 (para
recuperar las mitocondrias) y 2,500 rpm., 10 min. para eliminar
nicleos, membranas y otros desechos celulares. Los precipitados
mitocondriales, de cada una de las centrifugaciones de alta

velocidad, se resuspendieron en amortiguador de sorbitol 0.9 M,
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Tris~HC1 10 oM pH B.0, EDTA 1 oM. El {ltimo de estos precipitados
se tesuspendid en TEN-sarcosilisarcesil (N-lauril sarcosina) 2%,
Tris-HCl 0,1 M pH 8.0, NaCl Q.1 M, EDTA 10 mM ), para lisar las
mitocondrias, Se agregaron 5.91 g de cloruro de cesio {(CsCl) / §
ol de lisado mitocondrial y se incubd toda la noche a 4°C.
Posteriormente, se centrifugaron las muestras a 15,000 rpm
durante 30 min,, para elintnar 1a capa de protefnas que se forma
al mantener en refrigeracidén, y se ajustarvon los I{ndices de
refracctdn a 1,3947-1,3960 . Para visvalizar los acidos
nucleicos, se agregaeron 200u 1 del colorante bis-benzimida (100

mg/ml) .

Las muestras se centrifugaron a 40,000 rpm durante 16 hrs
en el rotor Vti 65.1. Las bandas (otDNA o DNA nuclear) se
visualizaron con luz UV de onda larga (312 nm), y se extrajeron
con una jeringa. El colorante se elimind con isopropanocl saturado
con TE ( Tris-HC1 10 mM pH 7.5, EDTA 1 mM) y CsCl. La muestra se
diluyd con 2 volimenes de TE y los &cidos nucleicos se
p}ecipitnron agregando 3 volumenes de etanol absoluto y 1/10 de
acetato de sodio 3M pH 4.5, e imcubando 30 min a -70°C en un
bafio de hielo seco-etamol. Después se centrifugd a 13,000 rpm.,
20 min., rotor 5534, El precipitado se resuspendid en 200W 1 de
TE ,se precipitd una segunda vez, centrifugando en &sta ocasidn
a 14,000 rpm. durante 10 min. El precipitado se lavd con etanol
al 70%, para eliminar el exceso de sales y se quitd el alcohol
con vacfo, El liofilizado se resuspendid en TE.

Una alfcuota de los dcfdos nuclefcos obtenidos se somerid

a electroforesis en geles de agarosa al 0.8% a B0 volts. Cuando
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las guestras contenlan RNA,  se trataron con $¥1} de RNAasa, 5
og/=l y se incubaron 30 =in. a 37°C . Las protefnas se extrajeron
sucesivamente con fenol, {enol-cloroformo y cloreformo. E1 DNA
contenido en el sobrenadante se recuperd como en los pasos

anteriores.

7. Construccidén de los mapas de restriceidnm.

7a. Digestidn del DRA mitocondrial.

El DRA mitocondrial se cortd con enzimas de restriccidn, de
scuerdo a las especificaciones de la casa comercial (Bethesda
Research Laboratories ,BRL).

Se hicieron digestiones sencillas , dobles o triples ,a fin
de resolver 1la disposicidn de los fragmentos en la molécula
original. Cada mezcla de reaccidn se prepard en un volumen total
de 10¥ 1. Por ejemplo:

1.0¥ 1 cuestra de DXA (los g fueron variables).

1.0¥ 1 amortiguador de digestidn 10X.

0.5P1 enzima de restriccidn ( dependiendo de la
actividad de la enzima).

7.041 agua bidestilada estéril.

Se incubaron las cezclas durante 2-3 hrs a la tepperatura
de actividad dJptima. Para el caso de digestiones dobles o
triples, prircero se tincubd con la enzima que requerfa menor
concentracidn de sales; despufs de la incubacidn, se agregd 1la
segunda enzica, con la cantidad de sales Sptiza para dicha enzima

Yy se incubd a la temperatura recomendada.

27



Para interru=pir la digestidén, se agregaron 2¥1 de. una
nezcla que contiene £ficol 35%, SDS 0.3%, azul de brosefemol 0,11

y %xflen-cianol 0.1% .
7b. Electroforesis.

Los fragmentos generados se separaron en geles de agarosa
al 0.8% a 80-100 volts , wutilizando como carcador de peso
wmolecular DNA del fago A cortado con HindIIl + DNA del fago
$X174 cortado con Haelll.

Los geles se tifieron con bromuro de etidl1o(0.5ug/ml) y se
fotografiaron con una cédmara Polaroid provista de un filtro
anaranjado.

Para deterzinar el peso polecular de bandas zayores de 6§
Kb, se hicieron electroforesis en geles de agarcsa al 0.4%,
utilizando marcadores de peso molecular alto, y aplicando una

corriente de 10 volts/cml.

7c. Andlisis de los fragmentos.

El mapeo de los fragmentos de restriccidn obtenidos, se
realizé con una wmodificacidm al método de Fitch (Fitch et al.,
1983) y consistid en lo siguiente:

Se eligid arbitrariamente la coordenada cero con la primera
enzima usada (preferentezente aquella que tuviera sitio finico de
reconocimiento en la molécula de NA) . Posteriormente, se
realizaron dobles digestiones, utilizando la primera enzizma, con
otra que tuviera mis sitios de reconocimiento. Los productos se

sozetieron a electroforesis y se analizd qué banda se cortaba ¢on
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la enzima de sitlo dnico. La sums del peso =molecular de Jos
fragmentos nuevos serd igual al peso nolecular de la banda que se
cortd, Entonces se locallza en el mapa de restriccifn el corte de
la banda, Para determinar Ia orientacidn de la banda y la
disposicidn de log fragmentos restantes,se diseflaron digestiones
con otras enzimas de restriccidn.

Del nimero de fragmentos de digesticnes sencillas y
dobles, se puede determinar la forma de la moldcula de DNA, S{ el
DA  es c¢{rcular, la suma de los fragmentos obtenfdos en
digesriones separadas,con una sola enzima,es igual 2 la guma de
los fragmentos obtenidos en una digestidn doble con las nismas
enzimas. 51 el DXA es lineal, 1la suma de las fragmentos de
digestiones senciilas es igual a la suma menocs unp, de los

fragmentos en la doble digestidn.

8. Elaberacién de wuna sonda para la localizacidn de 1la

subuaidad ri{bosomal 15S.

£1 esquema general de este trabajo se presenta en la figura
).

La sonda se prepard a partir de la wucente petite DSBQ de
S. cerevisiae, descrita por L1 (L{ et al.,1982),

Esta mutante posee un mrDNA de 2.6 kilobases, que contiene
el gen que codifica para el rRNA 158, adyacente al sitio que le
conflere resistencia al antibidtico paromomlcina. Se corroboraron
las caracteristicas fisloldgicas de esta nutante, principaloente
la resistencia a este antibidtlco , realizando una cruza con la

cepa D311+3A de 5, cerevisiae .
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Fig. 1. Clonactén de 1a subunidad ribosomal 15§ de
5. cerevisiae, para su utilizacidn como sonda.



La cepa petite no crece en sustratos oxidables (glicerol,
lactato o etanol) y es resistente a paromomicina; mientras que la
cepa silvestre es sensible al antibidtico y presenta crecimiento
normal en sustratos no fermentables. las caracter{sticas de estas

dos cepas son las sigulentes:

DS8O o ,met-, parR, crecimiento nulo en glicerol.
D3i1-3A a, try-, leu-, lys-, pats » ¢recimiento normal

en glicerol.

Se cruzaron las cepas en medio lIquido YPD, con agitacién
suave; se verificd al microscopio la formacidn de cigotos, y la
muestra Be plaqued en medic mInimo (SD}) . Las colonias que
crecieron en este medio, sge replicaron en medio YPG y en medio
YPG + paromonmicina. Se incubaron a 30°C por 24 hrs, Las colonias
que crecleron, fueron clonas diploides, ya que cada una
cosplementd las wmutaciones de la otra, por lo tanto tienen
crecimiento normal en sustratos no fermentables (YPG), ningln
marcador de auxotroffa (crecimiento en medio wminimo) y son
resistentes a paromomicina. El nimero de colonias resimtentes al
antibidtico no es el 100%, ya que la resistencla se debe a una
mutacidn mitocondrial y por lo tanto hay segregacién mitStica de
este caracter en las diploides. Con estas pruebas se comprobd que

1la DSBO contiene el gen‘del vRHA 158,

Se obtuvo el mtDNA por el procedimiento anteriormente

descrito ( apartado 6) y se cortd con la enzima de restriccidn
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Haelll. Esta enzima produce dos fragmentos de 1.3 Kb, uno de los
cuales posee un sitio para la enzima BamHl que se localiza dentro
de la secuencia del gen. Se separaron los fragmentos por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8X con bromuro de etidio

Spg/el.

8a, Electroelucién.

Se recuperd el fragmento que lleva el gen del rRNA 155 por
electroelucidn. Una vez que los fragmentos generados por
digestidn con 1la enzima Hae III se separaron suficientemente
durante la electroforesis, se hizo una ranura inmediatamente por
debajo de la banda de interés, en la cual se insertaron una tira
de papel filtro 3¥M (del lado de la banda) y una tira de membrana
de diflisis. Se reanudd la electroforesis y se continud hasta que
la banda de DNA se absorbiera en el papel filtro , quedando el
DNA retenido por la membrana de didlisis. Cuando la absorcidn se
completd, el DNA se recuperd, centrifugando el papel en un tube
Eppendorf de 0.5 ml al cual se le habfa hecho un orificio en la
parte inferior y se habfa insertado en un tubo Eppendorf de 1.5
ml. Se centrifugd el papel y se recuperd la muestra, lavando el

papel varias veces con TE.

8b. Preparacidn del vector de clenacién.

Se cortd el plasmido pBR322 (Bolfvar et al., 1977) con la

enzima EcoRV,cuyo sitlo Gnico se localiza en el gen que confiere

resistencia al antibiStico tetraciclina. Posteriormente se
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desfosforilé con fosfatasa alcalina bacteriamna (BAP) en las
condiciones que recomiendan los proveedores. Se incubd la mezela
a 37°C durante 90 min. La fosfatasa alcalina remueve los fosfatos
5' terninales del DNA para prevenir la recircularizacidn,
Teruinada la reaccidn, se calentd 5 min a 70°C, para inactivar a
la enzima y se agregd "stop mix". El plismido lipearizado y
desfosforilado se electroeluyd como se describid anteriormente

{inciso B8a,},
8c. Ligacidn

Se determind la concentracidn de pldsmido y de dinserto
(fragmento HaeIll-Haelll de 1.3 Kb del mcDNA de la cepa DS80).

La mezcla de ligacifn contenfa una relacién de
concentracién molar 1:1 de vector e d{nserto, amortiguador de
ligacidén (Tris-HCl 25 mM pH 7.8, MgCly 10aM, ditiotreirol (DTT) 2
oM, ATP 4 oM) y DNA ligasa del bacteri8fago T4. Se incubd 2 hrs
a 20°C, Cuando se observaron formas multiméricas del pldsmido
( plésmido recircularizado )} se detuvo la reaccidn congelando a

-20°C.

84, Preparacidn de c€lulas competentes de la cepa HB-101 de

E. coli con CaCly .

Las células se hicieron competentes por tratamiento con
cloruro de calcioc de acuerdo al método descrito por Mandel y Higa

(Mandel y Higa, 1970).

33



Se hizo un cultivo de la cepa HB-101 de E, coli en 100 wml
de medio LB y se {ncubd & 37°C hasta llegar a 100 unidades Klett.
Poster{ormente, se incubd 10 wmin. en hielo. Se recuperaron las
c&lulas por centrifugacifn a 4000 rpm. por 5 min, y se lgvaron en
una solucién de CaCl; 10 oM . Se resuspendieron en 10 nl de CaCly
50 mM y se {ncubaron a &° C durante 20 min., después de lo cual
se centrifugaron y se resuspendieron en 2 ml de CaClz 50 =M.

Se dejaron toda la noche en hielo a &4°C.

8e. Transformacién

Se mezelaron 100% 1 de células competentes, 43Pl de CaCly
50 a4 y !#1 del DNA recombinante que se construyd., Se wantuve
1a mezcia en hielo durante 20 min. y se did un choque térmico de
2 min a 45°C. Se agregaron 1.35 ul de medio LB y se incubd & 37°C
durante 90 min , se plaquearon las muestras en medio sdlfdo de LB
con awpicilina y se incubaren & 37°C  toda 2a noche. Se
replicaron las colonias que crecieron en medio s5li{do de LB con
tetraciclina.

Las transformantes se seleccionaron por su resistencia a
ampicilina ¥ sensibilidad a tetraciclina ( el {nserto se
introdujo en el sitio de resistencia a tetraciclina, por lo tanto

este gen quedd inactivado).

Bf. Seleccidn de pldsmidos recombinantes,
Se escogleron 30 clonas al azar para purificar el plidsmido
recombinante, siguiendo &)l rmétodo de 1isis con detergente a

paquefia escala (niniprep). Cada clona se crecid
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independientemente en placas de medio LB + Amp. durante una
noche. Se resuspendieron las células en 350 y1 de amortiguador
STET ( sacarosa 8%, tritdn X-100 5%, EDTA 50 mM, Tris-HC1l 50 oM
pH B8.0). y se agregaron 30M1 de STET + 1isozima (i0mg/ml
1lisozima en STET). Se calentd la mezela en un bafio de agua
hirviendo, durante 5 min. . Se centrifugd en frfo por 15 min.
Los &cidos nucleicos del sobremadante se precipitaron con
isapropancl a =70°C durante 15 min. Se recuperd el precipitado
por centrifugacidn y se resuspendid en TE ., Se realizd una
segunda precipitacidn con una mezcla de etanol-acetato de sodio
(50 ml de etapnol- 8 ml de NaOAc 3M) a =~70°C por 15 min. El
precipitado se recuperd por centrifugacidn por 10 min, se lavd
con etanol al 70% , se secd al vacfo y se resuspendid en TE.
Los pldsmidos de cada clopa se digirieron con 1a enzima
BamBl para escoger las clonas que llevaran el gen. De acuerdo al
wmapa de restriccidn del pldsmido y del inserto; aquellas clonas
que rtindieran fragmentos de 4.4 y 1.2 kb 0o 5.2 y 0.4 kb son las
que llevan el gen.
Se escogid una clona (clona $) que presentd el primer

patrdn y de ia cual se obtuvo la sonda.

8g. Purificacién a medisna escala de plésmidos recombinantes.

Se utiliz§ el método Melton-Prep, para la produccidn vy

purificacién a wediana escala de los plismidos recombinantes que

llevan los genes que se desean localizar.
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Se hizo wun cultivo de una noche a 37°C de la clona que
lleva el pldsmido recombinante seleccionado , se colectaron las
c¢élulas por centrifugacidn y se lavaron una vez con NaCl 10 oM.
Las cflulas se lisaron incubando en hielo por 20 min, en 0,6 ml
de Tris-HCl 25 uM pH 8.0, EDTA 10 wM, sacarosa al 15X y 2 mg/ml
de 1isozima . Se agregd 1.2 ml de NaOH 0.2 M, SDS al 1Xy se
prosiguid 1a incubacidn por 10 min, Posteriormente se agregaron
0.75 ml de NalAc 3M pH 4.8 y se incubd en hielo por 20 min. Se
centrifugd a 15,000 rpm por 15 min. El sobremadante, conteniendo
el DNA de los plismidos, se tratd con 5pl de RNAasa A (10 mg/ml)
y se incubd a 37°C por 20 min. Las protelnas se extrajeron dos
veces con voliimenes iguales de fenol-cloroformo, centrifugando a
5000 rpm por 5 min. para separar las fases. De la fase superior
se precipitd el DNA con 2 voldmenes de etanol por 2 min &
temperatura amblente y se recuperd por centrifugacién a 8500 rpum.
por 10 min. , despuds se lavd con etanol al 70X y se secd con
vacfo. El DNA se disolvid en 160¥ 1 de agua destilada y se
agregaron 40u1 de NaCl &M, se mezcld y se precipitd con 2001
de PEG B000 al 13% por una hora en hielo. Se eliming el
polietilenglicol centrifugando por 10 min y el precipitado se

1avé con etanol al 70%, se secd y se resuspendid en TE.
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9. Obtencién y marcaje con derivadcs biotinilados de

las sondas para hibridaciones.

Las sondas que se utilizaron fueron las siguientes:

Sends Drigen

ol | Mutante petite D5400 A3 de
{subunidad 9 de la ATPasa Saccharonvces cerevisiae
witocondrial}. Donacidn Dr., &. Tzagoleff.
oli 2 Mutante petite DSI4  de

(Subunidad 6 de la ATPass
zitocondrial).

cit b
(Apocieoeromo b)

Rib 15§
(rREA 1355)

Rib 218
{rRNA 2i8)

Los plisanidos recombinantes se cortaron con

enzimas de restriccidnm,

5. cerevisiae
Donacidn Or. A, Tzagoloff.
(Macino & Tzagoloff,1980)

Rluyvarouvees lactis
WM37,

Yutante petite D580 de
5. cerevisise.
Donacién Dr.A. Tzagoloff,

K. lactis WM37
Flsmido pKLM 15/4
Donacidn Dr. H. Fukuhara.

dependiendo del gen que se cloné.

continuacidn se describen las caracterf{sticas de las sondas.

Sonda Pldsmido
recombinante.

Enzima Tazafic de
la sonda {Kb)

oli 2 pLO-4 y plo-1l
oli 1 pMZ-01i 1

cit b pHH37~100
TRNA 158 pES-155

cRNA 215 pELM 1574

Hind I1I+Nhel 1
HapIl 1
KpnI+Sstil 1
Hapll 1.2
¥pel+Sall 3.5

diferentes



Los plasaidos se digirieron con la enzioa indicada vy el
fragmento correspondiente a 1a sonda se electroeluyd de la forma
anterjornente descrita (inciso 8a.)

Los fragrentos sé rwarcaron por el método de "Nick~
Translation” , utilizando derivados blotinilados ,conforme a las
indicaciones de la casa comercial {BRL). Se usd dUTP marcado con
biotina. En un tubo Eppendorf se mezclarom 20¥1 de la sonda, 5vl
de solucidn A4 (mezcla de desoxiribonucleStidos excepto el
blotinilado), 2.5 1 dUTP biotinilado ,17.5¥1 de solucién E
(agua destilada). Se mezcld suavemente y se agregaron 5 W1 de
solucidn C (DNA polimerasa ! y DNAasa), se mezcld y se incubs a
15°C por 90 min. La reaccién se detuvo con la solucidn D, (EDTA

300 mM). El DNA se precipité de la forms anteriormente descrita.

10.  Hibridacidén del mtDNA de las cepas de Kluyveromyces con

las sondas marcadas con derivados biotinilados. -

El proceso de hibridacidn consiste de 4 pasos principales y
se basa en la técnica descrita por Southern {Southern,1975) Fig.2
a) Desnaturalizacidn del DNA,

b) Transferencia del mtDNA a membranas de nylon.
¢) Hibridacién con la sonda y

d) Revelado de las bandas que hibridaron.
i0a. Desnaturalizacidn del DHA.
El DNA mitocondrial cortado con enzimas de restriccidn se

sometiS a electroforesis en geles de agarosa al 0.8%, se tifi§ con
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bromuro de etidic ( 0.5 ug /ml) y se tomaron fotografias
colocando una regla a lo largo del gel. E1 D¥A se desnaturalizd
por 60 min. & texperatura ambiente en una solucidn de NaCl 1.5M ,
NaOH 0,54 , con agitacidn suave ¥ se neutralizd en una solucidn

de Tris-HCl | M pH 8.0 , NaCl 1.5M por otros 60 min.
10b, Transferencia a membranas de nylon.

El gel se colocd en un dispositivo como el que se wuestra
en la figura 3. ‘
El amortiguador de transferencia fué SSC 10 X ( SSC 20 X:
NaCl 3M, citrato de sodio 0.34 pH 7.0). Se dejé aproximadamente 16
hrs. durante las cuales el amortiguador fluyd por capilaridad a
través de las toallas absorbentes, arrastrando al DNA del gel, el
cual quedd retenido en el filtro de nylon. Cuando terminé la
transferencia, se marcaron los pozos en el filtro y se descartd
el gel . El filtro se lavd con SSC 6X y se incubS a 80°C por dos

horas para fijar el DNA al filtro.
10 ¢. Prehibridacién e hibridacidn.

Para bloquear el filtro de nylon, evitando as{ hibridacién
inespec{fica, el filtro se prehibridd con wuna solucidn que
contiene SSC 6X , solucidn de Denhardt 5X ( ficel al 13 ,
polivinilpirrolidona al | %, BSA al 1X ), SDS al 0.2%, Tris- HCl
20 oM pH 8.0, EDTA 2 oM y DNA de timo de ternera (€T BDNA) 100
pg/ml.Esta solucidn se incubd por 10 min en un bafie de agua
hirviendo ¥ se enfrid por 10 min, en un bafo de hielo-agua, para

desnaturalizar el DNA. La mezcla se agregd a una bolsa de
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hibridacidn junte con el {iltro previamente huzedecido en SSC &%,
se selld y se inzubd a €3°C por & hes, El pase siguiente fud la
hibridacidn con la sonda marcada.

Se hize una dilucidn de 1:200 de la sonda biotinilada en
TE { Tris-8Cl 10 =M p¥ 8,0; EDTA 1 £M). Se incubd por 10 =in. en
un bafio de agua hirviendo y se enfrid por 10 oin. en un bafio de
hielo-agua para abrir las cadenas del DNA., Esta dilucidn se
agregd a la bolsa de hibridacidn, se selld y se incubd a 65°C por
14 hrs,

Terminada 1a  hibridacidn, se  hicieron lavados
posthibridacidn, para descartar la hibridacidn inespecffica y
eliminar sonda libre. Estos lavados dependen de la similitud en
la secuencia de la sonda y del DNA blanco, Para las sondas oll
1, cit b, rRNA 155 y rRNA 21S, se hicileron dos lavados de alta
astringencia en S8SC 6X, SDS al 0.1% ; el primero de 30 min a
temperatura aublente y el segundo de 60 min. a 65°C. Para 1la
sonda oli 2, se usS el mlsmo awortiguador pero se hicieron los

lavados a temperatura agblente, 10 min cada uno.

10 4. Visualizaeidn.

Los hibridos sonda-DNA se visualizaron utilizando el sistema
" Blu~Gene Nonradiactive nucleic acid detection system™ de BRL.
Este sistema se basa en la alta afinidad que posee 1la

estreptavidina por la biotina (Fig 2).

Después de vealizados los lavados posthibridacién, el
filtro se lavd una vez en amortiguador 1 ( Tris- HC1 0.1 M pd

7.5, NaCl 0,15 ¥ ). Posterlorecente, se bloqued incubando una



hora a A5°C ea amoreiguador 2 { 3SA al 3% en amertipuador ). A
contiruacidn se incutd por 10 min. en una dilucidn de ixg/cl dei
conjugado estreptavidina-fosfatasas  alcalina {SA-AT) en
amortiguador 1, para pernitir que 13 estreptavidina se unlera al
rucledtido bictinilado., £l conjugado libre se elizind lavande dos
veces por 15 min. en azortiguador ! , y una vez en amortiguador 3
( Tris -HEC1l 0.1 M pH 9.5, NaCl 0.1 M, ¥gCly 50 =M). Lla reaccidn
de color se rvealizd incubando el filtro en una solucidn
colorante de azul de tetrazollc (NWBT) y 9-bromo-s~cloro=3~
indolilfosfato (BCIP) . La reaccidn se llevd a cabo en 1la
oscuridad por un tiempo de 15 -180 min. La fosfatasa alcalina
desfosforila al ECIP y el producto reduce al NBT, dande un
precipitado color pirpura.

Cuando las bandas fueron visibles, la reaccidn se detuvo
lavando el filtro con amortiguadcr Tris-HC1 20 =M pH 7.5, EDTA

0. 5zM.

10 d. Localizacidn de los genes en el nmapa de restriccién.

Las bandas que hibridaron se localizaron en el mapa de
restriccidén . Se nidid en el filtro nylon la distancia de 1la
banda que hibridd al origen del carril y se extrapols 1la
distancia correspondiente en la fotograffa que previamente se

habfa tomado del gel.



IV,  RESULTADOS ¥ DISCUSION,

Antes de  entrar direcrtamente al estudio del  DNa
mitocondrisl, se caracterizaron worfollgice y fisiolSgicamente

las cepas aqu{ descritas.

1. Caracterfsticas Morfoldgicas.

Ls siguiente diagnosis el g¥nero Kluyveromyces es
la detallada por van der Walt y Johannsen (van der Walt y
Johannsen, 1984).

" Las células wvegetativas son esferoidales, ovoldes,
elipsoidales,cilfndricas a elongadas ; la reproduccidn es por
gemacibn, er slgunos cases con Eormacidn de  seudomicelic. Las
ascas son evanescentes, unt o multiesporadas. Las ascosporas son
crescentiformes, reniformes, oblongas, elipsoidales ]
esfercidales, tendientes & aglutinarse despuds de su liberacidn.
Fermentacldn, nitrato no utilizable como dnica fuente de
nitrégeno. Sistema de Coenzima Q-6 presente.”

La reproduccidn vegetativa de las cepas que se estudiaron
fué tiplcamente por gemacidn polar (Fig. 1.1), con formacidn en
algunos casos de seudomicelio (K. fragilis 2415 ; Fig. 1.1 a),

En cuyanto a las caracter{sticas sexuvales, cuando las cepas
se  cultivaron en medio de extracto de malta psra favorecer la

esporulacifn, s6lo dos de ellas esporularon: K. fragilis 2415
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Fig. 1.1 Fotomicrograffas de tres cepas pertenecientes al género

Kluyveromyces.

A) K. frapilis 2415. a) seudomicelio, b) ascosporas reniformes.
B) K. bulgaricus I.B, a) células vegetativas, b) tétradas,
¢} ascosporas esferoidales.
C) K. lactis WM37, a) células vegetativas, b) tétradas,
c) ascosporas esferoidales. {(Las cepas de K. lactis son
heterot3licas, por lo que se realizd una cruza con las cepas
wM37, de factor sexual a, y MD2/l de factor sexual®)
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presentS & esporas reniformes por asca , en nilmero pequefio
despus de 24 hrs. de incubacidn (Fig. 1.1 a); asf mismo, por
estudios realizados en el laboratorio con la cepa K. marxianus
I.8. y con otras de la misza especie, se conoce gque é&stas
presentan &4 esporas reniformes por asea. La cepa K. bulparicus
1.B., presentd & esporas redondas por asca, en gran nlzero
después de 24 hrs (Fig, l.1b).

Los resultados sugieren que €&stas tres cepas son
homot&licas, es decir que la reproduccidn sexual se lleva a cabo
sin interaccidn precedente de tipos de cruzamiento complemetarios.

Por otro lado, las cepas K. fragilis 278, X,
bulgaricus 4327 y K. vanudenii, a pesar de que se permitid su
crecimiento por un periodo de una semana, no hubo formacidn de
esporas, sugiriendo un posible heterotalismo,el cual no pudo
comprobarse por la carencia de otras cepas de factor sexual
complementario.

En la Fig. !.l ¢, se muestra el tipo de esporas redondas
producidas por 1la cepa heterotdlica K. lactis WM37 . Esta cepa
de factor sexual a, se cruzé con la cepa }02/1 de K. lactis de

factor sexual = . Se produjeron 4 esporas redondas por asca.

Aunque el tipo y forma de las esporas, patrones de
asimilacidn y fercentacidn de carbohidratos, son caracterfsticas
que se toman en cuenta para la clasificacién de levaduras, en
alpgunos casos es diffe{l su aplicacidn, Uno de ellos se presentd
en la cepa K. bulparicus I.B. Esta levadura presenta esporas

esferoidales, tfpicas de levaduras del tipo de K. lactis (Ver Fig

tb); sin ezbargo, se clasificd como X. bulgaricus porque a




diferenciz de K. lactis, ferzenta al carbohidrato inulina, va sea

lenta o activazente.

Los criterics en qGue se basd la clasificacidn de las
levaduras gue cozprendieran este estudio ,fueren  las
caractersticas worfoldgicas de las células vegetativas,
caracter{sticas de la reproduccidn sexual y asexual, y patrones
de asimllacidn y ferzentacifn de diversos compuestos quimicos
encontrindose clerto grade de homogeneidad en estos aspectos en
la wmayorfa de los aislanientos. Sin exbargo, a lo largo del
estudfo, la cepa K. bulgaricus I.B. , presentd una gran
varifacidn. Es necesarlo realizar mis pruebas para comprobar la

identidad de esta cepa,

2. Curvas de creciziento.

El siguiente aspecto que se considerd fud la veloecidad de
creciniento de las cepas. Se determinaron las curvas de
¢recimiento en cultivos de YPD, Fig 2.1

Los tiempos wmedios de generacidn calculados fueron los

siguientes:

K. fragilis 278 1:15 hrs.
K. fragilis 2415 1:40 hrs.
K. bulgaricus 4327 l:45 hrs.
K. bulgaricus I.B. 1:40 hrs.
K. vanudenii 1:35 hra.
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Steensna (Steensma et 21.,1988) al caracterizar
fisiolégicamente a varias cepas de este género para realizar
cariotipos electroforéti¢os, encontrd ciertas diferencias en el
crecimiento. Observd que levaduras del tipo de K. aarxianus
crecen nornalmente a temperaturas entre 25 - 43°C, mlentras que
cepas del tipo de K. lactis mo forman colonias arriba de los
37°C. Ademéds, cuando compard las tasas de crecimiento observd que
las primeras crecfan mds rapide que las segundas, a todas las
temperaturas probadas.

En las curvas de crecimiento que se obtuvieron para las
cepas que estudiamos, 1o hubo diferencias significativas en los

tiempos medios de duplicacidn

3. Espectros de absorcidn de citocromos.

El otDSA de 1a wmayorfa de las levaduras estudiadas
codifica para algunos citocromos que son parte integrante de la
cadena  respiratoria ,tales como el apocitocroms b y tres
subunidades de 1la citocromo oxidasa. .Es por ello que se
caracterizaron las cepas estudiadas en cuanto a la presencia de
estas protelnas, ademds de que las c&lulas presentaban diferentes
tonos de rosado, por lo que se pensd que pudieran haber existido
diferencias en el contenido de citoeromos.

Con tales gbjetivos se realizaron espectros de absorcién
diferenciales de citocromos, tanto de células como  de
mitocondrias purificadas. Estos se presentan en la Fig, 3.1. El
espectro diferencial (reducido menos oxidado) de cada cepa ,

presentd dos reglones de absorcidn en la zona visible del
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Fig. 3.1 Espectros de absorcidn diferenciales de citocromos
de las cepas estudiadas.

Las grificas nuestran el espectro de absorcidn diferencial
de citocromos (reducido zenos oxidado),de células (trazos dis-
continuos) y de mitocondrias purificadas (trazos continuos).
Se emplesron 0.35 x 10/ células / ml 6 5 =g. de protefna
mitocondrial / =l respectivamente.
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espectro electromagnético : la regidn & {540 - 650 nz) ¥ la @

(510 - 535 nm). No se ruestra la regidn de Soret (210 - 460 nm).

Dentro de la regidn =, la mis adecuada para el estudio de
1os citocromos por la alta resolucidn de los picos. se encontrd
cltecrome ¢ que absorbe a 549-350 nm, citocromo b (5360 nm) ¥
citoctomo oxidasa ( 603-606 nm). En cuanto a la regifn & se
encontrd contenido de citocromo ¢ (519-521 nm) y de citocromo b
(528-529 nm).

Como se observa, el pico de 550 nm que corresponde a
citocromo ¢, aparentemente disminuye en los espectros con
witocondrias purificadas . Esto probablemente se debe a que este
citocromo es soluble, ¥ se pierde en el proceso de purificacidn.

de las mitocondrias,

De estos estudios se concluye que estos aislados no
presentan ninguna deficiencfa en cuanto a algin citocromo. Un
andlisls comparativo entre las cepas en cuanto al contenido de
citocromos, se dificultd debido a la imposibilidad de

estandarizar estrictamente todas las muestras mitocondriales.

La espectrofotometrfa diferenclal proporciona informacidn
sobre los tipos de citocromos presentes, concentracién y sus
estados oxidado o reducido en células, mecbranas o preparaciones
purificadas de citocromos ( Jones y Poole,1985). Han sido de
vallosa ayuda para la identificacidn de mutantes deficientes
respiratorias, asf como en la identificacidn de deleciones vy

rearreglos en el mtDNA de levaduras ( Hardy et al.,1989).
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4. Andlisis de los patrones de restriccidn del DNA mitocondrial.

Nuestro principal {nterés en este estudio se enfocd a
comwparar los patrones de restricci{dn del DNA mitocondrial de
cepas pertenecientes al género Kluvveromyces, para establecer
similitudes y diferencias que pudieran arrojar luz acerca de las

relaciones existentes entre los miembros de este grupo.

El mtDNA purificado de wecada una de las cepas que
comprendieron este estudio, se digirid con diferentes enzimas de
restriccidn. Se sabe que el DNA mitocondrial de levaduras
presenta extensas reglones espacladoras ricas en Ay T, por lo
que se pensd que enzimas que reconocleran pallindromes integrados
por estos nucledtidos, darfan un niimerc muy grande de fragmentos,
que de hecho es5 el caso, Por lo tanto, se escogieron enzimas que
reconocieran G y C, y combinaciones A-T y G-C. As{ wmismo se
utilizaron enzimas que reconocieran 4 y 6 nucledtidos.

Los fragmentos de restriccidn se separaron  por
electroforesis en geles de agarosa y los patrones gQque se

obtuvieron fueron comparados .

La Tabla IV.! resume las enzimas de restriccidén que se
utilizaron, secuencia de nucledtidos que reconoce y niimero de

fragmentos que se produjeron para cada tipo de mtDNA.
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Tabla 1IV.1 Nimero de sitios de reconacimiento para enzimas de

restriccidn en el mtDNA de varfas cepas del g@nero Xluvveromvces.

Enz. de Sec. gue CEPAS
restr. Teconoce. 278 2415 YB-4327 1.B, WM-37* vanud.
(3'+3")

Hae II1  GGCC & 3 3 9 8 10
Hap 11 £Leo L 3 3 8 >16 »16
Hha 1 GCGC 5 4 4 4 >10 8
Apa 1 GGGCCC 1 nd nd nd 0 ]
Sma 1 CCCGGG o o Q nd 5 7
Sst 11 CCGLEG 2 2 2 2 >4 >14
Bap HL GGATCC o 0 0 1 2 3
Kpn I GGTACC 1 1 1 3 2 1
Miu I ACGCGT 1 3 1 i 1 1
She 1 GLTAGC 0 ] Q nd 1 i
Nru I TCGCGA 0 e} 0 0 0 1
Pst I CTGCAG i 1 1 2 1 1
Pvu 11 CAGCTG 2 2 2 3 3 3
Sal I GTCGAC 2 2 2 nd 2 2
Sst I GAGCTC 0 0 Q0 0 1 1
Bel 1 TGATCA & nd nd 3 3 6
8g1 II AGATCT 2 3 1 6 7 6
Cla 1 ATCCAT 1 1 1 1 3 3
Eco RI GAATTC 7 3 § 8 4 4
Eco RY GATATC z 2 2 5 6 6
Hind III AAGCTT 5 5 5 7 3 3
Ns{ I ATGCAT 9 9 9 nd nd 11
Sca 1 AGTACT 3 3 3 1 [ 0
Xba L TCTAGA 3 2 2 6 3 nd
Hine 11 GTYRAC** 9 3 5 7 7 6

* Tomado de Coria et al., 1930 ; Ragnini y Fukuhara, 1986.

** R=Ao0G ,¥Y~CoT

nd = no determinade.
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En dicha tabla se puede apreciar que en general, las cepas
del tipo de K. marxianus ( K. fragilis 278, K. fragilis J:13, K.
bulgaricus 4327} presentan un =menor nizero de sitios de
restriccidn que aguelilas cepas del grupo de K. lactis (K. lactis
WM37 ¥ K. vanudenii). La denominacicn de cepas del tipo de K.
marxianus o cepas del tipo de K. lactils es ccnvencional y se hard

referencia varias veces a lo largo del texto. Lla cepa X,

bulgaricus 1.8, aparenta un estado intermedio entre acbos Erupos.

En la figura 4.1 se muestran los patrones de restriccidn
con las enzimas Sst 11 y Hap II de los =tDNA de las cepas que se
estudiaron, asi como de algunas otras cepas gue pertenecen al
mismo género, las cuales fueron inclufdas s5lc en &sta parte del
trabajo (K. fragilis 667 y K. drosophilarum).

Las levaduras K. lactis, K. drosophilarus y K. vanudenid,
presentan, para Sst II, numeroscs sitios de restriccidn (mds de
16), a diferencia de los pocos sitios de restriceidn (2 o 3) que
mostraron las cepas K. fragilis 278, K. fragilis 2413, K.
bulgaricus 4327, K. bulgaricus 1.8, y K. zarxianus I.E..

Algo sizilar sucede para la enzima Hap Il: =is de 16 sitdos

de restriccién en levaduras del tipo de K. lactis, zientras gue

las levaduras del tipo de K., gmarxisnus presentan 3 o 4 sitlos,

excepto K. bulgaricus 1.3. que tiene § sitios.

En la Figura 4.2 se cuestran los patrones de restriccidn de
los DNAs mitocondriales cortades con las enzizas Hine 11 , Xba 1

y Hind 111,

55



A 4+ HindIII

5=t11 Hapil

-
3 5
™ Ll @ ~
@ “ 2 . . a @ w 7. .
5. %Y 4 oA 5 - 27 &4 o
T A T T } 5 3 o4 9 49
-l £ t - Lol ial ) ! - 0 [£] b - Lol - v
k1
L) m - I b
o1 i o a3 e - Rl R L3 cm e
° w 8 8 3 WL oh s owoe O3 A non
R 404 3 T B S B R £k
o B oE b o mo b oBoaon o b B b o hoR
R O T T O T T T
i Bl EE Y EEES AR
LA 4 8 B 8 & ¥ LR T B B . 14
I W .

K.
X,
X
X
P
.
Eg
.
X,
K.
X,
x,
X,

FIR. 4.1 Patrones de restriccldn de DNAm mitocondrlales de varias cepas
de levaduras del género Kluyveromyees . EL mt DNA se digirid con Jan en-

zimas Sst Il y Hap 11, Lor fragmenton fueron separndos por electroforesin
en gelen de agarosa al 0.8,

96



A + HindIII

SstIl Hapli

7 ~
5
g, 8 = 2 a3
. 2 ., e
N s e Mm@ N M~ - &| m
4 4 4
b“unyMM I83 2308
s e . 0§ . ox g3 §
2 s 3o
38 2 § & 3 B % 2 8 a8 a8 3§ .MW B
v.w._lrm 2 & 3 B RN o@osog g o b
L AL T N X 1 A < - U S S > W
m. a,.wuk.m‘weungggﬂ.c.rtsm
Fiqd i it v EEEdTEgEE
&8 & 5 8 84 o & &8 3 8 ¥R S
B L I L N B HE VIR

Fig. 4.1 Patrones de restriccidn de DNAs mitocondriales de varias cepas
de levaduras del género Kluvveromyces . El mt DNA me digiris con s en-

zimas Sst Il y Hap 11, Los fragmentos fucron separndos por electroferesis
en geles de agarosa al 0.8X,



LS

"111 PUTH £ | eQx ‘Il JUJH SVQ[UP SP] UOD GPPI10I FSATATOIIAANTY

12p svdad Ip Jepdpucdoljw yN(g [Ip UQFODTIIFAA Bp sAuosIwg ‘ry By

©13uad

A+ HindIll

vanudenii

K. fragilis 1-278

K. fragi 667

(. fregilie 2415

i, bulgericus YB~4327

K. bulgaricus 1.B.

K. rorztanugs  1.B.
lactia w37
drosophslarum
vanudenid

A+ BindI1l
Srugilie 1278
frag 667
fregilie 2415
bulgaricus 157'432 7

i bulgaricus 1.B,

. reprierus 1.B.
lectia w7

' drosepkilarum
varudanii
\+ HindIll

. [ragilis 1-278

. fragilic 687
Fragilis 2415
tulgaricus ¥B-4327
bulgaricus 1.8,
rarzicrug 1.B.
lactie w7
drosophilarwn

I1IPUTH

Teay

ITIPUIH



Al comparar los patrones de restriccidn con estas enzimas y
los de la Figura 4.1, encontrames que las cepas X. fragilis 2415,
K, bulgaricus 4327 y K. marxianus, poseen el nisno nimero de
fragmentos, con pesos moleculares muy parecidos.

Esta caracterfstica se conservd para la mayorfa de las
enzimas utilizadas. La Gnica diferencia notable, se observd en
los patrones de restriccidn obtenidos con la enzima Xba 1.En este
caso, el segundo fragmento en la cepa K. bulgaricus 4327 es de un
tamafio menor que el obtenido en las otras dos cepas.

Debido a que los tamafios que resultan con estas enzimas son
de alto peso molecular, otras variaciones mis grandes podrfan
pasar desapercibidas. Por lo tanto, el mtDNA de estas cepas se
digirid con enzimas que poseen wds sitios de restriccidn: Mbo 1
(GATC), Hinf I (GANTIC) y Dra I (TTTAAA) (Fig. 4.3). A este
nivel, se localizaron mis variaciones en algunas bandas, aunque

los patrones en general fueron semejantes.

Los patrones de la cepa X. frapilig 278 variaron un poco
con respecto a las otras cepas consideradas como del tipo de K.
marxianus; mientras que en la cepa XK. bulgaricus I.B., la

variacidn fu€ mucho mayor.

En cuanto a los patrones de restriccidn de las levaduras K.
lactis, K. drospphilarum y K., vanudenii. €stos son muy parecidos,

siendo mis evidente la semejanza entre la primera y la dltima.




Fig. &.3. Patrones de restriccidn de las
cepas K. marxianus I.B.(carriles 1,5,8);
K. fracilis 2415 {carriles 2,6,9) v K.
Tulgaricus 4327 (carriles 3,7,10) obte-
nidos por digestifn con las enzimas Mhol,
Kinff y Dral. Carrfl & pBR3I2I + Hapll,
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5, Tamafio y forza de los DNAs mitocondriales.

Por wedio de digestiones sencillas y dobles,se encontrd que
el ntDNA de las cinco cepas que se estudiaron eran moléculas
circulares, ya que la suma de los fragmentos obtenidos de

digestiones sencillas fué ignmal a la suma de los fragmentos
obtenidos en una doble digestifn utilizando las mismas enzimas,
Se calculd el tamafio de los fragmentos, por comparacidn con

marcadores de tamafio, tales como A + HIndIII , § X174 + Hae IIL y

marcadores de alto peso molecular. Se obtuvieron los siguientes

tamafios:
K. fragilis 278 42.6 Kb.
K. fragilis 2415 38.4 Kb.
K. bulgaricus 4327 38.2 Kb,
bulgaricus I.B. 45,3 Kb,
vanudenii 38.6 Kb,

En las cepas que se estudiaron, as{ como otras que
pertenecen al nismo g@nero y que se estdn estudiando en el

laboratorio (5. marxianus y K. drosophilarum) los tamafios estdn

en un rtango de 38-45 Kb, Esto sugiere una cierta homogeneidad
dentro del género, a diferencia de las variaciones encontradas en
otros géneros de levaduras, tales como Saccharomyces (23-81 kb.)

24TCAcTRyees

y  Dekkera/Brettanomveces (28-100 Kb.) (Me Arthur y Clark-

Walker,1983; Hoeben y Clark-Walker,1986).
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6. Andlisis de los mapas de restriccidn.

A partir de digestfones sencillas ,dobles y triples con
endonurleasas de restriccidn, se construyeron los mapas £Is{cos

de cinco cepas: K. fragilis 278, K. fragilis 2415, X. bulgaricus
4327, K. bulgaricus I.B, y K. vanudenii, los cuales se muestran
linearizados en la Fig. 6.1. En rodos ellos se tomd como 1a
coordenada 0, el sitio Gnico de restriceidn para la enzima Pst I,
En el case de la cepa K. bulgaricus {.B.. que posee dos sitios
para €sta enzima, se escogid el sf{tio de Pst I nis cercano al gen
de citocromo b. El mapa de K. lactis WM37 es el descrito por
Coria (Coria et al.. 1990},

En  la Figura 6.2 se muestran los mismos mapas flsicos en

forna condensada, para una mejor visuvalizacidn de las diferencias

en los sitios de restriccidn.

Como se esperaba de los patrones de restriceidn casi
iguales de las levaduras }. fragilis 2415 y K. bulgaricus 4327,
el orden de los fragmentas se conservd, excepto por ia enzirma Xba
I { Ver patrén de restriceidn de la Fig 4.2 y los rmapas
correspondientes en las Figs. 6.1b y 6.2b y e},

Al parecer, el sitfo de rescriccidn de Xba I cercano al
sitic de restriceidn finfco de la enzima Mlu I, es coziin a ambas
cepas, el cual ocupa la nisza posicidn en la cepa K. smarxianus

1.B. estudiada en el laboratorio (mapa no mostrado). El restante

sicio de restricciSn en la cepa 515 se localiza 10,3 Kb, a la
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izquierda del sitio de restriccidn comin, nientras que en la cepa
4327, el segundo sitio de restriccidn se localiza a 7.8 Kb. a la
derecha de dicho sitio { indicade con lineas punteadas en la fip.

6,1 b y con asteriscc en el mapa condensado de la figura 6.2 c).

Esta diferencia pudlera explicarse por un evento de
transposicidn o recombinacidn en una regidn muy pequeha , de tal
wanera que no se observaron alteraciones con las enzimas aquf
utilizadas. Para detectar la naturaleza real de este cambio,

tendrfan que secuenciarse -las regiones invelucradas.

El mapa de restriccidn de K, fragilis 278 (Figs. 6.la y
6.2a) , presenta el mismo orden y una distancia de separacidn

similar para las enzimas que tilenen sitio Gnico cuando se compara

con las cepas K. frapilis 2415 y K. bulgarfcus 4327,

Con respecto al mapa de restriccidn de K. bulgaricus I.B.,
( Figs, 6,1 ¢ y 6.2 d),es mis complejo, ya que esta cepa presentd
un nimero mayor de sitios de restriccidn para la mayor parte de
las enzimas. Ademds, posee sitios de restriccién dnicos para
otras enzimas {Sca I y Baz HI). Los sitios para las enzimas Cla I
y Mlu I, presentaron un orden inverso al encontrado en todas las

cepas de Kluyveromyces que se estdn estudiando en el laboratorio,

El mapa de restriccidn de K. vanudenii (Figs. 6.1d y 6.%e)
es muy semejante al de K. laceis (Figs. 6.le y 6.2{). La
distancia entre los sitios de restriccién dnicos de Pst I y Sst I
es equivalente (8.4 y 8.8 Kb respectivamente). Asf{ migmo, la

distancia entre los sitios dnicos Nhe I y Mlu I (0.8 kb.) y de
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¥lu 1 a Kpn 1 (10.8 v 10.4 Kb. respectivavente) es pricticazente

la misza. Sin esbargo en la cepa K. vanudenii se observa un sitie

dnico para Nru I, enzima que no presenta sitios en ningdn mtDNA
de las cepas que hemos estudiado; =ientras que en XK. lactis hay
un sitio adicional para Kpn I entre Sst I y Nhe 1, que
corresponde tacbién con una distancia de separacidn mayor entre
estos sitios Gnfcos (2.2 kb para K. vanudeni{ y 4.6 Kb. para
K.lactis. Tal vez en esta zona se llevd a cabo un evento de
transposicidn de una parte del fragzento de 2.8 Kb de Hinc II ,
el cual es cortado por Kpal, a una zona localizada entre los
sitios dnicos de Sst I y Khe I. Este fragmento no estd presente

en K. vanudenii.
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Fig. 6.1. Mapas ffsicos de cinco cepas del género Kluyveromvces.

a) K. fragilis L-278
b) K. fragilis 2415
c) K. bulgaricus I.B.

d) g vanuden{i

e) K. lactis WM37 (tomado de Coria et al., 1990).
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Fig. 6.1 Mapas f{sicos condensads de las cepas estudiadas.

AiApali AviAval; BatMaall; BesBell; MgrPglil; C:Clsl; ElsEcoRl; EViEcoRV; HasHaelll; WpiHapll;
Hb:Hapls HhiHhal He:Hinell; Hd:HindI1l; Kpnl; M:Mlul; Kh:Nhel; Nr:Nrul; NasNall; P:Psel; -
PvzPvully Sa:Sally Se:Scal; Sm:Smal; StiSsel; S511:Saclf; Sp:Spel; ihiXbal,

tenes {ndicados con cajan discontinuas representan el fragmento que d1d sedal de hibridacidn,
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7. Mapeo Genético.

Se localizaron por hibridacidn con sondas marcadas con
derivados biotiniladas, secuencias similares a aquellas que
codifican para las subunidades 6 (oll 2) v 9 (oli 1) de la ATPasa
mitocondrial, las subunidades ribosomales 155 y 218 y el
apocitocromo b.

las sondas que se utilizaron provienen de secuencias del
meDNA  de 8. cerevisiae para los tres primeros, y de X. lactis
para los dos restantes . De la estrecha relacidn filogenética de
ambos grupos, esperibamos que la similitud en 1la sgecuencla
nucleotfdica de 1los fragmentos fuera elevada, por 1lo que se
escogleron condiciones generales de hibridacidn muy estrictas (de
alta astringencia).las cuales permitieron una hibridacidn
confiable para las sondas heterdlogas oli.l y tRNA 155 y para las

homdleogas cit b y rRNA 215,

En el caso de la sonda heterdloga oli 2, en estas mismas
condiciones no se observd ningidn tipo de hibridacidn , por lo
tanto se disminuyé la  astringencia de las lavados
posthibridacidn. Este hecho nos indica que la similitud en la
secuencia de estos genes es menor que la que se presentd para los
otros 4. Cuando se realizen pruebas de su porcentaje de
reasociacidn y se determine 1a secuencia de nucledtidos de este
gen en las levaduras que pertenecen al género Kluyveromvces y se

compare con la secuencia de 5. cerevisfae v la de otros

organismos, se podrd determinar qué tan divergente es.
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En la fig. 7.! se muestra una hibridacidn con lz sonda para

apocitocrome b ton el =tDNA 2igerids con Hae IIl v Eco RI de las
cepas estudiacas, as!{ coz=o de ctras percenecientes al zénero. Las
flechas indican la banda que 4i5 sefal de hibridacidn.

Como  se observa para las cepas del tipo de K. =arxianus
(K. fragilis 27&, 667 ¥ 1415, K. bulgaricus 4317 e 1.3, » K,
garxianus I.B8.), hibridaron bandas de alto peso molecular, por lo
tanto se hicieron dobles y triples digestiones para determinar la
localizacidn cds precisa del gen (Fig. 7.2).

Con las cepas K. lactis ¥ K. vanudenit{ hibridaron dos
bandas, una pequefia de aproximadamente 1.3 Kb. ) una mis grande
de 3.5 Kb. para la primera cepa y de 4 Kb, para la segunda;
nientras gue en K. drosophilarum, hibr{ds una {nica banda de
aproximadamente & Xb,

Estos tres fragmentos son equivalentes, ya que s5e sabe por
estudios realizados en el laboratorio ( Brunner y Coria,!989),
que el gen de citocromo b de K. lactis es cortado por la enzima
Sac I. Se hizo una digestidn del mtDNA de las tres cepas con Hae
II1 + Sst 1 y se encontrd que en las tres, la banda que hibrida
es cortada por Sst I; {ndicando que este sitio es marcador de
este gen para las levaduras del tipo de K. lactis, pero no para
las de K. marxianus, ya que éstas carecen de sitlos para esta
enzima,

En las Figuras 7.2 a 7.9 se muestran algunos ejemplos
de las hibridaciones con las diferentes sondas para cada una de

las cepas, las cuales permitieron un mapeoc mis fino.
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Fig. 7.2. Hibridacidén de la sonda cit b con el mtDNA
cortado con Nsil de varias cepas de Kluyveromyces.
1)A + HindI1L +$ X174 + Haelil; 2) K. fragilis 278;
3) K. marxianus I.B. ; &) K. fragilis 2415; 5) K.
bulgaricus 4327,

Fig. 7.3. Hibridacién de 1a sonda rRNA 155. 1)A+ HindIll
+§Xl74 + HaelIl; 2,3) K. marxianus 1.B. + EcoRl, EcoRI +
Mlul; 4,5) K, fragilis 2415 + EcoRl, EcoRl + Mlul; 6 y 7)
K. bulgaricus 532; + EcoRl, EcoRI + Mlul.

72



12 3 4 5 6 7 8 910

Fig.7.4. Wibridac18n con la sonda oli 1.
YA+ HindIIL + $X174 + Haelll; 2,3,4 )
K. marxianus 1.B. + Scal,HindIII + Scal,
WitndiT1; 5,6,7) K. [ragilis 2415 + Scal,
Wind111 + Scal, Htndi11; 8,9,10) K. bul-
gnricus 4327 + Scal, HindlIl + Seal,” -
HIndIT1.

73

2 3 4 3 & 7 8 9 1

Fig. 7.5. Hibridaci6n con la monda rRNA21S .

A+ HindIIL +$ X174 + HaelIl; 2,3,4) K. mar-
xianus I.B. + Hhal, Hhal + Sall, Sall; 5,6,7)
K. fragilis 2415 + Hhal, Hhal + Sall, Sall; -

8,9,10) K. bulgaricus 4327 + Hhal, Hhal + Sall,
Sall.




1 2 3 A¥4ecab

Fig. 7.6. Hibridacidn de la sonda ol{ 2 con el mtDNA de la
cepa K. bulgaricus I.B. 1)A+ Hind II1I; 2) atDNA cortado
con Sst IL; 3) SstlIl + Sca I; 4) Eco RI; 5) Eco RI+ Sca 1
6) plO-&.

Ftg. 7.7. Hibridacidn de 1a sonda olf I con el mtDNA de la
cepa K. vanudenii. 1) A+ Hind III +4X174 +Haelll;2) atDNA
digeride con Nsi I; 3) Hha I; 4) HinelI; 5) Hinell + Nrul; 6
Spel + Nrul,
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Fig. 7.8, Hibridaci8n de la sonda rRNA 15S con el mtDNA de la
cepa K. fragilis 278, 1)A+ Hind III; 2) ntDNA cortado con
HineIl; 3) HincIl + Mlul; &) Xbal; 5) Xbal + Mlul; 6)pES-155.

Fig. 7.9 HibridaciSn de la sonda rRNA 215 con el mtDNA de la
cepa K. bulgaricus 1.B. 1)A 4+ Hind III; 2) mtDNA cortade con
EcoRIL;3) Haelll; 4) HaplI;5) Hincll; 6) HindILI: 7) XIM 15/4,
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En los mapas fIsicos de las figuras 6.1 y 6.2, se muestran
los fragmentos de restriccidn mBs pequefios obtenidos con las
enzimas utilizadas que dieron sefiales de hibridacidn.

Como puede observarse en las figuras 6.1 a,b y 6.2 a,b y c,
el arreglo de los genes es el miszo en las cepas X. fragilis 278,
K. fragilis 2415 y K. bulgaricus 4327. Tomando como referencia el
gen de citocromo b, se tiene el sigulente arreglo: cit b, rRNA
155, olif 2, olli 1 y rRNA 215. Este arreglo‘es el mismo que se
presenta en varias cepas de K. marxianus que se estdn estudiando
en el laboratorio. La distancia que hay entre ellos es wmuy
similar, principalmente aquella entre los genes rRNA 15§, oli2 y
olf 1. En el caso de la cepa 278 la distancia entre cit by el
TRNA 155 y entre oli 1 y rRNA 215 es mayor en comparacin con las
cepas 2415 y 4327.

Hay que hacer notar que la mayorfa de los sitios de
restriccién adyacentes a las secuencias que mostraron

hibridacidn, se conservan en estas tres cepas.

La cepa K. bulgaricus I.B. (figs. 6.lc y 6.2 d), presentd
un arreglo diferente: cit b, oli 2, rR¥A 155, oli 1 y rRNA 21S.
Hubo una inversidn en los genes de rRNA 155 y oli 2, que
concuerda con la inversidn en los sitios Gnicos de restrccidn de
Cla I y Mlu I, Este dltimo sitio es marcador del gen para la
subunidad ribosomal 138,

La inversidn que se propone debe tomarse con clertas
reservas,ya que como se puede observar en los mapas,los genes que

se localizaron se encuentran en una zona muy pequefia del DNA,
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nientras’ que en las otras cepas, tanto de K. lactis coms de
K. marxianus, estdn =is distriduldos a lo large de la wolécula.
Hay que consfderar tambiin que no se localfzaron las subunidades
de la citocrozo oxidasa ni los pgenes para los RNAs de

transferencia.

Las cepas XK, lactis y K. vanudenii, romando como referencia
el mismo citocromo b, presentan el sigufente arreglo: cit b, rRNA
155, rRNA 215, olf | y 011 2. La distancia entre cada una de las
secuencfas hibridizables es similar, tomando en cuenta una
separacidn adicional de aproximadacente ! Kb entre los genes de
cit b y rRRA 155, debida el evento de transposicidn propuesto
anter{ormente.

La tabla 1IV.2 resume el arreglo de los genes mapeados en

este estudio.

Tabla IV.2 Arreglo de los genes en el DNA mitocondrial de las

cepas estudiadas.

Cepa Arreglo de los genes.

k. fragilis L-278 cit b, rRRA 155, ol1 2, oll |, TRNA 21S5.

K. fragilis 2415 cit b, rRNA 155, oli 2, oli I, rRNA 215,
K. bulparicus 4327 cit b, rRNA 155, oli 2, olf I, TRNA 215,
K. bulgaricus I.B. cit b, oli 2, rRNA 155, olt 1, rRNA 2iS.
K. vanudenii cit b, rRNA 155, rRNA 21§, olt 1, oli 2.
K. lactis w37 cit b, rRNA 155, rRNA 215, olf 1. olf 2.
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Discusidn de los resultados obtenidos sobre la estructura del

DNA mitocondrial.

En estudios previos ( Ragninil y Fukuhara,1988; Coria
et al.,1990), se ha analizado la variacién en los sitios de

restriccidn del mtDKA de algunas cepas pertenecientes al género.

En la tabla 1IV,l, que resume el nimero de sitics de
restriccidn para cada una de las cepas, se puede apreciar que hay
algunas enzimas que tienen sitios de corte Gnicos dentro de 1la
molécula de DNA y que son muy conservados dentro de ciertos
grupos: Cla I,Mlu I, Pst I y Kpn I cortan en un sitio el mtDNA de
las levaduras del tipo de K. marxfanus (K. fragilis 278,
K. fragilis 2415, K. bulgaricus 4327); mientras que las enzimas
Pst I, Sst I, Mlu I y Nhe I, tienen sitio iinico en los mtDNA de
las levaduras del tipo de K. lactis (K. lactis y K. vanudenii).
Variacién a estos resultados se presentd en la cepa X. bulgaricus
L.B,, cuyos sitios iinicos son para las enzimas Bam HI, XMlu I,

Cla I y Scal.

La presencia de numerosos sitlos de restriccién para las
enzimas Hap II y Sst II en las cepas del tipo de K. lactis pero
no en las del tipo de K. marxianus (Tabla IV.l1 y Fig. 4&.1).
concuerdan con los reportados por Ragnini y Fukuhara (op. ecit.)

para otras cepas de ambos grupos. El hecho de que se encuentren
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nuzervsos sitios de restriccidn para enzimas que reconocen CCGCGG
v CCGG (Sst Il y Hap 11 respectivamente), es una rara ocurrencia,
Y& que se sabe que los genomas mitocondriales de levaduras poseen
wenos del 20 X de los nucledtidos G y €. Estos autores haciendo
un andlisis de la secuencia de algunos fragmentos del ntDXA,
encontraron agrupaczientos de secuencias ricas en G y C,
caracterizados por numerosos sitios de restriccidn para &sas
enzizmas y asociadas a la farmacidn de estructuras palindrénicas
cuys funcidn noe ha sido dilucidada, sunque se han propuesto como
sitlos de recombinacidn iantramolecular, duplicacidn de orfgenes

de replicacidn, vestigios de elementos transponibles, etc.

Un comportamiento similar sobre la heterogeneidad de las
bases nuclect{dicas en la levadura §. cerevisiae ya habfa sido
descrito por Prunell y Bermardd (Prunell y Bernardi, 1977). Estos
investigadores observaron que casl el 50X de la wmolécula de
mtDONA, estaba compuesta de secuencias ricas en A y T, con menos
del 5% de G y C. Ademds encontraron de 70-100 regiones con 30-50
pares de bases ricas en G y C, que contenfan sitios para Hap Il y
Hae 111. Estos sitics normalmente se presentaban una sola vez por
wolécula de DNA mitocondrial.

Posceriormente por andli{sis de la secuencia (Cosson y
Tzagoloff,1979), se encontrd que las secuenclas génicas estaban
separadas por motives ricos en Ay T, y que los agrupamientos de
G y C estaban dentro y entre ellas. Cada una de las secuencias
ricas en G y C estd flanqueda en Su extremo 3° por AAGGAG, lo gque

hizo sugerir gque estos nucledtidos pudieran tomar parte en la
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insercidn en secuencias ricas en Ay T dentro del wtDRA (Sor y

Fukuhara, 1982).

De los patrones de restriccidn que se obtuvieron con
algunas endonucleasas, en las cepas estudiadas, se puede decir
que hay dos grupos principales dentro del género: levaduras del
tipo de K. msrxianus y levaduras del tipo de X. lactis,
presentando cierta  homogeneidad dentro de cada uno de ellos.
Adem3s la presencia de agrupamientos ricos en Gy C en s6lo
algunos de los miembros del género Kluvveromyces, aquellos gque se
consideran del grupo de X. lactis, sugieren una estructuracidn

diferencial del nmtDNA en cada grupo.

Al analizar los mapas de restriccidn, encontramos que hay
diferencias entre ambos grupos, algunas de las cuales son la
presencia de algunos sitios de restriccién Gnicos caracterfsticos
para cada uno de ellos, as{ como también una mayor complepidad
debido a un mayor niimero de sitios de restriccidn con las

enzimas empleadas.

Se ha discutido el significado taxondmico de los mapas de
restriccidn debido al polimorfismo presente en €sta molécula. Se
ha visto que levaduras pertenecientes a géneros distintos,
determinado por pruebas de asimllacidn y fermentacién, o de
interfertilidad, presentan patrones de restriccidn de mtDNA muy
simjlares (Clark-Walker et al., 1987). Asf mismo se ha encontrado
que levaduras pertenecientes al wmismo género, presentan

varisciones en los mapas de restriccién (Coria er al.,1990;

al
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Sanders et al., 1977). Sin embargo, los resultados obtenidos
acerca de la couposiciin de bases del atDNA ( patrones de
restriceifn y agrupamientos de G y €), diferentes en los dos
grupos principales discutidos en £sta tesis, asf como en cepas
de Kluvveromyvces estudladas por otros sutores, indican una

separacidn entre esos grupos, la cual pudo ser comprobada por las

estudios de mapeo genftico realizados en nuestras cepas.

Se sabe que el arreglo de los genes difiere de una especie
a otra, aunque algunas semejanzas locales pueden existir. Tal es
el caso de los estudios sobre la diversidad en el otDNA de 1la
levadura Dekkers anteriormente wencionados, de Saccharomyces

exiguus (Clark~ Walker et =zl., 1983a) y de Candida glabrata

(Clark-Walker y Sriprakash, 1983b) por citar alguncs ejemplos.

Los cinco genes que se localizaron en el ntDNA de las cepas
que comprendieron este estuvd{o, presentan dos disposiciones
principales  en cuanto al arreglo (rabla IV.2) y a 1a distancia
entre cada uno de ellos (mapas f{sicos de las figuras 6.1 y 6.2).

Tomando cowo tefarencia'cl gen de cit b, 1las levaduras del
tipo de K. marxianus (K. fragilis 2415, K. fragilis 278 y K.
bulgaricus 4327) presentan el orden: cic b, rREA {55, ol 2, oli
1 y tRNA 215; mientras que el orden de las levaduras del tipo de
K. lactis (K. lactis y K. vanudenii) es cit b, rRNA 155, rRNA

215, oli 1 y 011 2.
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La cepa X. bulgaricus 1.B. presentd un orden y disposicidn
diferente a ambos grupos: cit b, oli 2, rRNA 155, oli 1 y rRNA
215, todos localizados en una regidn muy pequefia del DNA. Llas
diferencias que se observaron en este aislamiento, a todo lo
largo del estudio, nos sugiere que es una cepa (tal vez especie)
diferente a las que estudianos en &sta tesis. Quedan por reallzar
mAs pruebas tales tomo contenido de G y C, zimogramas, para

determinar la posfcidn que tiene dentro del género,

El niimero de genes localizados es limitado. Un estudio que
comprenda el resto de los genes nitocondriales, las ctres
subunidades de la citocromo oxidasa asf como los RNAs de
transferencia, podrd completar la informacién acerca de la

organizacidn de &stas moléculas.

Aunque no se sabe si el tamafio del mtDNA es una
consecuencia de rearreglos, o s{ un tamafio mis grande los hace
susceptibles a caabios en el orden de los genes (Clark-Walker et
al., 1987), es notable el hecho que levaduras pertenecientes al
género Kluyveromyces sean tan howogéneas en cuanto al tamafio y al
arregloe de los genes, cosa que no ocurre para otras levaduras
(McArthur y Clark-Walker,1983 ; Hoeben y Clark-Walker, 1986), en
las que los rangos de tamafio son muy grandes, por lo que en éste
género, el estudio del mtDNA s{ puede ser considerado como un
criterio taxonémico que puede ser utilizade para una

diferenciacidn mas fina dentro del mismo.
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Un aspecto interesante que surge de la localizacidn de
secuencias que codifican para la subunldad 9 de la ATPasa, es
deterzinar su funcionalidad. Se conoce que d&sta protefna es
codificada en el genoma nuclear de células de mamffero (Anderson
et al., 19681), wmlentras que en levaduras, estd codificada en el
DHA mitocondrial ( Tzagoloff et al., 1979). Por otro lade, en
hangos filamentosos, espe:!{i:a:ente Neurospora crassa ¥y
Aspergillus ( Van den Boogart et al., 1981) contiene secuencias
capaces de codificar para ésta subunidad en el otDNA v en el DXA
nuclear, asunque &sta Gltima es la funcional. Es por esto, que

serfa interesante analizar los productos de traduccidn del mtDXA

en las especies de Kluyveromyces.
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B. Clonacidn del gen que codifica para el rRRA 15S.

Un trabajo colateral al estudio del mtDKA, fué la clonacién
del pgen que codiffca para la subunidad ribosomal pequeda (rRNA
155 ) de S. cerevisiae , para su utilizacidn como sonda de

hibridacién.

Ls tutante petite citopldsmica (rho=) DS80 de
S. cerevisiae porta el locus de resistencia al antibistico
parosonicina adyacente al gen que codifica para el rRRA 158 (Li
et al., 1982).

Se aigld del DNA mitocondrial de ests petite, un fragmento
Hae II1I- Hae III de 1.3 Kb. que contiene el gen y se clond en el
sitio de Eco RV del plismido pBR322. El plismido resultante se
denomind pES-155, con el cual se transformG a la cepa HBIO] de E.
coli, obteniéndose 48 transformantes AspR—Tets sde las cuales se
selecciond una clona (clona 5) cuyos plismidos amplificados, al
ser cortados con la enzima Bam HI, dieron dos fragmentos de 4.4 y
1.2 Kb,

El fragmento <correspondiente al gen se Tecuperd del
plasanido digiriendo con Hap Il y se marcd con derivados
biotinilados . Se vertffcd la identidad del gen haciendo una
hibridacidn cen el mrDNA de la cepa D273-108 de S. cerevisise
digerido con Hha I + Bam HI . El fragmento clonado hibridé conm la
banda correspondiente a la descrita por Morimoto y Rabinowitz

(Morimoto y Rabfnowitz, 1979).
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V. CONCLUSIONES

El valor de las caracteristicas morfologicas, fisioldgicas,
ecolégicas vy bioqufmicas que hacen factible el reconocimiento de
una especie, depende de la proporcidn en la que cada una de ellas
permite su diferenciscién con respecto a otras especies.

En algunos casos las pruebss que se han utilizade
norzalmente para la clasificacidén no permiten una diferenciacidn
clara entre los organismos que se estin  comparando. La
taxonomia, como otros aspectos del saber humano, ha ido
evolucionando al introducrise nuevas técnicas. A los trabajos
tradicionsles, se han incorporade otros criterios que comprenden
la ultraestructura celular, diversidad de algunos s{stemas
enzinfticos , composicifn de bases del DNA nuclear y secuencias
del rRM¥A 55, etrc, que han permitido rearreglos dentro de los

grupos taxonSmicos.

En este trabajo se ha splicado el estudio de 1la
estructura y organizacidn del DNA mitocondrial de las levaduras
que  pertenecen al género Xluyveromyces para tratar de
establecer las relaciones taxonémicas entre las wmismas. Esta
molécula ya ha sido estudiada con este fin, en otros organismos

inclufdos en los reinos animal, vegetal y protoctista.
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A lo largo del desarrollo de esta tesls en que se compard
el DNA zfrocondrial de cinco cepas de levaduras pertenecientes al
género Kluvveromyces, s5e observaron diferencias marcadas en
euvanto a la composicidn y estructura de esta molécula; la mas
notable es la presencia de secuencias ricas en los nucledridos
guanina y citosina (agrupamientos de G y C), caracterizadas por

nuperosos sitios de restriccidén para las enzimas Sst Il y Hap

11 en las cepas K. lactis, K. vanudenii y K. drosophilarum. Esta

caracter{sitca ctambién se ha descrito para otros afslamientos

dentro de este wmismo género (Ragnini y Fukuhara, 1988).

Cuando se compararon los patrones de restriccidn obrenidos
con otras enzimas, también se encontraron similitudes entre
levaduras del grupo de K. lactis. En general, presentan mis
sitios de restriccidn que los DNAs aitocondriales de las cepas

del grupo de K. marxfanus (K. fragilis 278, XK. fragilis 2415 y

K.bulgaricus 4327).

En los mapas de restriccidn que se construyeron Se encontrd
que el orden y distancia aproximada de los sit{os de restriceidn
Gnfcos, se conservd para cada grupo. Tambien se encontrd que
algunos de ellos son marcadores de genes mitocondriales, como es
el caso de las enzimas Mlu 1, que identifica al rRNA 155 en todas
lag cepas que se estudiaron y Sst | que se localiza en el gen de

apocitocroma b para las levaduras del grupe de K. lactis.
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lLos mapas de restriccidn y genfticos que se construyeron
aportaron tres datos importantes:
~ Pernitieron la deteccifn de polimorfismos entre las cepas.
~ Se encontrd que dos de las secuencias de 5. cerevisiae
utilizadas para localizar en Kluyverompvces secuencias homSlogas
(rRXA 155 y oli 1), al parecer presentan una gran similitud en la
secuencia, deducible de "su fuerte sefial de hibridacidn en
condiciones de 2lta astringencia; mientras que la sonda oli 2
requirid de condiciones de hibridacidn mds suaves ,lo que sugiere
Benos semejanza. Cuando se dispongan de las secuencias de estos
genes en Kluyveromyvces se podrdn comprobar estos hechos y se
estableceri una comparacidn nis significativa.
- Al analizarse el orden de los genes se observd que cada grupo
posee un arreglo caracteristico. Tomando como punto de referencia
al gen de apocitocromo b, en las levaduras del tipo de K.

marxianus este orden corresponde a citocrome b, rRNA 158, oli

2, oli 1 y rRNA 21S; en las del grupo de K. lactis el orden es
citocromo b, rRNA 155, rRNA 21§, oli } y ol 2. La cepa K.
bulgaricus I.B. es5 la excepcidn, ya que presentd un arreglo
distinto (citocromo b, oli 2, rRNA 155, oli 1 y rRNA 21S) y una
distribucidn en una zona muy estrecha del otDNA.

Hay que hacer notar que los sitios de restriccidn
adyacentes a las posibles secuencias génicas, estin muy
couservados encrellns cepas de K. fragilis 278, K. fragilis 2415

y por lo tanto en K. bulgaricus 4327,
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Las diferencias encontradas en cuanto a la composicidn y
estructura del DXA mitocondrial, junto con las encontradas en
otros aislanientos del mismo género en esrudios de zimogramas
(Sidenberg y Lachance, 1983 ; Lachance,1985; Sidenberg y
Lachance, 1986; Marcini et al., 1987) ; patrones electroforécticos
de DNA cromosdmico ( Steemsma et al., 1988; Sor y Fukuhara,
1989); reasoclacidn de DRA nuclear ( Fuson, 1987) as{ como otros
estudios de la organfzacién delv neDNA (Wésolowski et al., 1981;
Ragnin{ y Fukuhara, 1988; Coria et al. , 1990), fundasentan una
separacidn de los miembros de este género, por lo menos en dos
especies diferentes: K. lactis ( con las variedades lactis,
vanydenif y drogophilarusm) y K. marxfanus (con las variedades
fragilis, marxianus y bulgaricus ; proposicién distinta a la de
Johannsen (Johannsen,1980), que basindose en estudios de
entrecruzamiento , propone la  unificacidn de 1las especies
K. vanudent{, K. lactis, K. drosophilarum, K. fragilis,

K,marxianus ,K, bulgaricus, y aquellas otras K. phaseclosporus.K.

dobzhanskii,K. wikenii y K. cicerisporus, como variedades de la

especie Gnica X. marxianus.

El DBA mitocondrfal, como cualquier otro criterio que se
evaliia en los estudios taxondmicos, no puede ser considerado como
Gnico para la clasificacidn, sino que debe formar parte de todas

aquellas caracter{sticas que definen a una especle.
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Perspectivas.

Los trabajos realizados en esta tesis, pueden ser la base

de estudios posteriores.

Dentro de los estudios taxondmicos o evolutivos, la
localizacidn de algunos genes podrfa conducir & su clonacién ¥
secuenciacidn, para establecer las posibles relaciones
f1logenéticas dentre de este grupo de levaduras a aivel de

secuencia de DNA.

En cuanto al aspects bioguimico y molecular, serfa de gran
inter#s caracterfzar los genes localizadog cubriendo aspectos
tales como funcionalidad, expresidn, regulacidn, transcripeidn,
etc,, fendmenos que pueden ahora ser estudiados gracias al avance

de las técnicas bioquimicas y del DNA recombinante,

Es vasto el caspo de estudlo para aquellas personas
interesadas en descubrir las maravillas de los fenScenos

bioldgicos.
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