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Abreviaturas utilizadas: (las siglas provienen del inglés)

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (sal de p-toluidina); sustrato histoqufmico de
1a fosfatasa alcalina.

CAPS: dcido 3-[Cycloheximilamino]-1-propano-sulf6nico; amortiguador de pKa 10.4
a 25 oC (amortigua entre un pH de 9.5 a 11).

DBH: decilubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-benxoquinona); andloge de
quinona.

DCPIP: diclorofenol indofenol; colorante que cambia de color al reducirse,
DNA: dcido desoxirribunucléico.
ANTP: deoxinucleé6tidos de trifosfato.

DEAE Biogel A: resina de intercambio ani6nico con un grupo
dietilaminoetil (carga positiva).

DTT: ditiotreitol; reductor de grupos -SH (reduce disulfuros).

EDTA: 4cido etilendiamino tetraacético 6 4cido [etilenodinitrilo] tetraacético.
EGPA-SDS: electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS.

EPR: resonancia paramagnética del electrén.

kDa: kilodaltones.

kb: kilobases.

LM: lauril maltésido (detergente no i6nico)

NBT: nitroazul de tetrazolio 6 2,2-di-p-nitrofenil-6,5dienil-3,3"-[3,3"-dimetoxi-4,4'-
difenileno)-cloruro de ditetrazolio; sustrato que da color al oxidante.

PMSF: fenilmetanosulfonil fluoruro, inhibider de proteasas.
pb: pares de bases.
RNA: dcido ribonucléico.

SDS: detergente dodecil sulfato de sodio.



TBE: amortiguador compuesto de Tris-Borato-EDTA.
TBS: amortiguador compuesto de 20 mM Tris HCl, pH 7.5 y 0.5 M de NaCl.
TEMED: N, N, N,N"-tetrametil etilendiamina.

TLCK: No-p-tosil-L-lisina-cloro-metilcetona 6  1-cloro-3-tosilamido-7-amino-L-
2heptanona.

TTBS: amortiguador con 20 mM Tris. HCI, pH 7.5; 0.5 M NaCl y 0.05% de Tween-20

TE: amortiguador compuesto de 0.01M Tris-HC], pH 7.5; 0.01M de EDTA (sal
trigédica).
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Resumen:

El complejo de citocromos be, (ubiquinol-citocromo c oxidorreductasa, EC 1.10.2.2)
es una protefna oligomérica que tiene tres componentes oxidorreductores: un
citocromo b bihémico, un citocromo tipo ¢, y un centro fierro-azufre. Este complejo se
encuentra ampliamente distribufdo en la naturaleza, tanto en organismos
procariontes como eucariontes. De particular interés para nuestro trabajo es el hecho
de que hasta la fecha no ha sido posible aislar el complejo be, del alga unicelular
Chilamydomonas, género que ofrece grandes ventajus para estudios genéticos y de
crecimiento. Debido a esto, hemos buscado un organismo perteneciente a la misma
familia pero que naturalmente carece de cloroplastos y de pared celular. El género
Polytomella pertenece al grupo de fitoflagelados cuya fuente principal de carbono es
el acetato. Hemos purificado al complejo be, de Polytomella spp, por medio de la
solubilizacién de las mitocondrias ¢on el detergente no iénico lauril maltésido y por
cromatograffa de intercambio i6nico. El complejo presenta diez subunidades que se
resuelven en un gel de poliacrilamida-SDS. Ademés, presenta un recambio de 300 s,
cercano al valor que se obtiene para el complejo be, de corazén de bovino, esta
actividad es sensible a antimicina y mixotiazol. La masa molecular del complejo de
Polytomella spp fue de 256.3 kDa, obtenida por filtracién en gel, este valor indica que
el complejo se comporta como un monémero. Para conocer la secuencia de la regién
de uni6én del hemo al citocromo tipe c,, se utiliz6 la técnica de amplificacién de un
fragmento del gene de esta protefna por medio de la reacci6n en cadena de la
polimerasa (PCR). Para este fin se disefiaron dos desoxioligonucledtidos: uno de ellos
con la secuencia de aminodcidos obtenida de la secuencia directa del citocromo ¢, de
Polytomella spp. El segundo desoxioligonucleétido se disefi6é con una regién altamente
conservada de estos citocromos. El fragmento amplificado del gene del citocromo ¢,
de Polytomella spp mostré una secuencia tipp CXXCH, denominada consenso y
semejante a la que tienen organisines como el bovino y la levadura. Polytomella spp
difiere de los organismos pertenecientes al grupo de los Euglenoides y los
Kinetoplédstidos, los cuales tienen una regién de unién al hemo con una séla unién
covalente a la protefna,
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Introduccion:

El complejo de citoeromos be;:

El complejo de citocromos be, se encuentra en el sitio 1I de la cadena de
transporte de electrones (ver figura 1). En este sitio la transferencia de electrones,
desde una molécula de quinona (de bajo potencial oxidorreductor) hasta un citocromo
tipo c, ocurre con un desprendimiento de energfa de 9.9 keal, energfa libre suficiente
para llevar a cabo sfntesis de ATP. Acoplado a este fenémeno se depositan cuatro
protones en el lado electropositivo de la membrana cada vez que un par de electrones
reduce a un citocromo c¢. El gradiente de protones es aprovechado por la ATP sintasa.
La ecuacién general que describe la accién de este complejo es la siguiente:

QH, + 2H" + 2 ¢, —» Q+4H', + 2 ¢,y

Donde n y p definen al lado negativo y positivo de la membrana y ox y red al citocromo ¢ oxidado y
reducido

Este complejo posee dos actividades: la de transferir electrones por medio de
grupos oxidorreductores que se encuentran asociados a algunas de sus subunidades
y la de crear una fuerza proténmotriz que se utiliza para generar ATP.

El complejo be, se encuentra ampliamente distribufdo en la naturaleza. Se ha
aislado de bacterias gram positivas y negativas y de aquellas que utilizan exfgeno,
azufre o nitrégeno como aceptores finales de electrones. Asf mismo, se ha aislado de
bacterias fotosintéticas oxigénicas y anoxigénicas y de eucariotes, tanto fotosintéticos
como heterétrofos unicelulares y pluricelulares (para una revisién ver Trumpower,
1980).

El complejo bacteriano estd ubicado hacia el lado peripldsmico (electropositivo)
de la membrana y les protones se translocan hacia el espacio extracitopldsmico. En
el caso del complejo mitocondrial, los protones se acumulan en el espacio
intermembranal, como se muestra en la figura 2, y para los cloroplastos en el espacio
tilacoidal.

Una caracterfstica interesante del complejo be, es la variabilidad en el mimero
de subunidades que se presentan a lo largo de la escala filogenética. El complejo més
sencillo consta de tres subunidades y pertenece a la bacteria denitrificante Paracoccus
denitrificans (Yang y Trumpower, 1986) el otro extremo lo ocupa el complejo be,
mitocondrial de corazén de bovino que contiene 11 subunidades (Shiigger y col., 1986).
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Figura 1: Esquems de la cadena respiratoria mitocondrial que muestra los cinco
complejos oligoméricos que contienen grupos oxidorreductores, as{ como la
secuencia de transferencia de electrones entre ellos. Se incluye también a las
moléculas méviles como el citocromo ¢ soluble que se ericuentra en el espacio
intermembranal y la molécula de quinona, dentro de la membrana interna.
Tomado de Gonzdlez-Halphen, 1990.
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Figura 2: Los complejos be, en bacterias y en eucariontes. Se presenta el be, de
Paracoccus denitrificans y de Saccharomyces cerevisiae. El esquema muestra la
orientacién de cada uno de ellos en relacién a la membrana que los contiene, asf
como la situacién de las subunidades més importantes en cada caso. Tomado de
Trumpower (1990).



Enla tabla I se muestra el contenido de subunidades, asf como la actividad expresada
en nimero de recambio, de los complejos aislados de diferentes organismos.

Tabla I: Contenido de subunidades y la actividad (en nimero de recambio) de los
complejos be, aislados de diferentes organismos.

Organismo No. de Recambio | Referencia
subunida-
des (g")*
Paracoccus denitrificans 3 500/700 | Yang, 1986
Rhodobacter capsulatus 4 64/70 Ljungdahl y
col,, 1987
Rhodobacter sphaeroides 4 128/180 | Ljungdahly
col., 1987
Spinachea olacea ¢ 4 20-35 ?;:g]k y col,,
Solanum tuberosum 10 220 ?;;y ¥ col.,
Neurospora crassa 9 20 Teintze, 1982
Saccharomyces 10 220/305 | Ljungdahiy
cerevisiae col,, 1987
Bos primigenius taurus 11 350/1312 | Kubota, 1802
Ljungdahl y
col,, 1987,
* En algunos casos se incluyen dos datoa: el nimero exp do antes de la diagonal, representa el ndmero

de recambio obtenido sin el uso del detergente lauril maltésido y el que se encuentra después de la diagonal
o8 ] nimero de recambio obtenido solubilizando las membranas con lauril maltésido.
+ En ests caso, se incluye el complejo bf de cloroplasto.

Para el caso de Paracoccus denitrificans, las tres subunidades que conforman al
be, son aquellas que contienen a los grupos oxidorreductores: un citocromo b
bihémico, un citocromo tipo ¢, y un centro 2Fe-2S, los cuales se describirdn a
continuacién. S6lamente se conoce la funcién de algunas de las subunidades
supernumerarias,



Subunidades que contienen grupos oxidorreductores:

Citocromo b:

Es una protefna con aproximadamente 400 aminodcidos (Saraste, 1984; Widger
y col., 1984), la mayorfa de caracter hidrofébico (Weiss y col., 1986) que ge encuentra
embebida en la membrana interna mitocondrial o en su equivalente en las bacterias
(ver la figura 2) y el cloroplasto. En los organismos que contienen un complejo tipo
be, el peso molecular varfa desde 38 a 43.7 kda (Ljungdahl y col., 1987; Weiss y
Leonard, 1987; Gonzdlez-Halphen, 1990). Cabe destacar que, en el caso de los
organismes con cloroplastos, el citocromo b, estd dividido en dos subunidades
(codificadas por dos genes), por lo que su masa molecular es de 23 kda.

De acuerdo con los perfiles de hidropatia, Cramer y col. (1987) prepusieron la
existencia de 9 hélices @, 8 de las cuales poscen una longitud tal que les permite
cruzar la membrana formando el corazén hidrofébico del complejo. Este citocromo b
posee como grupos oxidorreductores dos hemos unidos por enlaces de coordinacién con
cuatro histidinas muy conservadas en las hélices B y D, en el citocromo bf, que
corresponden a las hélices 2 y 5 en el citocromo b (ver la figura 3a). Los hemos
pueden distinguirse espectrofotométricamente si se utilizan sustratos que reducen
preferencialmente a uno de los hemos del citocromo b 6 del ¢,. De este modo, se puede
distinguir al hemo by, de alto potencial redox, del hemo by de bajo potencial, El
primero de los hemos se piensa que se encuentra unido a las histidinas 96 y 197 y el
segundo a la histidinas 82 y 183 del citocromo b de Sacharomyces cerevisiae, como se
muestra en 1a figura 3a (para una revisién ver Trumpower, 1990). M4s adelante, se
explicars el papel de cada hemo en la actividad del transporte de electrones que
realiza el complejo be,.

Citocromo ¢;:

Esta subunidad posee un pequefio segmento hidrofébico en Ia regién carboxilo
terminal, mientras que el resto de la protefna es hidrofilico. Su masa molecular es
variable, ya que en Paracoccus denitrificans es de 62 kDa y en bovino de 27 kDa.
Consta aproximadamente de 240 residuos de aminodcidos. E] hemo de este citocromo
estd unido covalentemente a la protefna a través de dos cisteinas (ver figura 3b). Se
ha propuesto la siguiente secuencia consenso para la unién de este grupo hemo:

CXXCH

Esta secuencia estd muy conservada alolargo de la escala filogenética (Petigrew,
1979; Mukai y col., 1989). Un grupo de protozoarios, entre los que se encuentra
Euglena gracilis, Crtthldla fasci: Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi,
Leishmania tropica, Lezshmama d ni y Bodo datus, no comparten esta
caracterfstica. La unién al grupo hemo en estos organismos se realiza a través de un
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Citocromo b

Figura 3; Esquema que muestra la estructura secundaria de las subunidades
que poseen grupos oxidorreductores en el complejo be, de Saccharomyces
cerevisige. En cada caso se sefialan los aminodcidos involucrados en la unién con
el grupo oxidorreductor, a.- citocromo b, las cuatro histidinas que unen a los
grupos hemo se muestran en un cuadro negro; b.- citcromo ¢, los aminodcidos
involucrados en la unién del hemo estdn encerrados en un cuadrado; c.- protefna
fierro-azufre, el centro 2Fe-2S se muestra unido a la protefna. Tomado de
Trumpower, 1990,



solo enlace covalente a un aminodcido cisteina (Mukai y col,, 1989; Priest y Hajduk,
1992). Esta unién puede evidenciarse por un corrimiento hacia el rojode 5a 8 nmen
el espectro de absorcién del citocromo ¢, (Priest y Hajduk, 1992). Otra manera de
saber que el grupo hemo estd unido s6lo por un enlace covalente consiste en saturar
todos los grupos vinilo con hidrato de hidracina y extraer el hemo con 4cide; el
espectro de la hemina obtenida cuando existe una sola unién a protefna es diferente
del que tiene dos uniones (Petigrew y col., 1975).

El citocromo ¢ goluble, situado en el espacio intermembranal, también tiene una
sola unién covalente en estos organismos (Petigrew y col., 1975; para una revisién ver
Petigrew, 1979). Existe un corrimiento hacia el rojo en el espectro de absorcién y la
secuencia de unién al grupo hemo es similar como se muestra en la tabla II:

En la tabla II puede apreciarse que existe una prolina conservada en todas las
secuencias de protozoarios (*) y que en las secuencias de otros organismos
corresponde a serina, treonina 6 alanina. La presencia de esta prolina puede
" establecer un cambio estructural en la cadena de aminoscidos para la unién del grupo
hemo (Priest y Hajduk, 1992).

Tabla II: Secuencia de la regién de unién al grupo hemo del citocromo tipo ¢, de
diferentes organismos. Comparacién entre secuencias con una y dos cistefnas.

ORGANISMO SECUENCIA REFERENCIA
Crithidia fasciculata * EVFAPCHSLGR Priest y Hajduk, 1992
Leishmania tarentolae * EVFAPCHSLGR Priest y Hajduk, 1992
Tripanosoma brucei * EVFAPCHPLGR Priest y Hajduk, 1992
Bodo caudatus * EVFAPCHPLGK Priest y Hajduk, 1992
Euglena gracilis * QVFAPCHSLSF Mukali y col., 1989
Neurospora crassa EVCASCHSLSR Romisch y col., 1987
Saccharomyces cerevisiae EVCAACHSLDR Sadler y col., 1984
Bos primiginius taurus QVCSSCHSMDY Wakabayashi, 1982
Rhodobacter sphaeroides EVCSTCHGMK Gabellini y Sebald, 1986
Paracoccus denitrificans EVCSACHGMR ¥;g;wski y Ludwig,

{*) protozoarios (reino Protoctista, Margulis y col, 1990).



Secuencias del citocromo ¢ soluble

ORGANISMO SECUENCIA REFERENCIA
Rhodomicrobium QCKICHQV Ambler y col., 1976.
vannieli*

Tetrahymena pyriformis* QCSACHAI Tarr y Fitch, 1976.
Crithidia fasciculata* RAAQCHTA Hill y Petigrew, 1975,
Crithidia oncopelti* RAAQCHTG Petigrew y col., 1976.
Euglena gracilis* RAAQCHSA Petiprew, 1973,
Neurospora crassa RCAQCHTL - Lederer y Simon, 1974.
Triticum sativum KCAQCHTV Stevens y col., 1967,
Equus caballus KCAQCHTV Margoliash y col., 1961.

(*) protozoarios (reino Protoctista, Margulis y col, 1890).

Proteina fierro-azufre:

También conocida como protefna de Rieske debido a su descubridor, J.S. Rieske,
quien en 1964 descubri6 esta subunidad por su espectro de resonancia paramagnética
del electrén (EPR) encontrando un valor de g = 1.9. Esta subunidad posee la
particularidad de disociarse fdcilmente del resto del complejo en una gran variedad
de condiciones, por ejemplo, utilizando-3M de clorhidrato de guanidina, sales biliares
o sales de amonio (Rieske, 1979). Es posible aislar esta subunidad y reconstituir la
actividad de un complejo be, sin protefna fierro-azufre (Engel y col., 1983).

Esta subunidad contiene dos segmentos hidrofébicos, uno cerca del amino
terminal y el otro cerca de las cisteinas e histidinas que unen al centro 2Fe-2S (ver
figura 3c). Cuando se lleva a cabo una prote6lisis limitada con tripsina, se obtiene un
fragmento denominado V" (Gonzdlez-Halphen y col., 1988), el cual a pesar de contener
el centro 2Fe-28, no reconstituye la actividad del complejo. Sin embargo, si se utiliza
un péptido sintético de 20 amino4cidos con la secuencia entre Lys * y Lys® de la
protefna, éste compite con la subunidad V (protefna fiero-azufre del complejo
mitocondrial) en experimentos de reconstitucién (Gonzédlez-Halphen y col., 1991). Lo
anterior sugiere que la protefna se une al complejo por medio de interacciones
protefna-protefna con el citocromo b y que el segmento de 20 aa es en gran medida
responsable de esta unién.



Subunidades que carecen de grupos oxidorreductores:

En la naturaleza existen organismos que contienen s6lo las tres subunidades con
grupos oxidorreductores del compleje be,. Sin embargo, a lo largo de la escala
filogenética, los organismos han adquirido méds subunidades, denominadas
supernumerarias cuya funcién se ignora en muchos casos, En la siguiente tabla, se
muestra una comparacién del nimero de subunidades en diferentes organismos. Los
nombres de las subunidades son asignados al complejo be, de corazén de bovino, cuyo
modelo topolégico se muestra en la figura 4. En algunos casos se ha supuesto,
basdndose en la homologia de sus secuencias, que las subunidades poseen una
funcién, anéloga a la de las subunidades del complejo be, de corazén de bovino.

En los organismos eucariotes existen dos subunidades de alta masa molecular,
denominadas "core" o estructurales (ver tabla III). Ambas tienen un carficter
preponderantemente hidrofilico y se orientan hacia la matriz mitocondrial. En el
modele del complejo aislado de Neurospora crassa, estas subunidades constituyen
la mayor parte del complejo y si se eliminan del mismo, es necesario agregarlas en
forma de dfmeros para reconstituir la actividad (Linke y Weiss, 1986). Los complejos
tipo bf de cloroplastos, que carecen de ambas subunidades, asf como todas las células
procariotas (Weiss y Leonard, 1987). ’

Existen complejos be, que contienen tres subunidades “core” o estructurales,
como por ejemplo, en el protozoario Crithidia fasciculata, en donde la secuencia de
aminodcidos de la subunidad I y III es muy semejante, sugiriendo que sean isoformas.
Este organismo posee un citocromo c, atfpico, con una s6la unién al grupo hemo
(Priest y Hajduk, 1992). En las mitocondrias de los tubérculos de papa, el complejo
también tiene tres subunidades estructurales evidenciables en geles de Laemmli
(1970), aunque contiene un hemo c, tfpico (Berry y col., 1991).

Las subunidades estructurales interviene en la biogénesis del complejo, ya que
en S. cerevisiae, al eliminar el gen de la subunidad I, el hemo no se inserta en el
apocitocromo b y el plejo no madura (Tzagololoff y col., 1986). Cuando se elimina
el gen de la subunidad II, la proporcién del complejo be, ensamblado es muy baja.
La secuencia de aminoécidos de la subunidad II de Neurospora crassa es idéntica al
de un activador de una proteasa que se encarga de procesar a las protefnas durante
su biogénesis en la mitocondria (Schulte y col., 1989). Esta caracteristica ha hecho
que hayan sido asignadas a una familia denominada “protefnas procesadoras
mitocondriales”. Recientemente, también la subunidad I del complejo be, de corazén
de bovino, se ha integrado a esta familia (Gencic y col,, 1991),




Figura 4: Esquema que muestra la topologia de las diferentes subunidades que
componen al complejo be, de mitocondrias aisladas de corazén de bovino. Las
subunidades supernumerarias de las cuales se conoce su funcién tienen un
nombre especial, el cual se especifica en la tabla II1. En este esquema se incluye
al citocromo c soluble y a la molécula de quinona para mostrar la relacién que

existe entre estas moléculas y el complejo be,. Tomado de Genzilez-Halphen,
1990.



Tabla IIX: Composicién polipeptfdica del complejo de citocromos aislado de diferentes
organismos equiparando las subunidades de los diferentes organismos con las del
complejo de corazén de bovino.

Bactarias Cloroplastos Mitocondries -

SURUNIDAD P. Rb. Rb. 8pi 5. doe | Newroep. Boa taurus

femitrifs sphaeroldes | capsulatus | olacea® crossa | primigenius
I (core) 50 50 80
I (core) «“ 48 <
T (eit b) () ) as 4.1 23 a a 28
IV (slt o,) (0 € 3.7 33 a8 43 20 273
VFe8 20 20 235 20 25 1o 214
vi 18 198 17 148 14 134
VH {une Q) ] 144 12 s 2
VI (unién) 123 n |dleg
IX (une 7.9 8 .18
DCCD)
x 8.5 7.2
x 84

Loa datos para Rhodobacter capsulatus y Rb. sphaervides fueron tomados de Ljvngdahl y col., 1987; parn
Neurospora crassa y espinaca, de Weiss y Leonard, 1987; (*) para espinaca, 1os datos son del complejo bef
de cloroplastos. Para Paracoccus denitrificans, Saccharomyces cerevisige, Bos taurus primigenius, de
Gonzalez-Halphen, 1990, La masa molecular reportada se obtuve en todoa los casos en geles de
poliacrilamida-SDS. La décima subunidad de S. cerevisiae fue encontrada recientemente por un nuevo

método de purificacién (Geier y col., 1992) .

Ademads de las subunidades "estructurales” en la tabla III, se muestran otras
subunidadea de baja masa molecular, de las cuales en algunos casos sf se conoce su
funeién. Tal es el caso de la subunidad VII de corazén de bovino, la cudl es capaz de
unir a la molécula de quinona y por tanto puede estar involucrada en el transporte
de electrones (Yu y col., 1880).

La subunidad VIII de corazén de bovino tiene la particularidad de carecer de los
aminodcidos tirosina y triptofane, por lo que su absorbencia a 280 nm es pobre.
Denominada protefna de unién, si piensa que favorece la unién del citocromo c del
espacio intermembranal con el citocromo ¢, del complejo, causando un cambio
conformacional en este dltimo (Kim y King, 1983; Kim y col., 1989). La subunidad VI
del complejo de S. cereviceae tiene la misma funcién que la subunidad VIII,
favoreciendo la unién del citocromo ¢ al dfmero del complejo. Sin embargo, su
secuencia no es igual a la de bovino (para una revisién, ver Trumpower, 1990).
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Cuando se elimina el gen de la subunidad VI de esta levadura, la actividad del
complejo disminuye al 50% del normal. Se ha sugerido que esta subunidad regula la
interaccién monémero-monémero en el complejo (Schmitt y Trumpower, 1990).

La subunidad IX aislada del complejo de corazén de bovine, es capaz de unir
DCCD. Tiene una secuencia de 78 aminoécidos que forman una a-hélice hidrofébica,
la cual es idéntica a la presecuencia de la protefna fierro-azufre, necesaria para que
ésta iiltima sea importada a la mitocondria (Brandt, 1993). Aparentemente, esta
"presecuencia” permanece en el complejo como una subunidad (la IX) después de es
procesada post-transeripcionalmente (Brandt y col., 1993). Se ha observado que al
eliminar el gen QCRY gque codifica para la subunidad IX de S. cerevisiae, la proteina
fierro-azufre no se inserta en el complejo, a pesar de que se procesa correctamente &
su forma madura. El espectro de absorcién del citocromo b es semejante al que se
obtiene cuando se realiza una mutacién que causa la pérdida de la protefna fierro-
azufre (Phillips y col., 1993). La subunidad IX es semejante en masa molecular a la
subunidad X de corazén de bovino. Existe una onceava subunidad en el complejo
aislado de las mitocondrias del corazén de bovino, de humano y de otros mamfferos,
a la cual no se le ha asignado funcién. Se ha observado que esta subunidad se elimina
junto con la protefna fierro-azufre, durante el fraccionamiento del complejo be,
(Shégger y col,, 1986). Recientemente se ha encontrade la décima subunidad del
complejo aislado de S. cerevisige por un método nuevo de aislamiente del complejo,
(Geier y col., 1992). Sin embargo no se ha determinado su funci6n.

Estructura del complejo be,:

La figura 2b muestra la estructura del complejo be, de S. cerevisiae y de P.
denitrificans y la figura 4 la topologfa de las 11 subunidades del complejo de corazén
de bovino. El citacromo b se encuentra embebido en la membrana (mitocondrial 6
plasmética) formando el corazén del complejo. La protefna fierro-azufre y el citocromo
¢, se encuentran cerca del espacio intermembranal, en el lado electropositivo de la
membrana. Estas tres subunidades constituyen la unidad funcional minima del
complejo. En el caso de los complejos con més de tres subunidades, éstas pueden
agruparse por su cardcter hidrofébico 6 hidrofilico. Las subunidades estructurales se
encuentran hacia el espacio de la matriz mitocondrial, asf como la subunidad VI. Las
subunidades VII, IX y XI estdn parcialmente embebidas en la membrana interna
mitocondrial y la X y VIII interactuando con los citocromos b y ¢, (Gonzélez-Halphen
y col., 1988).



Mecanismo de accién del complejo be, mitocondrial:

En la figura 5§ se muestra el ciclo Q protén-motriz del complejo be,: En la poza
de quinonas existe una molécula de ubiquinol -QH,- (quinona reducida). Esta dona
uno de sus electrones al centro fierro-azufre aunado a la liberacién de cuatro protones
al medio, del lado electropositivo de la membrana, quedando en forma de anién
ubisemiquinona. A continuacién, el citocromo c, es reducido por la protefna fierro-
azufre. Un citocromo ¢, que se encuentra en el espacio intermembranal recibe el
electrén del citocromo ¢;. El ani6én ubisemiquinona reduce con su electrén al hemo by,
y éste & su vez al hemo by, ambos del citocrome b del complejo be,. El ciclo se cierra
cuando una molécula de quinona (completamente oxidada) es reducida por el electrén
donado por el citocromo b, generando un anién ubisemiquinona. Para regenerar la
molécula de ubiquinol es necesario tomar dos protones del lado electronegativo de la
membrana, lo cual hace que el ciclo se repita para que se expulsen 4H* del lado
electropositivo de la membrana y se tomen 2H* del lado electronegativo.

El mecanismo de accién del complejo be, se pudo discenir gracias a la existencia
de inhibidores selectivos para ciertas partes de la reaccién. Von Jagow y col., en 1986,
realizaron una clasificacién de los mismos de acuerdo a si su accién se localizaba en
la regi6n positiva 6 negativa de la membrana.
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Figura 5: Esquema del flujo de electrones y protones durante la oxidorreducci6n
del complejo be,. Las barras que indican el sitio de inhibicién de los antibidticos
antimicina y mixotiazol. Tomado de Trumpower, 1991,

Q=quinona, Q" = anién semiquinona, QH,= ubiquinol, n= nepativo, p= positivo.



El género Polytomella:

Este género, descrito por primera vez por Aragao en 1910, se encuentra dentro
del orden Chlamydomonadales (ver 1a tabla IV), el cual agrupa a organismos con dos
6 cuatro flagelos, cuya base tiene forma de brazalete, con o sin pared celular de
glucoprotefnas, Poseen un solo cloroplasto que contiene un pirencide en su interior
que actiia como centro de formacién de almidén y en el cual se ha medido actividad
de ribulosa bifosfato carboxilasa. Ademé4s poseen una mancha ocular o estigma el cual
es una estructura pigmentada y sensible a la luz. La reproduccién de estos
organismos puede presentar una fase sexual y una asexual; en la primera los
organismos pueden reproducirse por isoogamia 6 por cogamia. En la segunda, por
biparticién.

Tabla IV: Clasificacién del género Polytomella:

Categoria: Nombre:

Reino Protoctista

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Chlamydomonadales
Familia Chlamydomonadaceae
Género Polytomella

La célula de estos organismos unicelulares mide aproximadamente 17 um de
largo y 11 pm de ancho, Al igual que el género Chlamydomonas, los flagelos de
Polytomella estdn organizados en un brazalete, la parte anterior de la célula (Brown
y col., 1976a). Ademds, presentan la particularidad de carecer de cloroplastos y de
pared celular, como se muestra en la figura 6. La primera caracterfstica ha hecho
diffcil su clasificacién, ya que pueden incluirse dentro del grupe de algas incoloras
debido a su semejanza en forma con las Chlamydomnmzs, o simplemente como un
protozoario flagelado.

Por otra parte, como forma de reserva de energfa presentan granulos de almidén,
fécilmente separables por centrifugaci6n isopfenica y tefiibles por 1a técnica de tincién
con iodo. Durante el crecimiento de cultivos, se observa que la cantidad de almidén
en las células aumenta de forma constante hasta el final de la fase de crecimiento
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Flgura 6: Fotografla de microscopfa electrénica de Polytomella agilis, mostrando
¢l sitio donde se unen los flagelos, una gran cantidad de grénulos de almidén y
mitocondrias de gran tamafio. A: sitio de unién de los flagelos, B: mitocondrias,
C: grdnulos de almid6n. Tornado de Burton y Moore, 1974.



logarftimico (Sheeler y col., 1968).

En 1955, Pringsheim aislé de diferentes localidades, 6 especies de éste género,
que difieren en caracterfsticas morfolégicas menores (figura 7). En cultivos axénicos,
a 25 0C y con pH’s cercanos a 7.0, este organismo crece con acetato como tinica fuente
de carbono. También puede utilizar propionato, butirato, valerato, alcohol amlico,
alcohol butflico, DL-gliceraldehfdo y édcido alfa-cetoglutdrico (Wise, 1955). Se ha
observado que la privacién de tiamina (vitamina B,) y cianocobalamina (vitamina
B,,), provoca que las células presenten mitocondrias de menor tamafio, de forma
ovoide cuyo contenido de citocromos tipo a y b se reduzca en un 80 a 90 % y el de
citocromos tipo ¢ en un 40% (Cantor y Burton, 1975).

El ciclo de vida de Polytomella presenta dos alternativas de reproduccién, una
asexual por fisién. binaria y otra sexual por isogamia y meiosis (Lewis y col., 1974).
La reproduccién asexual ocurre durante el crecimiento exponencial en un cultivo
axénico. El plano de divisién de las células es postero-anterior comenzando en la
parte contraria a los flagelos como se muestra en la figura 8 . Las células hijas
poseen dos flagelos durante la divisién celular y al final de la misma se muestran
tetraflageladas.

La reproduccién sexual ocurre en la fase exponencial del crecimiento del cultivo,
cuando la poblacién es mds densa. Los gametos (en este caso, isogametos, pues son
indistinguibles morfolégicamente) hacen contacto y enrrollan sus flagelos como se
muestra en la figura 8 y se fusionan por la parte anterior. El cigoto resultante tiene
86lo cuatro flagelos. Esta etapa dura 3-3.5 hra. La divisién del cigoto forma cuatro
célulag hijas , una de las cuales retiene los cuatro flagelos de la célula madre,
mientras que las otras los regeneran rdpidamente.

Como parte del ciclo de vida y como una forma de latencia se presenta la
formacién de quistes. Al llegar a la fase estacionaria del cultivo, la poblacién estd
compuesta por 80% de células enquistadas. Las células pierden sus flagelos y
comienzan a adquirir una forma redondeada en el momento previo al enquistamiento.
El quiste maduro contiene 4 capas de pared celular colocadas secuencialmente sobre
1a membrana plasmética (Brown y col., 1976a). Pringsheim (1955) reporta que éstas
no se tifien con una golucién de zinc-cloruro-iodo, lo que indica ausencia de celulosa
en la pared del quiste maduro. Los organelos se presentan en poca cantidad y
disminufdos en tamaiio. Para que ocurra el "exquistamiento” es necesaria la captacién
de agua (ya que se observa un aumento en el volumen) y la digestién de la pared
celular (Brown y col., 1976b).

Las mitocondrias de Polytomella caeca se aislan fdcilmente por rompimiento
mecdnico de las células y centrifugacién diferencial (Lloyd y Chance, 1968). El
andlisis espectroscépico de las mismas (ver figura 9), revelé la presencia de
citocromos b, c+c,, a+a, y flavoproteinas, as{ mismo, el transporte de electrones
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Figura 7: Esquema de las especies del género Polytomella més importantes
aisladas por Prigsheim en 1955. 1.- P. caeca, 2.-P. caeca var.minor. 3.- P.
papillata, 4.- P. parva. 5.- P. magna. 6.- P. capuana. Cada una de estas especies
fue colectada en distintos sitios.



Figura 8: Esquema del ciclo de vida de Polytomella caeca. Se representan tanto
la fase sexual como la asexual, asf como la fase de enquistamiento de la misma.
Las fases 1-5 ilustran las primeras horas del crecimiento de un cultivo donde los
organismos se reproducen por biparticién. La fase de enquistamiento puede
ocurrir durante todo el ciclo de vida y aumenta hacia las 48 hrs de crecimiento
del cultivo. La fase sexual se presenta en una fase més adelantada del desarrollo
del cultivo. Tomado de Lewis y col,, 1974
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Figura9: Espectro diferencial de absorcién (oxidado-reducido) para caracterizar
los citocromos presentes en las mitocondrias de P. agilis, tomado del trabajo de
Lioyd y Chance, 1968. A 524 nm absorbe el pico f} de los citocromos, a 549 nm
el a del citocromo ¢,, a 562 nm el a del citocromo by a 605 nm el a de la
citacromo oxidasa aa,.



mostré ser sensible a antimicina A, rotenona, piericidina A y cianuro. Lloyd y col.,
(1969) realizaron estudios sobre el efecto del cloranfenicol en el crecimiento de
Polytomella caeca, observando que el tiempo de duplicacién era mayor en las células
que recibfan el inhibidor. Asf mismo, el contenido de los complejos respiratorios se
vefa disminufdo, al igual que la 6xido- reduccién de los mismos al agregar succinato
durante la transicién de aercbiosis-anaercbiosis. El estudio de la cadena de transporte
de electrones en mitocondrias de Polytomella s6lo llegé a este punto, actualmente se
ha retornado con el presente trabajo.

Hacia 1989, Conner y col., realizaron un estudio comparativo de los genes que
codifican para los genes de B-tubulina de P. agilis y Chlamydomanas reinhardtii. Esta
protefna forma parte de la estructura del flagelo eucarionte. El uso de codones para
ambos organismos es muy similar, evitando aquellos tripletes con A en la dltima
posicién. La disposicién y el tamafio de los intrones en los 3 genes de B-tubulina
también es muy semejante en ambas especies. La secuencia de amino4cidos para las
tres protefnas es similar en un 98%, asf como el tamaiio de las mismas. En las dos
especien se encuentra una sefial de poliadelinacién TGTAA, la cual se encuentra
tnicamente en este grupo de algas. Todo lo anterior muestra que estos dos
organismos estdn emparentados no s6lo por su morfologfa, si no que existen
caracterfstica del genoma que ambos comparten. Sin embargo, no es posible dar una
idea clara del tiempo de separacién entre ellos, debido a que no se presentan cambios
frecuentes en las bases de las secuencia de los tres genes, lo que trae consigo la
ausencia de reemplazamientos de aminodcidos que indiquen diferencias o
separaciones entre ambos géneros.

Sin embargo, segin Round (1980) la separacién de un grupo de algas del resto
de la Clorofitas pudo darse por pérdida del aparato fotosintético y la pared celular,
por 1o que probablemente, Polytomelle surgi6 del grupo de Chlamydomonas. La
discrepancia de clasificacién para Polyomella, quedarfa resuelta si éste género se
considera 1inicamente como perteneciente al grupo de algas incoloras. Por tanto, es
necesario encontrar evidencias bioquimicas (fenotfpicas) y genotipicas en protefnas
que toleren cambios como puede ger el citocromo ¢, de la separacién de estos dos
grupos durante la evolucién de los mismos.

Una posibilidad se encuentra en el estudio de los complejos repiratorios de ambos
organismos, sin embargo, para el género Chlamydomonas, e! aislamiento de
mitocondrias libres de membranas tilacoidales ha sido imposible (Atteia y col., 1992).
Chlamydomonas ha sido considerada como la “levadura verde” y ha sido utilizada en
estudios a nivel de biologfa molecular muy completos. En contraparte, el género
Polytomella presenta la caracterfstica de carecer de pared celular y de cloroplastos,
lo cual lo hace un excelente organismo de estudio para poder caracterizar los
complejos respiratorios ya que es ficil la extraccién de sus mitocondrias.
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Objetivos:

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, y debido al interés que representa para
nosotros el complejo be, mitocondrial, se plantearon los siguientes objetivos para la
presente tesis:

1.- Aislar y caracterizar al complejo be, mitocondrial de Polytomella spp. Como ya se
menciond, los estudios sobre la cadena de transporte de este organismo, quedaren
detenidos en un andlisis espectrofotométrico, evidenciando la presencia de citocromos
b yc, pertenecientes al complejo.

2.- Generar anticuerpos especfficos dirigidos contra las subunidades del complejo IIT
mitocondrial de Polytomella spp para poder utilizarlos en inmunerréplicas tipo
Western y buscar similitudes con subunidades del complejo be, de otros organismos.

3.- Obtener la secuencia de aminodcidos en el sitio de unién del grupo hemo del
citocromo c, de Polytomnella spp. Debido a que los organismos pertenecientes al reino
Protoctista poseen un citocromo ¢, atipico, con una séla unién covalente a la proteina,
cabe hacerse la pregunta de si ésto es una caracterfstica privativa de este reino 6 se
restringe a organismos flagelados pertenecientes a la clase Kinetoplastida y
Euglenida. El conocer el sitic de unién en un protozoario de otra clase, como lo es
Polytomella, podré contribuir a contestar esta pregunta.
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Materiales y Métodos:
Cultivo y cosecha de Polytomella spp:

Polytomella spp. fue obtenida del cepario Sammlung ven Algenkulturen del
Pflanzenphysiologisches Institut de la Universidad de Gottingen (SAG) de Alemania
y actualmente se encuentra en custodia del Cepario del Departamento de
Biotecnologfa del CINVESTAV del IPN bajo el nimero: CDBB-951. Se hizo crecer al
organismo sin agitacién en matraces para cultivo de forma ancha, para favorecer el
intercambic de oxfgeno, a una temperatura entre 25-30 ©C y en el medio de cultivo
reportado por Wige (1959) consistente en 0.2% de acetato de sodio; 0.1% de extracto
de levadura y 0.1% de bactotriptona. Posteriormente, se utiliz6 el doble de
concentrado, ya que se observé que se adquirfa un mejor rendimiento en cantidad de
células por litro. Ademds, se enriqueci6 con vitaminas B1 (0.01 mg/l) y B12 (0.5 pg/l)
esterilizadas por filtracién, de acuerdo con Cantor y Burton (1975).

Obtencién de la fraccion mitocondrial:

Las células se cosecharon a las 48 horas en la fase de crecimiento exponencial
tardfa por medio de una centrffuga Sharpless (de flujo cont{nuo) o con una centrifuga
Sorvall en un rotor GS-3 a 3,500 rpm (6 1,000 xg) por 10 min. Las células se lavaron
con un amortiguador de 20 mM de fosfato de potasio, pH 7.0, centrifugando de la
misma manera.

Las mitocondrias de Polytomella spp se obtuvieron por el método reportada por
Lioyd y Chance (1968). Las células, una vez resuspendidas en un amortiguador 0.32
M de sacarosa; 4 mM EDTA de potasio y 20 mM de ‘I'ris-HCl (pH 7.4}, se rompieron
(por homogenizacién) con un véstago de teflén. El sobrenadante se centrifugé 2 veces
a 3,500 rpm (1,000 xg) durante 10 min para eliminar los micleos y las células no
rotas. Posteriormente, con una centrifugacién a 12,000 rpm (10,000 xg), por 15 min
se obtuvieron las mitocondrias en el precipitado y se lavaron con el mismo
amortiguador, centrifugando 10 min & la misma velocidad.

Las mitocondrias se almacenaron a -70 0C hasta su uso.
Purificacidén del complejo be, mitocondrial de Polytomella spp:
Esencialmente se sigui6 la técnica reportada por Ljungdahl y col., (1987) con
algunas modificaciones. Aproximadamente 1-1.5 g de mitocondrias de Polytomella spp
se solubilizaron con 2 g del detergente lauril maltésido por g de protefna (en la

metodolgfa original se utiliza la relacién detergente/protefna de 1 g/g de protefna
mitocondrial total). A continuacién, se llevé a las mitecondrias a una concentracién
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final de 10 mg/ml con un amortiguador 506 mM Tris HCI, pH 8.0; 1 mM de MgSO, y
100 mM de NaCl (4 oC). Se dejé incubar durante 30 min a 4 oC en agitacién y a
continuacién se centrifugaron 16 min a 30,000 rpm (80,496 xg), en un rotor 50 Ti. El
sobrenadante resultante se dializé contra 10 volimenes de un amortiguader 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 (4 ©C); 1 mM MgSO, durante una hora a 4 oC. El sobrenadante se
cargé a una columna (3.4 cm de didmetro por 23.0 em de largo) con la resina DEAE-
Biogel A (BioRad) equilibrada previamente con un amortiguador 50 mM Tris-HC! pH
8.0 (4 0oC); 1 mM de MgSO, y 0.1 mg/m} de lauril maltésido. La columna con el
sobrenadante, se dejé lavando toda la noche con 3 volimenes de columna del mismo
amortiguador. El volumen exclufdo de la columna y el obtenido del lavade, se
colectaron en fracciones de 100 gotas por tubo (2.6 ml aproximadamente) en un
colector Gilson. Las fracciones se leyeron en un espectrofotémetro Shimadzu a 280 nm
para detectar protefna y a 416 nm para detectar la presencia de los citocromos. A
continuacién, se lavé la columna, con el mismo amortiguador adicionado con 150 mM
de NaCl, 1mM de PMSF (fenilmetanosulfonil flucruro, siglas en inglés) y 50 pg/ml de
TLCK (Na-p-tosil-L-lisina-clore-metilcetona, siglas en inglés) (concentraciones
finales). Después de pasar aproximadamente 5 volimenes de columna, se anadié
amortiguador con 400 mM de NaCl y las mismas concentraciones de inhibidores de
proteasas. El volumen que pasé por la columna se colectd en fracciones de 100 gotas
6 2.6 ml por tubo, que se leyeron a 280 nm y 415 nm.

Las fracciones de los picos de absorcién a 4156 nm y 280 nm se concentraron por
ultrafiltracién en un Amicén de 50 y/o 10 ml y con una membrana YM100 de 43 mm
6 de 25 mm respectivamente.

Otras cromatografias:

A continuacién de la primera cromatografia de purificacién, se decidié hacer un
segundo paso de cromatografin con las fracciones obtenidas en el volumen de
exclusién de la columna y en el de 150 mM de NaCl.

En el primer caso, se empacé una columna de 2.3 cm de didmetro por 23 cm de
largo con 1a resina Carboximetil-Biogel A (BioRad) con un volumen de 25 ml, la cual
se equilibré con el mismo amortiguador utilizado en la primera cromatografia. La
muestra obtenida en el volumen de exclusién de ésta, ge concentré y se pasé por la
segunda columna. El volumen de exclusién se colect6 de la misma manera que en la
anterior.

Para realizar la segunda cromatografia de la fraccién con 150 mM de NaCl, se
opté por utilizar la resina DEAE-Sefarosa CL6B, conforme a lo reportado por
Ljungdahl y col., (1987). La columna de 2.3 cm de didmetro por 23 cm de largo, se
cargé con la resina 1a cual se equilibré con el mismo amortiguador de las anteriores
cromatografias.En este caso, para poder eliminar a las protefnas contaminantes, se
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decidié separarlas con un gradiente de 0 a 300 mM de NaCl, en 10 volimenes de
columna. Tanto los volimenes de exclusién, como los de lavado de la protefna -
elucién- (3 volimenes de columna) se colectaron de la manera antes mencionada. As{
mismo se ley6 la densidad 6ptica de cada fraccién a 280 nm y 415 nm,

Determinacién de proteina:

Método de Lowry:

Este método fue reportado originalmente por Lowry y col., (1951) pero es
. utilizado en nuestro laboratorio con las modificaciones realizadas por Markwell y col.,
(1978); requiere de las siguientes soluciones:

A: 2.0% de carbonato de sodio; 0.4% de hidréxido de sodio; 0.16% de tartrato de sodio
y 0.1% de dodecil sulfato de sodio (SDS).

B: 0.4% de sulfato de cobre.
C: Mezclar 100 volimenes de A con uno de B.

D: Reactivo de Folin mds agua en proporciones de 1:1.

Para la curva patrén de utiliz6 albimina de bovino (1 mg/ml) en cantidades de
0 a 100 pl. Para las muestras problema se tomaron por duplicado alfcuotas de 5, 10
y 20 pl. Los tubos se ajustaron a un volumen de 1 ml con agua bidestilada. Se
afiadieron 3 ml de solucién C a cada uno de los tubos y se dejaron incubar 10 min a
temperatura ambiente. A conti i6n se agregaron 0.3 ml de solucién D a cada tubo
dejando incubar 30 min a temperatura ambiente. La densidad 6ptica se ley6 a 540
nm.
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Electroforesis nativa azul:

Esta electroforesis se realizé con la técnica descrita por Shiigger y von Jagow
(1991) en un cdmara Hoefer Scientific Instruments la cual tiene un sistema de
circulacién de agua fria para tener una temperatura de 4 ©C.

Tabla V: proporciones utilizadas para el gel de gradiente de bis acrilamida,
amortiguador de geles, ete.

Gel de
Solucién: 13% T 8% T muestra
(ml) (ml) (mb)
Gel de separacién

48 % acrilamida,
1.5 % de bis 47 2.6 0.6
acrilamida:
Glicerol 3.6 o -
Amortiguador de
geles (3X) 6.0 1.0 25
Agua 6.7 114 o
TEMED 6 pl 9 pl Jepl
Persulfato de '
Amonio al 10% 60wl 90wl 6o pl

T: concentracién final de acrilamida en la mezcla,
Amortiguadores utilizados:

De geles (3X): 150 mM de dcido 6-aminocapréico, 160 mM Bistris-HC! (pH 7.0),
40C.
Catédico 6 superior: 50 mM de Tricina, 15 mM de Bistris, 0.02% Azul de Coomassie
G de Serva, pH 7.0,4 oC.
Anédico o inferior: 60 mM Bistris- HCI, pH 7.0, 4 oC.

Se utilizaron 14.56 ml de cada una de las mezclas de acrilamida al 16% y al 6%
y se colocaron por separado en un formador de gradiente y se vaciaron entre las
placas de vidrio, previamente selladas, a los lades y en la parte inferior. Una vez
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finalizado el gradiente se dej6 polimerizar colocando un poco de amortiguador de geles
diluido 1:10. A continuacién, se aiiadi6 la solucién del gel concentrador (o de muestra)
y el peine separador y se dejé polimerizar.

Preparacién de 1as muestras:

Las mitocondrias de Polytomella spp se tratarcn con 40 pl de 760 mM de dcido
6 aminocapréico, 50 mM de Bistris-HCl, pH 7.0 y 7.6 pl de 10% de lauril maltésido.
Se centrifugaron 10 min a 100,000 xg y al scbrenadante se le agregaron 2.5 pl de una
solucién/suspencién 5% de azul de Coomassie G de Serva en 500 mM de dcido
aminocapréico. Se utilizaron hasta 10 mg de protefna extrafda en un gel de este tipo.

Condiciones de electroforesis:

Los geles se corrieron a 4-7 oC, a 100 V durante una hora y a continuacién se
subié el voltaje a 200 V y se dejé toda la noche.

Segunda dimensidén:

Esta se realiz6 cortando una banda de 1 cm de ancho del gel anterior que se dejé
en una solucién de mercaptoetanol al 1% por unos segundos y se coloc6 en un gel de
Tricina-SDS-EGPA como se describird mas adelante.
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Geles de poliacrilamida-SDS:

Se hicieron geles de placa de 1.2 mm de grosor en una cdmara BRL (Vertical Gel
Electrophoresis System) de acuerdo con la técnica reportada por Shigger y col,.
(1986):

Tabla VI: proporciones utilizadas de acrilamida, bis-acrilamide, amortiguador, agua
y glicerol para un gel de placa de 18 X 20 cm.

Solucién Gel Separador Gel de Muestra
30 % Acrilamida, 16.0 1.6
0.939% bis

Amortiguador de 10.0 3.0

geles”

0.796% v/v Glicerol 40 | .

Agua e 7.4

10 % Persulfato da 0.1 0.1

sodio .

TEMED 0.01 .00l
Amortiguadores utilizados: ’
De geles” 3M de Tris-HC], pH 9.0, 0.3% SDS.

Anédico 6 inferior: 0.2 M Tris-HCI, pH 8.9.
Catédico 6 superior: 0.1 M Tris, 0.1 M Tricina, 0.1% SDS.

Preparacién de muestras:

Las protefnas para esta electroforesis se diluyeron a una concentracién de 1 pg/pl
agregando agua hasta obtener la mitad del volumen final afiadiendo la otra mitad
de una solucién digestora (eata solucién se utilizé para eliminar puentes disulfuro y
poder desnaturalizar a la protefna): 100 mM de Tris-HCl, pH 6.8; 30 % de glicerol;
0.3% de azul de bromofenol, 4% de mercaptoetanol y 10% de SDS.
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Condiciones de la electroforesis:

La electroforesis se llevé a cabo a temperatura ambiente, una hora a 30 V y
después a 100 V durante toda la noche.

Tinciones especificas:
Azul de Coomassie:

Descrita por Shéigger y col., (1986) para teiiir las bandas polipeptidicas. Los geles se
sometieron & las siguientes soluciones:

Fijadora: 50% metanol, 10% 4cido acético. Se dej6é el gel durante una hora en
agitacién constante y a temperatura ambiente.

Tedidora: 0.1% azul de Coomassie G de Serva, 10% dcido acético. El gel se dejé
tidiendo durante toda la noche en agitacién constante, a temperatura
ambiente.

Destenidora: 10% &cido acético. Se colocé una esponja 6 papel absorbente para
eliminar el exceso de colorante y poder observar las bandas de protefna.

3,3',5,6"- tetrametilbencidina:

Mediante esta técnica descrita por Thomas y col., (1976) es posible teiiir a los
grupos hemo unidos covalentemente a la protefna, aprovechande la actividad
peroxiddasica del grupo hemo.

La solucién para teiiir se preparé con tres partes de una solucién 6.3 mM de
tetrametilbenzidina en metanol y siete partes de 0.25 M de acetato de sodio, pH 5.0.
El gel se sumergi6 en esta solucién por una hora en agitacién constante y a 4 oC, A
continuacién de agregaron 0.1 ml de Perhidrol al 30% (H,O,) por cada 100 ml de
solucién teitidora. Aproximadamente 15 min después aparecieron las bandas teiidas.
El gel se lav6 con abundante agua bidestilada para detener la reaccién. Los geles se
fotografiaron inmediatamente, ya que esta tincién no €8 permanente.

Determinacién de las masas moleculares:

Para este fin se utiliz6 el aparato UltroScan XL de LKB que realiza barridos
densitométricos con un haz de ldser de helio-neén. Los datos obtenidos fueron
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almacenados y evaluados con el paquete de computacién GelScan XL de Pharmacia.

Obtencion de anticuerpos contra las subunidades de
Polytomella spp.

Se generaron anticuerpos de conejo dirigidos contra subunidades del complejo
be, de Polytomella spp mediante la técnica descrita por Gonzélez-Halphen y col.,
(1991). Se corrieron electroforesis en geles de acuerdo con la técnica de Shigger y
col., (1986) con 50 pg de bc, por carril. Después de la corrida, se transfirieron las
bandas de gel con protefna a membranas de polivinil difluoruro, siguiendo la téenica
de Szewczyk y Summers (1988). Esta consiste en transferir a las protefnas a 20 V
durante 12 hrs en presencia de un amortiguador: 25 mM Tris-HCl (pH 8.3) y 192 mM
de glicina. La membrana se tefi6é con 0.2% de amido negro para revelar las bandas
de protefna y se corté con bisturf la banda de la subunidad correspondiente a la
identificada en geles tefiidos con azul de Coomassie. Para poder extraer la protefna
de la membrana, el fragmento se incubd en 500 p1 con el siguiente amortiguador: 50
mM Tris-HCI (pH 9.0), 1 % de Tritén X-100 y 2% de SDS. El extracto se dializé
contra 50 volimenes de 50% de etanol, con tres cambios y finalmente contra agua
destilada. La protefna asf obtenida se liofiliz6 y se resuspendi6 en 0.9% de NaCl. Se
inmunizaron conejos mediante una inyeccién intramuscular con 50 ug de proteina
mezcladas con adyuvante completo de Freund, después de tres semanas se reforzé lu
dosis de antfgeno con 50 pg de protefna mezcladas con adyuvante incompleto de
Freund; esta operacién se repiti6 dos veces mds. A continuacién se procedi6 a sangrar
a blanco al conejo. Se obtuvo el suero por centrifugacién y se purificaron parcialmente
los enticuerpos por precipitaciones secuenciales de sulfato de amonio guarddndose la
fraccién precipitada al 40%. Para determinar la dilucién méxima del anticuerpo se
siguié un ensays de inmunorréplica tipo Western.

Inmunorréplicas tipo Western:

Esta técnica estd basada en 1as descritas por Towbin y col., (1979); Hawkes y col.,
(1982) cun las modificaciones descritas por Gonzdlez-Halphen y col.,, (1988).

Una vez que 8¢ ha realizado la electroforesis en un gel de poliacrilamida SDS,
éste se coloca en una rejilla de transferencia de la siguiente manera: de cada lado sc
ponen dos esponjas y dos papeles filtro mojados en amortiguador para transferir, de
un lado se pone el gel y sobre & papel de nitrocelulosa, también mojado en
amortiguador para transferencia. Para evitar que haya burbujas entre el gel y el
papel, se puede rodar sobre éste un tubo de ensaye para facilitar que salgan las
burbujas. Se cierra la rejilla y se coloca de tal modo que el gel quede orientado hacia

21




el cdtodo de la cdmara. La transferencia se realiza con amortiguador 26 mM Tris
(pH 8.5), 192 mM glicina, 20% metanol, 0.1% SDS durante 4 hrs a 260 mA con
agitacién magnética constante.

Al terminar la transferencia, se sacaron las tiras de nitrocelulosa y se colocaron
en envases de pldstico. Cade una se lavé6 con 20 ml de amortiguador TBS: 20 mM Tris
HCl (pH 7.5), 0.5% NaCl, dos veces durante 15 min con agitacién constante. Cada tira
ge incub6 con gelatina al 3% en TBS durente toda la noche. En este paso se satura
al papel con protefna para impedir la reaccién inespecffica de los anticuerpos con el
papel de nitrocelulosa. Al dfa siguiente se lavé cada tira con 20 ml de amortiguador
TTBS (contiene TBS mds 0.05% de Tween-20), dos veces durante 15 min, en agitacién
constante.

El primer anticuerpo que se afiade a las tiras de papel es de conejo y es especifico
contra cada una de las seis primeras subunidades del complejo III mitocondrial de
corazén de bovino. Estos anticuerpos se purificaron en el laboratorio por la QBP
Miriam Vdzquez Acevedo, de acuerdo con Gonzdlez-Halphen y col., 1988. Para cada
tira de nitrocelulosa se puso un anticuerpo en 10 ml de 1% de gelatina en TTBS
durante 5 hrs con las siguientes diluciones:

Tabla VII: Dilucién utilizada en cada anticuerpo dirigido contra las primeras 6
subunidades y la holoenzima del complejo be, de corazén de bovino.

Anticuerpo
Pt g Dilueid
1 1:100,000
)i 1:2,000
11 1:2,000
v 1:2,000
\4 1:100,000
V1 1:2,000
nx‘xﬁt':ucr,p‘o . dilucién
* antiholoenzima 1:20,000

Al terminar el tiempo de incubacién, se lavé el anticuerpe con 20 ml de
amortiguador TTBS, dos veces durante 15 min, con agitacién constante. A
continuacién se agregé un segundo anticuerpo (de cabra contra IgG de conejo
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conjugado con fosfatesa alcalina) en dilucién 1:3,000 en 20 ml de gelatina al 1% en
TTBS. Las tiras de papel se incubaron toda la noche en agitacién constante y a
temperatura ambiente. Finalmente, se lavé el segundo anticuerpo dos veces durante
6 min, en agitacién constante con amortiguador TTBS.

Para revelar los anticuerpos, se agregaron 20 ml de 0.1 M de bicarbonato de sedio
y 1 mM de MgCl, (pH 9.8) a cada tira de nitrocelulosa. Después se agregaron 200 pl
de 17.29 mM de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCPIP) y 18.33 mM de Nitroazul
de Tetrazolio (NBT) produciendo una reaccién colorida mediante la fosfatasa alcalina,
Después de 5 6 10 min se lavé con agua bidestilada dos veces pura eliminar los
componentes de la reaccién y a continuacién ee secaron los papeles para detener la
reaccién.

Espectros de absorcion:

Estos espectros se realizaron para determinar la concentracién de hemob y c, del
complejo be,, utilizando los coeficientes de extincién molar reportados por Degli
Esposti y col., (1984). Para el citocromo ¢, se utiliz6 un coeficiente de extincién molar
Ae(553-541) = 17.5 mM'em! obtenido para el complejo aislado de corazén de bovino.
Se empleé el espectro diferencial reducide con ascorbato menos oxidado para ver el
pico de absorcién de este citocromo. En el caso del citocromo b, se empled el espectro
diferencial reducide con ditionita menos reducido con ascorbato y se utilizé el
coeficiente de extincién molar Ae(562-575) = 25 mM'cm” para el citocromo b de
bovino. Para determinar la cantidad de citocromo aa, del complejo IV, se realizé un
espectro de absorcifn de 350 a 650 nm y se utilizé el coeficiente de extincién molar
Ae(603-630nm) de 24 mM'cm’, reportado para Euglena gracilis por Brénstrup y
Hachtel (1989).

El espectro de absorcién del complejo be, presenta un corrimiento hacia el rojo
al agregar a los inhibidores antimicina y mixotiazol, los cuales se sabe que se unen
al citocromo b (von Jagow y col,, 1984 y para una revisién ver von Jagow y Link,
1986), por lo cual se estudis el espectro de absorcién del complejo be, de Polytvmella
spp. Para ello, se cuantificaron los inhibidores por su espectro de absorcién de 280 a
400 nm en etanol, utilizando los coeficientes de extincién molar a 313 nm, de 10.5
mM-cm para mixotiazol y para antimicina de 4.8 mM?em” a 320 nm (von Jagow
y Link, 1986). En este caso, los espectros se realizaron ‘en un espectrofotémetro
Shimadzu, con luz ultravioleta y visible.

El complejo be, de Polytomella spp se diluy6 a una concentracién de 530 pg/mi

en un mililitre de volumen final, se redujo con ditionita y se reparti6 en dos cubetas,
una de referencia y otra de muestra, de 0.5 ml con 1 cm de paso de luz. La linea base
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se obtuvo de la resta de los espectros de estas dos cubetas. A continuacién, se puso
mixotiazol en la cubeta de muestra (1 pl de 0.26 mM), se obtuvo el espectro
diferencial y luego se aiadié la misma cantidad en la cubeta de referencia para
obtener una lfnea base. Finalmente, se colocé antimicina en la cubeta de muestra (1
pl de 3.2 mM) y se obtuvoe el espectro diferencial. Los espectros se realizaron en un
SLM Amineco, DW 2,000 y se analizaron con el paquete de computacién DW 2,000.

Actividad de ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa del
complejo be, de Polytomella spp:

Kubota y col., en 1992 describieron la técnica de medicién de la actividad del
complejo be, de corazén de bovino que fue empleada en este trabajo y que consiste en
primer lugar, en activar al complejo una a dos horas antes del ensayo. Para medir 1a
actividad se emplea DBH ¢ decilubiquinona (2,3-dimetoxi-5-metil-6-decil-1,4-
benzoquinona) como donador de electrones y citocromo ¢ de caballo como aceptor.

La concentracién inicial del complejo be, de Polytomella spp se determiné en
funcién de Ia cantidad de citocromo ¢,, para ello, se realizé el espectro de absorcién
reducido con ditionita menos oxidado entre 350 y 600 nm y se utilizé el coeficiente
de extincién molar para el citocromo c, de bovino de 17 mM! em'! reportado por Degli
Esposti y col., (1986). La concentracién de citocromo ¢ soluble de caballo se determiné
utilizando el Aggy (50, de 19 mM'em? (Degli Esposti y Lenaz, 1991).

Para reducir al DBH 6 decilubiquinona, se le solubiliza en etanol de acuerdo con
el método reportado por Trumpower y Edwards (1979). Se reduce con ditionita de
godio y borohidruro de sodio, para finalmente extraer con ciclohexano, el sclvente se
evapora y se disuelve al DBH en dimetilsulféxido, poniendo 0.1 M de HCI. Se realiza
el espectro de absorcién de 250 a 300 nm y se cuantifica empleando el coeficiente de
extincién Aty de 16 mMicm’, reportado en el mismo trabajo.

A continuacién, se diluy6 el bc, a una concentracién final de 1uM con un
amortiguador para activar el complejo: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 660 mM sacarosa;
1 mM de L-histidina y 0.01% de T'ween-20. Las mediciones se realizaron en el
espectrofotémetro de doble haz Aminco, DW-2C que contiene un procesador y
controlador cinético Midan II, durante las tres horas posteriores a la dilucién de la
enzima, de la siguiente manera:

En la celdilla del espectrofotémetro se colocaran 10 pl de be, 1 pM, mds
cantidades crecientes de citocromo ¢ de caballo (desde 1 a 20 pM final en la cubeta
de medicidn) y suficiente amortiguador 55 mM Tris HCI (pH 7.4), 2 mM de NaN,, 0.5
mM EDTA de Na, 0.01% de Tween-20 y 20 mM de MgCl, para dos ml. La reaccién
se disparé con DBH, para que quedara a una concentracién final de 15 pM en la
cubeta de medicién. La reduccién del citocromo ¢ de caballo se sigui6 en el modo dual
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"del espectrofotémetro de 550-540 nm, en funci6én del tiempo. También se midi6 la
reduccién qufmica del citocromo ¢ por el DBH para restarla al valor de la actividad
enzimitica con diferentes concentraciones de citocromo ¢ de caballo.

La actividad enzimdtica fue expresada en niimero de recambio, seg™ ( nmolas de
citocromo ¢ reducido/nmol de citocromo ¢, /seg), o bien en actividad especffica (pmol
de citocromo ¢ reducido/min/mg de protefna).

Para medir la actividad del be, en las diferentes fracciones obtenidas durante la
purificacifn, se gigui6 un proceso similar, cada una fue dilu{da a la concentracién en
mg/ml equivalente a la obtenida para el be, a 1pM. Se afiadié la cantidad necesaria
en pl para cada ensayo y se utilizaron concentraciones de 30 pM de citocromo ¢
soluble de caballo y 15 uM de DBH, anélogo de quinona, para disparar la reaccién.
La actividad en este caso, fue expresada en pmolas de citocromo ¢ reducido/min/mg
de protefna.

También fue posible caracterizar la inhibicion de la actividad del complejo en
presencia de algunos inhibidores cldsicos de este complejo, como antimicina y
mixotiazol (von Jagow y Link, 1986). Para antimicina se utilizé una concentracién
final de 1 pM disuelta en etanol y para mixotiazol de 20.6 pM.

Titulacién de la actividad del complejo be, utilizando al
inhibidor antimicina A

Para encontrar la cantidad en moles de antimicina capaz de inhibir a una mol
del complejo be, de Polytomella spp, se midid la actividad del mismo en presencia de
cantidades crecientes de antimicina.Se emple6 la metodologfa descrita anteriormente
para medir la actividad. A la solucién de 1 pM del compleje be, se le agregé
antimicina y se tomé una alfcuota de esta mezcla para medir actividad en cada
adicién. La antimicina se digolvi6 en etanol y se realiz6 un egpectro de absorcién de
280 a 350 nm, para calcular la concentracién se empled el coeficiente de extincién
€504.8mM’em™, Todas las mediciones se realizaron en presencia de 0.5 mM final de
cianuro de sodio. La actividad en este caso, se calculé en pmolas de citocromo ¢
reducide/min/mg de protefna. La actividad obtenida sin adicionar antimicina se tomé
como el 100% y con base en este dato, se calculé el por ciento de actividad obtenida
para cada concentracién de antimicina afiadida. Con los puntos obtenidos se realiz6é
una grifica de % de actividad contra mol de antimicina/mol de complejo be,.

Actividad de otros complejos mitocondriales:

Estas mediciones se realizaron con el método descrito por Di Mauro y col., (1987)
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en un espectrofotémetro de doble haz Aminco, DW-2C que contiene un procesudc;r y
controlador cinético Midan 11, con el siguiente protocolo:

Succinato deshidrogenasa: Se midi6 la reduccién de 0.003% de diclorofenolindofenol
(DCPIP) a 600 nm en presencia de 1.5 mM de KCN, 16 mM de succinato y 0.06 M de
fosfate de potasio (pH 7.0).

NADH deshidropenasa: Se siguié la oxidacién de 0.2 mM de NADH a 340 nm en
presencia de ferricianuro de potasio (0.85 mM) y 0.035 mM de fosfato de potasio (pH
7.5).

Citocromo c oxidesa: La actividad de este complejo se midi6 en presencia de 30 uM
(final) de citocromo ¢ reducido con ditionita en un amortiguador 0.01 M de fosfato de
potasio (pH 7.0), la oxidacién del citocromo ¢ por la oxidasa se sigui6 a §50/540 nm
y se evalud en presencia y ausencia de 0.5 mM de KCN.

Determinacién de la masa molecular del complejo be,.

Por medio de la filtracién molecular es posible estimar las masas moleculares de
diferentes protefnas. En este case, se mont6 una columna (2.6 x 90 ¢cm) con la resina
Sefacril S-300 y se equilibré con el amortiguador: 50 mM de fosfato de potasio (pH
7.5), 160 mM de NaCl, 1 mM de ditiotreitol y 0.1 mg/ml de lauril maltésido. Para
determinar el volumen exclufdo por la columna, se utiliz6 azul dextrdn 200. Los
estdndares de masa molecular utilizados fueron los siguientes: tiroglobulina de 669
kDa, apoferritina de 443 kDa, 6-amilasa de 200 kDa, alcohol deshidrogenasa (150
kDa), albimina de bovinoe (66 kDa) y anhidrasa carbénica (29 kDa). Cada uno de ellos
se disolvi6 en el mismo amortiguador para equilibrar pero agregdndole 5% de glicerol.
Se midi6 el volumen de lavado de cada estdndar y de las muestras problema, leyendo
densidad 6ptica a 280 nm para detectar protefna y 415 nm para detectar la presencia
de citocromos. La masa molecular de las muestras fue determinado por el método de
Piez (1968).

Secuencia del citocromo ¢, de Polytomella spp:
Secuencia del extremo amino terminal del citocromo ¢;:

En este caso, se utiliz6 la técnica reportada por Matsudaira (1987). Se corrié un
gel de acuerdo con Shiigger y col., (1986) al 16 % de acrilamida , la tranferencia a una
membrana de Problot (polivinilidén fluoruro) se realizé en presencia de un
amortiguador 10 mM CAPS (pH 11.0), con 10% de metanol durante 4 horas a 250
mA. La membrana fue tefiida después de este tiempo con 0.1 % de azul de Coomassie
R-250 en 50 % de metanol 5 min y luego desteiiida en 50% de metanol, 10% de dcido
acético durante 5-10 min. Después se lav6 la membrana con agua bidestilada. Las
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bandas de interés se cortaron con un bisturf y se secaron para enviarlas a la
Fundacién Keck de la Universidad de Yale, E.U.A. donde fue secuenciado el extremo
amino terminal del citocromo ¢, con un secuenciador automdtico (Microsecuenciador
470 con un an4lisis de fenilidantofna de Applied Biosystems).

Diseiio de los desoxioligonucleétidos:

Para poder amplificar al gene nuclear del citocromo ¢, fue necesario disefiar dos
desoxioligonucleétidos que se utilizaron en la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR, siglas en inglés).

Una vez que se obtuvo la secuencia de los primeros 10 aminodcidos del extremo
amino terminal XEAXDXLHPV SYPy con el reporte del uso de codones
para Polytomella agilis, por Conner y col., (1989), se procedié al disefic de un
desoxioligonucleétido que contuviera la secuencia de nucleétidos que codifica para
esta regi6n. Para el segundo desoxioligonuclestido, se realizé un estudio con las
secuencias existentes para citocromo c, en diferentes organismos como Paraccocus
denitrificans, Rhodobacter sphaeroides, Neurospora crassa, Sacharomyces serevisiae,
Bos taurus primigenius (ver tabla VIII). Con el alineamiento de las secuencias se
pudo obtener una regién eltamente similar en el carboxilo terminal E(D) YED G
TPASVXXMA. Con el uso de codones para Polytomella agilis se procedié al
disefio del segundo desoxioligonucleétido.

Ambos desoxioligonucle6tidos fueron sintetizados en el Instituto de Fisiclogfa
Celular por la Dra. Laura Ongay, en la Unidad de Biolog{a Molecular.

Aislamiento del DNA nuclear de Polytomella spp:

Se siguié la técnica descrita por Conner y col., (1989); incubando a las células
de Polytomella spp en un amortiguador de lisis: 50 mM Tris-HCI, pH 8.0; 0.3 M de
NaCL; 5 mM EGTA,; 2% de SDS y 40 pg/ml de proteinasa K por ml. Se dej6é en
agitacién lenta a 40C durante 30 min. A continuacién, se agregé NaCl a una
concentracién final de 1.0 M y se dej6 esta mezcla en agitacién durante 15 min. Se
procedi6 a desproteinizar el DNA con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol
isoamflico en proporcién 50:48:2 (dos veces) y una vez con 100% de cloroformo. A
continuacién el DNA se precipité con 100% de etanol y resuspendido con
amortiguador 2X SSC: 0.03 M de 4cido cftrico y 0.3 M de cloruro de sodio. Al DNA
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obtenido se le agregé una mezcla de RNAsa A (100 pg/ml), T1 RNAsa (50
unidades/ml) y o-amilasa (100 ng/ml) y se incubs a 37 oC por 2 a 3 hrs. Después se
limpié el DNA con solventes orgdnicoes, como en pasos anteriores, se precipité con
etanol y se resuspendié en amortiguador TE: 0.1 M de Tris-HCI (pH 7.5) y 0.001 M
de EDTA disédico.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

Para llevar a cabo este paso, se sigui6 la técnica disefiada por el grupo de Kary
Mullis (ver Saiki y col., 1985; Mullis y col., 1986; Mullis y Faloona, 1987). En primer
lugar se buscaron las concentraciones 6ptimas de MgCl, que amplificaran un
fragmento de 500 a 780 pb (de acuerdo con el tamaiio del citocromo c,, entre 537-720
aminodcidos).

Las concentraciones probadas fueron de 1, 2, 4 y 8 mM de MgCl,. Después de
realizar un PCR para escoger la mejor concentracién (aquélla en la que se observé
mayor cantidad del producto amplificado) se realiz6 el PCR en un aparato TemCycler
II modelo 1105 de CQY, con las siguientes condiciones:

Tabla IX: condiciones utilizadas para el PCR:

Cantidad (pl) Reactivo
285 agua destilada
estéril
5.0 amortiguador 10X de
la enzima
4.0 26 mM MgCly
10.0 oligonucledtidos para
tener 200 ng final de
cada uno
1.0 dNTP’s
1.0 DNA nuclear total
0.6 Taq Polimerasa
total: 50p] por | +50 pl de aceite
ensayo mineral

En este caso, los ciclos que se utilizaron fueron los siguientes:
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Tabla X: Ciclos utilizados en el PCR:

tiempo temperatura niimero de ciclos

12 min 94 oC, 1
30 Beg 94 oC
40 seg 50 oC 50
2 min 72 oC
12 min 72 0oC 1

Una alfcuota de 6 pl de cada tubo de PCR se corri6 en un gel de agarosa al 1%
en amortiguador TBE: 178.4 mM Tris (pH 8.0-8.2), 5 mM EDTA dis6dico y 177.9 mM
de dcido bérico. Esta solucién contenfa 50 pg de bromuro de etidio por cada 100 ml.
El gel se corri6 en el mismo amortiguador & 100 V durante 1 hora.

NOTA: Todos los geles que se utilizaron para ver el DNA fueron de 1 % de agarosa
y bromuro de etidio en amortiguador TBE y corridos a 100 V en presencia del mismo
amortiguador. Para poder observar las bandas de DNA en el gel se utiliz6 un
transiluminador de luz ultravioleta cercana. A partir de este momento sélo se
mencionardn casos particulares donde el gel utilizado fue de menor concentracién de
agarosa, corrido en las mismas condiciones.

El DNA amplificado fue extrafdo del gel con un bisturf y tratado con el sistema
Geneclean II Kit de Bio 101 Inc. para limpiar y separar de otros contaminantes a la
banda de DNA de interés. En este caso, se coloc6 ¢l fragmento de gel de agarosa en
un tubo Eppendorf y se midi6 aproximadamente el volumen que ocuparfa. A
continuacién se afiadié medio volumen de amortiguador modificador para geles de
agarosa corridos en amortiguador TBE, y 4.5 volimenes de solucién 6 M de Nal; con
esta mezcla se dej6é incubando durante 5 min a 45 oC. Se aifiadieron 5 pl de una
suspensién con perlas de vidrio que se unen al DNA, y se dejé incubando con ellas
durante 5 min en hielo. A continuacién se centrifugaron las perlas 5 seg en una
centrffuga Eppendorf y se lavaron tres veces con un amortiguador de lavado,
centrifugando en cada ocusién. Para separar al DNA de las perlas se incub6 durante
3 min a 55 oC con amortiguador TE, se centrifugé y se separé el sobrenadante; las
perlas se volvieron a resuspender con amortiguador TE y se repitié ¢l paso de
incubacién para velver a centrifugar y separar al sobrenadante, el cual contenfa al
DNA limpio.
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‘Preparacion de células competentes:

Para poder llevar a cabo la clonacién de un fragmento de DNA es necesario
ligarlo a un pldsmido que se exprese en un cepa de E. coli determinada. Para que este
pldsmido pueda entrar a una bacteria ésta debe hacerse "competente”, esto es, que
sea capaz de aceptar la entrada de este pldmido. Lo anterior se realiza permitiendo
que la membrana sea permeable al pldsmido. A continuacién se describe uno de los
protocolos para esto:

La cepa de E. coli DHba se creci6 en 5 ml de medio LB durante toda la noche a
37 oC y 200 rpm de agitacién. Un ml de este cultivo se transfirié a 100 ml de medio
LBy se crecié de dos a tres horas mds en las mismas condiciones 6 hasta tener una
densidad dptica a 650 nm de 0.5 a 0.6 unidades.

Las células se centrifugaron a 600 xg durante 10 min a 4 ©C y se resuspendieron
en un amortiguador (frfo) Tfb I: 30 mM de acetato de potasio, 50 mM de cloruro de
manganeso, 100 mM de clorure de rubidio, 10 mM de cloruro de calcio y 12 % e
glicerol (es importante que el pH de la solucién se lleve poco a poco hasta pH 5.8 con
0.1 M de 4cido acético, si se sobrepasa este valor ¢s mejor descartar la solucién, pues
se forma un precipitado y el amortiguador no funciona). Se deben poner 40 ml del
mortiguador tfh I por cada 100 ml de células competentes y se debe hacer
suavemente. Se dejaron en hielo durante un tiempo méximo de dos horas. Se repitié
el paso de centrifugacién y las células se resuspendieron en un amortiguador Tfb II:
10 mM de MOPS pH 7.0, 756 mM de cloruro de calcio, 10 mM de cloruro de rubidio
y 12 % de glicerol. Por cada 100 ml de cultivo inicial, se resuspendieron en 4 ml de
Tbf II. Las células se dejaron durante una hora en hielo.

Para almacenar las células estas fueron alicuotadas en volimenes de 200 pl por
tubo Eppendorf y guardadas a -70 oC.

Clonacién del fragmento de PCR:

Con una cantidad suficiente del fragmento amplificado, se procedié a clonarlo.
Para este fin se emple6 un sistema de clonacién de fragmentos de PCR de Stratagene
el cual contenfa al pldsmido pTA12. La unién del DNA amplificado se realizé con
ligasa T4 en presencia de amortiguador especifico para la enzima. Aproximadamente
10 ng del fragmento amplificado se ligaron a 50 ng del vector, la reaccién se llevé a
cabo a 16 oC toda la noche o al menos durante 5 horas.

El vector con el ingerto fué amplificado en la cepa DH5a de Escherichia coli, la
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cual tiene el siguiente pgenotipo: F  ¢$80dlacZAM15A(/acZYA-argF)U169
deoRrecAlendAl hsdR17(ry, my*) supE44)\thi-1 gyrA96relAl y que fue donada por
el Dr, Roberto Coria. Esta cepa se hace competente con rubidio, como ya se mencioné
anteriormente. Las células se descongelaron el mismo dfa en hielo.

A cada tubo de la reaccién de la ligasa se le agregaron 70 pl de células
competentes, se incubaron en hielo 20 min y se les dié un choque térmico a 420C, 3
min. A continuacién se les agregé 500 nl de medio LB: 1% de bactotriptona, 1% de
NaCl, 0.5% de extracto de levadura (pH 7.0). En este momento, se dejaron crecer
durante 30 min a 37 ©C. Las células se centrifugaron para quitarles el exceso de
medio LB y se resuspendiercn en un poco del lfquide sobrante. A cada tubo se le
agregé 40 pl de 2% de X-Gal y 10 pl de 200 nM de IPTG, las células fucron
resuspendidas y plaqueadas en cajas de medio LB con 1.5 % de agar y 60 pg/ml de
ampicilina, Alternativamente, se preparé una mezcla de 40 pl de medio LB, 50 pl de
2 % de XGal y 10 pl de IPTG por cada caja de Petri. Esta mezcla se plaqueé antes de
colocar las células ya tranformadas.

Las colonias de células que llevaran el pldsmido con inserto fueron seleccionadas
por su resistencia a ampicilina y por la falta de actividad de pB-galactosidasa (colonias
de color blanco).

Una vez clonadas las células con el pldsmido que llevaba el inserto, se procedié
a purificar el pldsmido para comprobar la presencia del inserto en los mismos, lo
anterior se llevé a cabo de la siguiente manera:

Minipreparaciéon de DNA plasmidico:

Se crecieron las clonas en 5 ml de medio LB con 60 pg/ml de ampicilina durante
la noche a 37 ©C. (Alternativamente, es posible tomar con un palillo estéril un poco
de bacterias y resuspenderlas en 50 pl de agua destilada estéril).

Las células se recuperaron por centrifugacién y se resupendieron en 100 pl de
medio. Se les agregé 300 nl de un amortiguador TENS: 10 mM Tris-HCI (pH 7.5),
1mM de EDTA, 10 mM NaCl y 0.1 N de NaOH y 0.5% de SDS, se agitaron y se les
afiadieron 150 ul de 3M de acetato de sodio pH 5.0, también agitando. El pldsmido
se separ6 de las membranas y del DNA cromosomal centrifugando dos minutos. Al
sobrenadante conteniendo el pldsmido se le agregaron 800 pl de etanol al 100%, se
centrifugé 2 min para precipitar el DNA plasmi{dico y se lavé con etanol al 70 %. El
DNA se resupendié en agua bidestilada estéril.

El pldsmido ya purificado fue cortado con la enzima EcoRI en un volumen final
de 10 pl durante una hora 6 durante toda la noche, a 37 oC . El DNA resultante se
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corri6 en un gel de agaresa para observar la presencia del inserto en las clonas
blancas seleccionadas.

Una vez confirmada la presencia del inserto, se crecieron lag células para hacer
una preparacién en gran escala del pldsmido (maxipreparacién) con el fin de utilizarlo
en reacciones de secuencia de acuerdo con Sanger (1977).

Midipreparaciéon de DNA plasmidico:

La maxipreparacién consiste en crecer 25 ml de la clona descada en medio LB
l{quido con ampicilina durante toda 1a noche a 200 rpm y a 37 ©C. Las células se
recuperaron centrifugando 10 min a 5,000 rpm en rotor SS34 de Sorvall. Se eliminé
el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en 10 mM de NaCl. Se centrifugé
de la misma manera y el precipitado se resuspendié en 0.6 mi de amortiguador de
LISIS: 25 mM de Tris-HC! (pH 8.0), 10 mM de EDTA, 15 % de sacarosa y 2 mg/ml
de lisozima. Con este amortiguador se dejaron las células en hielo durante 20 min.
Pasado el tiempo, se agregaron 1.2 ml por tubo de 0.2 M de NaOH y 1% de SDS. Se
mezcl6 con cuidado tapando los tubos con parafilm y se dejaron en hielo durante 10
min. A continuacién, se afiadieron 0.75 ml de 3M de acetato de sodio pH 5.0, se agitd
con cuidado tapando los tubos con parafilm y se dejaron en hielo durante 20 min,

Para recuperar el pldsmido se centrifugé durante 12 min a 7,500 rpm con un
rotor S$34, el sobrenadante conteniendo el pldsmido se transfirié a un tubo nuevo y
a cada tubo se le afiadieron 5 pl de 10 mg/ml de RNAsa pancredtica. Esta RNAsa se
preparé calentdndola durante 10 min y luego congelando a -20 oC. Con la solucién
de RNAse se dejaron incubando los tubos durante 30 min a 37 oC. Para eliminar 1a
enzima se realiz6 una doble extraccién con un volumen de fenol/cloruformo. El DMNA
del pldsmido se precipité con etanol al 100%.

A continuacién, se resuspendi6 el precipitado en agua y se afiadieron 32 pl de 5M
de NaCl y 200 pl de 13% de PEG-8,000 (polietilenglicol) se mezcl6é cada tubo con
cuidado y se dejé en hielo durante una hora. Para eliminar el PEG se centrifugé cada
tubo 10 min, ge eliminé el sobrenadante y se lavé con 70% de etanol. El precipitade
se secd y resuspendi6 en 50 pl de amortiguador TE,

Reaccién de secuencia del gen nuclear del citocromo c;:

La secuenciacién se realiz6 de: do con la reaccién de Sanger (1977) y con un
sistema de USB: Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit, siguiendo el protocolo
indicado en el mismo:

Se utilizaron 2-6 pg de DNA del pldsmido que contenfa el inserto y se llevaron
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a 24 pl con agua bidestilada estéril. Se afiadieron 6 nul de 1 M de NaOH y se
incubaron 5 min a temperatura ambiente. A esta mezcla se le agregaron 3 nl de
acetato de amonio 2M (pH 4.3) se mezclaron bien y se dejaron a 4 0C. El DNA se
precipité con 70 pl de etanol al 100% durante 30 min a -70 ©C (6 durante toda la
noche & -20 oC). Se centrifugé en centr{fuga Eppendorf durante 10 min y el
precipitado obtenido se lavé con etanol al 70% y se dejé evaporar para secarlo.

El DNA precipitado se resuspendié en 10 nl de agua bidestilada estéril y se
agregaron 10 ng del oligonucle6tido deseado (que permite que la polimerasa se una
en sentido 3' 6 5'), 2 nl de agua y se dej6 30 min a 37 oC.

A continuacién se agregaron 5 pl de la siguiente mezcla:

12.0 pl de 10 mM de DTT, 9.6 p! de mezcla de marcaje, 12.0 pl de ATP o *°S, 3.0
pl de 13 unidades/pl de secuenasa, 1.6 pl de 14 unidades/pl de pirofosfatasa y 24.0
pl de 10 mM Tris- HCl para dilufr a la enzima. Con lo anterior se deja incubando
durante 6 min a temperatura ambiente.

Para cada reaccién de secuencia (o de transcripcién) se colocaron cuatro tubos
Eppendorf con 2.5 pl de cada uno de los nucleétidos (adenina, guanina,citocina y
timina). De la mezcla enterior ge afiadi6 a cada tubo 3.5 pl y se dej6 10 min a 37 ©C,
Pasado este tiempo, a cada tubo se le afiadieron 4.0 pl de solucién para detener la
reaccién de trascripcién y se cargaron a un gel de de poliacrilamida realizado de la
siguiente manera:

Gel de secuencia:

Previo a la polimerizacién del gel, se prepararon los vidrios de la siguiente
manera: cada uno fue limpiado con agua y jahén y con metanol y acetona, parn
después poner 700 pl de silic6n (todo esto se realizé con guantes). Cada vidrio medfa
20.5 X 60 cm, los separadores fueron de 0.4 mm y se utiliz6 un peine para poner
muestras de 2 pl de cada nucle6tido.

E] gel contenfa 6.0% de acrilamida, 8 M de urea y TBE 1X (final). Se mezclé muy
bien hasta disolver la urea y se pas6 através de un filtro Millipore de 0.4 pm. A
continuacién se agregaron 50 pl de TEMED (no dilufdo) para una solucién de 50 ml!
de acrilamida y 250 nl de 10% de persulfato de amonio, preparado en el momento.
Inmediatamente se vaci6 esta mezcla al gel por medio de una jeringa y aguja.

Una vez polimerizado el gel, se coloc6 en la cdmara modelo SA de BRL con

amortiguador TBE en proporcién 1X arriba y 1.5X abajo. Se dej6 calentar y se cargé
la muestra con la secuencia ACGT. El gel se dej6 correr durante 4 hrs a 2,000V y
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ge volvié a cargar la muestra de secuencia y se dejé correr el gel durante 4 hrs 6
hasta que saliera el segundo colorante. Una vez terminada la electroforesis se sacé
el gel colocdndolo sobre el un rectdngulo de papel filtro Whatman 3MM. Se colocé otro
rectdngulo del mismo tamaiio y se puso en un secador de geles conectado a un Speed
Vac SC110 Savant para ser secado. Después de esto, se coloc6 en una caja de
exposicién con pelfcula Kodak X-OMAT AR del tamafio del gel y se guardé en
oscuridad toda la noche para revelar al dfa siguiente. La pelfcula fue sometida a
solucién reveladora durante 4 min, se lavé con agua corriente durante 30 seg y se fij6
durante 4 min, para darle un lavado final con agua corriente. La pelfcula después de
secada ge utilizé para leer la secuencia obtenida.

Una vez lefda la secuencia se procedié al andlisis de la misma, por medio del
paquete de computacién GCG (sequence analysis Software package) de Genetics
Computer Group (Madison WI), para poder reconocer uno de los
desoxioligonucleétidos disefiados para el PCR y a partir de él seguir la lectura de Ia
secuencia, alternativamente se buse6 un sitio para Eco RI en donde s¢ cloné el
fragmento amplificado del gene del citocromo ¢, de Polytomella spp.

La secuencia obtenida fue comparada con otras secuencias obtenidas para

citocromos ¢; ya reportados para establecer las semejanzas y diferencias que
existieran entre éstos y el de Polytomella spp.
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Tabla VIIL: Segmento de 1as secuencias de amino4cidos del citocromo tipo ¢, de diferentes organismos, para mostrar
la regién consenso cercana al extremo carboxilo de estas protefnas.

Secuencia Conservada en la Regién Carboxilo Terminal:

171 180
E2E D DMIUEYEUDGTU®PASUVPQMA
Y D DMV EYEDGTU®PATTSAQMA
Ne: D GL VDYEUDGTUPASTSAQMA
P: D DQ VTYEDGTUZPATVDAQMA
Re: D DL VTYEUDGTUDPATVDAQQMG
* * ok ok ok ok ok ok *  *

* : aminoacidos idénticos.

E: Euglena gracilis; Y: Saccharomyces cerevisiae; Nc: Neurospora crassa;
Pc: Paracoccus denitrificans; Re: Rhodobacter capsulatus.



Resultados:

Aislamiento de las mitocondrias de Polytomella
spp:

Se hizo crecer a la especie Polytomella spp en cultivos de 24 | con vitamina B, y
B,, durante 48 h y a 26-30 oC de temperatura. La figura 10 muestra una célula de
Polytomella spp, crecida en nuestro laboratorio. Estos cultivos dieron alrededor de 2.1
g de células por litro de cultivo, La extraccién de las mitocondrias fue relativamente
sencilla, ya que la carencia de pared celular permite el rompimiento de las células con
un homogenizador de vidrio y un vdstago de teflén. Por cada 24 1 de cultivo se
obtuvieron aproximadamente 50 mg de protefna mitocondrial.

En el pasado, |a caracterizacién de las mitocondrias de Polytomella spp s6lo Nlegé
a su aislamiento y estudio espectrofotométrico, sin una aproximacién a la composicién
polipeptfdica de los complejos respiratorios (Lloyd y Chance, 1968). El espectro
obtenido de las mitocondrias aisladas de este organismo se muestra en la figura 11
donde se aprecian los picos mdximos de absorcién para los citocromos. El citocromo
ag; presenta un pico o a 608.6 nm, el citocromo b a 566.7 nm y el citocromo ¢, a
563.1 nm, También es posible observar la regién Soret de los mismos. Siguiendo la
técnica descrita por Shiigger y col., en 1986, es posible conocer actualmente de una
manera aproximada, la composicién polipept(dica de cada uno de los complejos
mitocondriales incluyendo a los que contienen citocromos. Cada complejo regpiratorio
migrard como una banda discreta de acuerdo con su masa molecular total en una
primera dimengién. Bl ung cegunda dimensibén, se corre el gel en condiciones
desnaturalizantes con SDS, colocando encima de él, la banda del primero. De esta
manere cada complejo se resuelve en lus subunidades que lo compoenen. En la figura
12 ge aprecia lo anterior. En este caso, el primer complejo que se puede identificar
por su elevada composicién de subunidades y en consecuencia por su altz masu
molecular, es la NADH deshidrogenasa. A continuacién, migra el complejo III
mitocondrial y después la ATPasa. Cabe mencionar que en las mitocondrias del
corazén de bovino, después de la NADH deshidrogenasa se observa la ATPasa y a
continuacién el complejo de citocromos be, (Shégger y von Jagow, 1991). En el gel de
la segunda dimensién se pueden mpreciar al menos 6 subunidades del complejo bc,,
cuyas masas moleculares aparentes estdn sefialades en la figura.

Solubilizacién y fraccionamiento de las mitocondrias de
Polytomella spp:

En primer lugar, se titularon las concentraciones del detergente lauril maltésido
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Figura 10a: Fotograffa de microscopia electrénica de una célula de Polytomella
spp crecida en el laboratorio. El corte es transversal, por lo que se pueden
apreciar las mitocondrias y los granulos de almidén que conticne este organismo.



Figura 10p: Fotografia
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Figura 11: Espectro diferencial (reducido menos oxidado) de la fraccién
mitocondrial de células de Polytomella spp. En este espectro se sefialan los
mdximos de absorcién para citocromo aa,, b y ¢,

picos y de los citocromos b y ¢;: 432.1 nm,

pico 7y del citocromo aa,: 446.2 nm,

pico « del citocromo ¢,: §53.1 nm,

pico « b del citocromo: 656.7 nm,

pico o aa, del citocromo: 608.6 nm.
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Figura 12: Gel azul de los complejos mitocondriales de Polytomella spp,
realizado con la técnica reportada por Shigger y von Jagow (1991). En la figura
se gefiala el gel de la primera dimensién, corrido en condiciones nativas (4 ¢C)
para separar los complejos respiratorios de mitocondrias solubilizadas con lauril
maltésido y dcido 6-amino capréico y el gel de segunda dimensién, realizado en
condiciones desnaturalizantes para separar los diferentes polipéptidos que los
componen. Las flechas que indican la migracién de las subunidades del complejo
be,. Las masas moleculares colocadas a la derecha del gel corresponden a las
subunidades del complejo bc, de mitocondrias de corazén de bovino.



(LM) a las cuales era posible solubilizar al complejo (desde 0.5 hasta 2 g de
detergente por gramo de protefna mitocondrial), S6lo al utilizar la relacién 2g de LM
por g de protefna se obtuvo una buena solubilizacién. A continuacién, este
solubilizado se centrifugé y el sobrenadante se dializ6 y se cargé a una columna de
DEAE-Biogel A, siguiendo la técnica descrita por Ljungdshl y col, (1987). La
cromatografia realizada produce cuatro fracciones principales, sefialadas en el perfil
de elucién de la figura 13:

L. de color amarillo claro, sale en el volumen de exclusién de la columna,

II.- de color blanquecino, turbia, que se obtiene al lavar la columna con el
amortiguador conteniendo 150 mM de NaCl.

IL- fraccién de color verde, transparente. Aparece después de la fraccién turbia y se
obtiene con el mismo amortiguador conteniendo 150 mM de NaCl.

IV.- de color rojo-naranja, se obtiene cuando se aplica el amortiguador de equilibrar
conteniendo 400 mM de NaCl.

La primera y la segunda fracciones presentan picos de absorcién a 280 nm
mientras que la densidad éptica obtenida a 415 nm es nula en la fraccién I y muy
baja en el caso de la fraccién II. Para las otras dos fracciones se presenta una lectura
de densidad 6ptica alta para ambas longitudes de onda, seiial de que se hablan
purificado dos tipos de citocromos. De estas dos fracciones se realizaron espectros de
abaorcién entre 350 y 650 nm los cuales revelaron que la fraccién 11I de la columna
de DEAE-Biogel A, correspondfa a una citocromo oxidasa y la fraccién IV al complejo
be,. La figura 14 muestra los espectros de absorcién de las fracciones I (turbia y
transparente), I y III, para el complejo b, el espectro se muestra mas adelante. Las
fracciones caracterizables por su espectro fueron la III y la IV, que corresponden a la
citocromo oxidasa y al complejo be,, respectivamente.

Los geles de poliacrilamida SDS para estas fracciones se muestran en la figura
15. La primera fraccién obtenida de la cromatograffa reveld lu presencia de una
banda de masa molecular alta y la fraccién II se resolvié en los geles como un
conjunto de 22 polipétidos, todos ellos aparentemente en la misma proporcién, cuyas
masas moleculares fueron semejantes & los de la ATPasa (F.F,) de bovino. La
citcromo oxidasa mostré un gran contenido de subunidades, muchos de ellos probables
contaminantes. El complejo be, mostré al menos 6 subunidades. Podemos concluir que
al solubilizar las mitocondrias con lauril maltésido se obtienen tres fracciones bien
caracterizadas: una de ATPasa, otra de citocromo oxidasa tipo aa, y finalmente, una
del complejo be, (fracciones 11, 111 y IV en el orden establecido).

La fracién I se recromatografi6é en una columna de carboximetil Biogel A,
buscando un citocromo de masa molecular alta. S6lo se obtuvieron dos fracciones, una
turbia y a continuacién una clara, ambas en el volumen de exclusién de la columna
y cuyo perfil se muestra en figura 16a. Para la fraccién III se utilizé una columna de
DEAE-Sefarosa. En ¢l volumen de exclusioén se obtuvieron tres picos de protefna, uno
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Cromatografia del solubilizado de lauril maltésido de mitocondrias de
Polytomella spp

D.O. a 280 nm
“ mw D.0. a2 415 nm
o v 2,5

2
1,5
1

0,5

=20

1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201 221 03

No. de fraccién

—Proteina ~= Citocromos
(1) 150 mM de NaCl; (2) 400 mM de NaCl

Figura 13: Perfil de la columna de DEAE-Biogel A. Las flecha indican la
fraccién donde se colocaron los amortiguadores de lavado, y de elucién con 150
6 400 mM de NaCl, a.- fraccién del volumen de exclusién, b.- fraccién turbia, c.-
fraccién de la citocromo oxidasa, d.- fraccién del complejo be,. En todos los casos,
se muestra la absorbancia a 280 nm y a 416 nm.
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Figura 15: Electroforesis con SDS de las fracciones obtenidas durante la
purificacién del complejo be, de Polytomella spp, comparadas con los pesos
moleculares entre 97,000 a 14,500 daltones. El orden por carriles es el siguiente:
a.- 5 pl de estdndares de peso molecular. b.- 20 pg de sobrenadante del
solubilizado, ¢ y d.- 20 pg de la fraccién excluida al cargar el sobrenadante del
extracto con lauril maltésido, e.- fraccién turbia (20 pg) obtenida al afadir un
amortiguador con 150 mM de NaCl, f.- fraccién de oxidasa (20 pg) y g.- 20 pg de
complejo be,.



Perfil de elucién de la columna de Carboximetil Biogel A.

D.O. a 280 nm D.O. a 415 nm
1,6 n— ]
1,4
12 | 0,8
1 0,6
70,8
06 0,4
0,4] 02

02 Y . .
i - ] s 11]
0 -,-...;.‘ S S e Pogases S 8"
0,2 L - -0,2
"1 6 11 16 21 26 31 36 41

Niimero de fraccién

~Proteina “* Citocromos

Figura 16a: Perfil de 1a columna de Carboximetil-Biogel A para mostrar las dos
fracciones en las que se obtuvo un valor alto de densidad éptica a 280 y 415 nm.
En esta cromatografia las dos fracciones se obtuvieron en el volumen de
exclusi6n.



Cromatografia de la fraccién enriquecida del complejo IV de
Polytomella spp

D. O. a 280 nm D.O.a 415

2,5 } Gradiente de
; 0-300 mM de NaCl
!
]
1
]
[

1,5

6,5(,

-0.5 -0,3
1 21 41 61 81 101 121 141 161

No. de fraccién
- Proteina —-Citocromos
DEAE-Sefarosa CL6B

Figura 16b: Perfil de la cromatografia de DEAE-Sefarosa CL6B para mostrar
los picos de protefna obtenidos en el volumen de exclusién asf como el gradiente
de 0-300 mM de NaCl realizado para purificar a la citocromo oxidasa de
Polytomella spp.



de ellos con poca densidad éptica a 415 nm y el resto con ninguna. A continuaci6n se
corri6 un gradiente de 0 a 300 mM de NaCl y se obtuvo una fraccién con valores de
densidad 6ptica alta para citocromos y protefna. En la figura 16b se muestra el perfil
de elucién de la cromatografia, mostrando el volumen de exclusién y la salida de la
protefna con el gradiente realizado. Los geles de poliacrilamida-SDS que se presentan
en la figura 17 indicaron el enriquecimiento de una banda de masa molecular alta en
la fraccién obtenida de la columna de DEAE-Sefarosa, después de correr el gradiente
de 0 a 300 mM de NaCl, Las fracciones cbtenidas en la cromatografia de
Carboximetil-Biogel A no mostraron diferencias.

Los espectros de absorcién de 350 a 650 nm no revelaron la identidad de las
fracciones obtenidas en la columna de carboximetil Biogel A ni de aquellas exclufdas
en la cromatografia de DEAE-Sefarosa. Sin embargo, para ia fraccién obtenida del
gradiente se obtuvo el espectro de absorcién de la citocromo oxidasa.

Se midi6 la actividad de citocromo c oxidasa, de succinato deshidrogenasa y de
NADH-oxidorreductasa en el sobrenadante del solubilizado con lauril maltésido,
s6lamente se obtuvo actividad de citocromo oxidasa.

Para la citocromo oxidasa extrafda de la columna de DEAE-Biogel A se obtuvo
una actividad promedio de 4.18 pmol/min/mg de protefna la cual es completamente
abatible por KCN. La oxidasa purificada después de un gradiente en la columna de
DEAE-Sefarosa, obtuvo una actividad promedio de 3.86 pmol/min/mg de protefna. En
este caso se obtuvieron 1.17 nmol de hemo agy/mg de proteina, lo que equivale a un
12 % de pureza. La fraccién del complejo be; mostré actividad de citocromo oxidasa
(1.7 pmola/min/mg de protefna).

Ei complejo de citocromos be, de Pelytomella spp:

La tabla X muestra el rendimiento obtenido en los pasos de purificacién mds
importantes, tanto en mg de protefna como en actividad especifica y contenido de
citocromo c,. La actividad especifica se increment6 100 veces con respecto a la mlcml
obtenida en mitocondrias; en niimero de recambio significé una actividad de 325 seg’
(pmolas de citocromo ¢ reducido/pmola de citocromo ¢, por segundo) después de pasar
por cromatografia al extracto de Jauril maltésido. Sin embargo, la recuperacién de la
protefna del complejo be, fue del 2% (30 mg finales). La actividad fue sensible a los
inhibidores cldsicos del be,, antumcma y leOLlﬂZOl (97.3% con 1pM y 99.7%
con 20.5 uM, respectwnmente)
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Figura 17: Electroforesis en poliacrilamida-SDS con la técnica de Shégger y col.,
1986 para observar las fracciones obtenidas en la cromatografia de DEAE-
Sefarosa y de CM- Biogel A. En todos los casos se pusieron 30 ul de protefna
(Img/ml).

a.- sobrenadante del solubilizado,

b.- fraccién turbia de la columna de DEAE-Biogel A,

¢ fraccién de oxidasa de la columna de DEAE-Biogel A.

d-f- fracciones obtenidas en el volumen de exclusién de la columna de DEAE-
Sefarosa CL6B.

g.- fraccién concentrada del gradiente de 0-300 mM de NaCl de la columna de
DEAE-Sefarosa CL6B.

h.- volumen de exclusién de la columna de DEAE-Biogel A.

i.- primera fraccién del volumen de exclusién de la columna de CM-Biogel A.
j~ segunda fraccién del volumen de exclusién de la columna de CM-Biogel A.
k.- estdndares de masa molecular.



‘ Tabla X: Purificacién del lejo be, de Polyt lla spp:

Actividad
Fraccion Protefna Rendimiento Especifica citocromo ¢,
. nmol de hemo/

mg % unidades/mg mg de protefna
Mitocondrias 1,600 100.00 0.53 0.12
Extracto de 696 46.40 8.90 1.90
Lauril Maltssido
DEAE-Bioge! A 30 2.00 62.80 2.7

Titulacién de la actividad del complejo be, de Polytomella spp
en presencia de antimicina A:

Para obtener el valor de actividad del complejo be, con cantidades crecientes de
antimicina, fue necesario modificar el disefio experimental ya que al titular con
antimicina ge obtenfa una inhibicién casi total al agregar concentraciones pico
molares del inhibidor. Esta inhibicién se debié a la cantidad de etanol que se estaba
afiadiendo provocaba la desnaturalizacién de la protefna y por tanto, la pérdida de
la actividad. De acuerdo con los célculos realizados, la cantidad de inhibidor afiadida
en este momento era insuficiente para inhibir a todas las moléculas de complejo be,
en el volumen con el que se trabajé (1 ml de 1uM de bc,). Por lo anterior, fue
necesario buscar la manera de agregar sélo un 2% total de etanol a una solucién del
complegjo be; maa dilufda. Para cada medicién, se activé al complejo be, diluyendo con
el amortiguador para activar (Kubota y col., 1992) & 1 pM, después de una hora, se
diluy6 10 veces con el mismo amortiguador para activar y se le agregaron 50 ul de
NaCN, 20 mM. A continuacién se agregé la antimicina a la concentracién més baja
& utilizar y se tomaron 100 pl de esta mezcla para medir actividad en un volumen
final de 2.0 ml, con 30 pM de citocromo ¢ y 15 M de DBH. Para cada concentracién
de antimicina se realiz6 lo anterior, tomando en cuenta el velumen de etanol afiadido.
La tabla XI muestra las concentraciones finales de antimicina en 2.0 ml de 0.1 pM
del complejo be, de Polytomella spp, y en la figura 18 se muestra la gréfica obtenida
para esta titulacién, asf como la extrapolacién a 0 % de actividad.
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Tabla XI: Actividad del complejo be, de Polytomella spp y 1a concentracién final de
antimicina afiadida al complejo (0.1 pM, en 2.0 ml). La actividad es el promedio de
tres experimentos diferentes.

Promedio

[anti}/ mol anti/ Actividad % de

L;"ﬁl mol be, pmoVmin/mg prot ::“vi daq | Actividad

0/100 1] 397.2 596.0 537.51 510.2 100.00
(100) (100) (100)

10.5/99.9 0.11 280.2* 514,12 514,12 436.1 91.0

(86) (96)

16.0/99.8 0.16 357.0 476.16 6512.00 448.4 88.0
(90) (80) (95)

21./99.8 0.22 357.0 392.73* 440.4 396.7 86.0
(90) (82)

28.1/99.7 0.42 309.32 462,32 428.5 396.7 78.0
(78) (76) (80)

41.4/99.6 0.42 261.65 357.00 357.00 326.2 64.0
(66) (60) (66) )

55.7/99.4 v 0.56 249,73 273.57 214.00 245.8 - §50.0
(63) (46) (40) P

94,2/99.2 095 35.24 28.68 12,00 25.3

(9) (5) 2) IR

135.8/ 1.37 14.38 16.77 11.40

958.8 4) (3) (2)

181.3%/ 184 16.77 11.40 11.40

98.4 4) (2) (2)

281.3/ 2.86 15.00 16.77 9.42

98.3 (4) 3) (2)

6503.3/ 5.13 ——— 8.42 9.42

98.0 (1.5) (2)

1,128.3/ 11.58 15.30 859 | e

97.6 “4) (1.5)

= ponceniracion.

* astos valores no se tomaron en cuenta para el promedio.
Los valores entre paréntesis son el por ciento de actividad para cada ensayo.
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Titulacién de la actividad del complejo bel de
Polytomella spp

% de actividad
120

* % do Actividad

0 0,2 04 06 08 1 1,2 1,4 1,6 1,8

mol de antimicina/mol de bcl

Figura 18: Titulacién de la actividad del complejo be, de Polytomella spp en
presencia de concentraciones crecientes del inhibidor antimicina.



Espectros de absorcién del complejo be, de Polytomella spp:

En la tabla XII se presentan los picos de absorcién que se obtienen con el
espectro reducido con diferentes sustratos y ademds los espectros diferenciales. Se
pueden comparar estos datos con los espectros de absorcién del complejo oxidado y
reducido con diferentes sustratos:

Tabla XII: Longitudes de onda (en nm) en las que se encontrarcn los méximos de
absorci6n para los picos v, B, y o del complejo be, de Polytomella spp:

pioco: Asc ve. DBH vg Ditio vs DBH Ditio va Ditio va
ddad idad idad Asc. Asc. DBH

Y 422.1 431.6 '431.0 432.6 432.6 432.6

B 6524.3 523.8 527.3 639.0

o, 553.6 563.6 553.9 553.1 553.6

oby 558.9* 558.9*

aby 568.3 568.1 568.3 567.8 567.2

Asc: ascorbato 1mM; DBH: decil ubiquinona; Ditio: Ditionita,
*= hombro.

E] espectro de absorcién del complejo be, en su forma oxidada presenta un pico
méximo a 415.5-416.9 nm, en la regién denominada Soret (pico ). Cuando se reduce
al complejo con ditionita, este pico se corre a 431.6 nm y aparecen los picos o de los
citocromos b a 567.8- 568 nm y ¢, a 553.6-553.9 nm (ver figura 19a), los cuales se
muestran en el recuadro, asf como un pico de absorci6n a 525.33 nm, de la regién de
picos B de los citocromos b y ¢,. En algunas preparaciones se pudo observar un
pequeiio hombro a 600 nm, evidenciando la presencia del citocromo aa,, que se pudo
eliminar en posteriores preparacienes. Cuando se redujo preferentemente al citocromo
¢, con ascorbato y se le rest6 el espectro oxidado, se obtuvo el pico o de este citocromo
a 553 nm aproximadamente. Cabe sefialar que no se observé un corrimiento en el
espectro del mismo, como en el caso del citocrome ¢, aislado de mitocondrias de
Euglena gracilis y de Crithidia fasciculata (ver figura 19b).

El pico « del citocromo b puede evidenciarse al realizar un espectro diferencial,
reduciendo al complejo be, con 1mM de ascorbato en la cubeta de referencia y con
ditionita en la de muestra, como se enseiia en la figura 19¢. En este caso, se obtuvo
un pico a de absorcién a 566.5- 567.8 nm, diferente del que se obtiene en el complejo
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Figura 19: Espectros de absorcién del plejo be, de Polytomella spp utilizando
diferentes agentes reductores:

a.- Espectro diferencial, reducido con ascorbato contra oxidade,

b.- Espectro diferencial, reducido con DBH menos ascorbato.

c.- Espectro diferencial, reducido con DBH menos oxidado.

d.- Espectro diferencial, reducido con ditionita menos reducido con ascorbato.
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“aislado de corazén de bovino, el cual absorbe a 562 nm. Sin embargo, en el mismo
espectro se puede observar un hombro a 558.9 nm, que se encuentra en la regién de
absorcién del pico o del citocromo b. Esto puede observarse también en el espectro
diferencial reducido con ditionita menos reducido con DBH, que se presenta en la
figura 19d,donde se muestra el pico de absorcién a 567.2 nm y un hombro a 558.9
nm. El pico de absorcién, se ha identificado como el hemo de bajo potencial, mientras
que el hombro pertenece al hemo b de alto potencial.

Otra de las caracter{sticas interesantes del espectro de absorcién del complejo de
citocromos be, es el corrimiento caracterfstico hacia el rojo que se obtiene al afiadir
a los inhibidores antimicina y mixotiazol. El efecto fue estudiado por von Jagow y
col., (1984) (para una revisién ver von Jagow y Link, 1986). Estos antibidticos son
capaces de bloquear el paso de electrones en el complejo b, y tienen una constante
de afinidad muy alta por el complejo y se sabe que su unién es en el citocromo b. La

tabla XIII muestra los picos de absorcién obtenidos al agregar mixotiazol 6
antimicina al complejo be, reducido con ditionita, asf como el efecto de ambos
inhibidores. Debido a que el mixotiazol produce una deriva en la absorcién, el efecto
del inhibidor no fue tan claro en espectros directos, por lo que en este caso, se
presenta una comparacién de los espectros directos y diferenciales para obtener el
efecto del mixotiazol.

El espectro de absorcién para el complejo inhibido con antimicina (figura 20a)
muestra la existencia de un desplazamiento hacia el azul en el pico de absorcién a
566 nm, ya que precede a un valle a 577 nm. Esto puede observarse también en el
espectro de absorci6n que se obtiene al agregar ambos inhibidores (ver figura 20c y
comparar los datos en la tabla XIII), existe un pico a 561.3 nm evidenciando este
corrimiento hacia el azul.

Tabla XiIl: Efecto del mixotiazol y la antimicina sobre el espectro de absorcién del
complejo be, de Polytomella spp, se muestran los valores de Ias longitudes de onda (en
nm) en los que se observé un méximo de absorcién (en algunos casos se sefialan los
mfnimos de absorcién importantes para la discusién).

pico Ditio+Anti- Ditlo+Anti+Mixo | Mixo - Lb. Mixo + Anti
Ditio -Mixo
¥ 438.0 437.0 437.3 439.9
ab p:568.0* p:568.1* v:563.4 p:561.3
v:677.0 v:577.0 p:578.8 v:568.1
p:674.9
hLio; ditienita; mixo: mixoliazol, 1.b.: Tinen W. mahzaﬂa esﬁnao Ta C\IEEH de muesira menos Ta de

referencia ambas con el complejo be, reducido con ditionita,
* promedio de varioa espectros. v: valle; p: pico
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Figura 20: Espectros diferenciales del complejo be, de Polytomella spp reducido
con ditionita en la cubeta de muestra y referencia para obtener el efecto de los
inhibidores mixotiazol y antimicina:

a.- Espectro diferencial para ver el efecto de la antimicina: antimicina+mixotiazol
menos mixotiazal.

b.- Espectro diferencial mostrando el efecto del mixotiazol: mixotiazol menos
reducido con ditionita.

c.- Espectro diferencial con el efecto del mixotiazol y la antimicina juntos:
antimicina + mixotiazol menos reducido con ditionita.



En la tabla XII1 se puede apreciar que el pico v de los citocromos estd desplazado
5 nm aproximadamente hacia el rojo con mixotiazol. Asf mismo, los espectros con
mixotiazol (ver figura 20b), tanto directos como diferenciales, muestran un valle entre
563 y 567 nm precediendo a un pico de absorcién entre 575 y 580 nm, lo que refleja
un corrimiento hacia el rojo. Sin embargo, de manera comparativa se puede observar
que, donde existe un’valle en los espectros de absorcién con mixotiazol, aparece un
pico para el espectro con antimicina (§66-568 nm). Este pico de absorcién precede a
un valle de absorcién a 573-575 nm; lo que muestra un corrimients hacia el azul en
el espectro. El efecto de ambos inhibidores no se anula cuando se afiaden ambos (ver
figura 20c y tabla XIII), ya que se obtiene un pico de absorcién a 561 nm, un valle a
568 nm y otro pico a 576 nm, lo cual indica un corrimiento hacia el azul y otro hacia
el rojo. Esto es diferente de lo que se observa en el complejo aislado de corazén de
bovino, donde ambos inhibidores producen un corrimiento hacia el rojo.

Polipéptidos del complejo be, de Polytomella spp

El complejo be, estd compuesto por 10 subunidades distinguibles mediante un
barrido densitométrico del gel de poliacrilamide-SDS que 8¢ muestra enla figura 21.
Comparativamente, Euglena gracilis contiene 10 subunidades, al igual que
Sacharomyces cerevisiae. En cambio, el de corazén de bovino posee 11 subunidades,
como se muestra en el mismo gel. Por las masas moleculares aparentes obtenidos por
el andlisis de] barrido densitométrico, es posible identificar a las subunidades I y IT
(6 subunidades estructurales), a la subunidad III 6 citocromo b, a la subunidad IV ¢
citocromo ¢, y la subunidad V 6 protefna fierro-azufre. El resto de las subunidades son
semejantes en masa molecular aparente a las del complejo aislado de mitocondrias
de corazén de bovino. La tabla XTV muestra las masas moleculares aparentes
obtenidas.

Masa molecular del complejo:

La masa molecular del complejo be, de Polytomella spp, obtenido por EGPA-SDS
fue de 252.6 kDa (sumando las masas de las distintas subunidades), cercano a la del
complejo aislado de corazén de hovino, que es de 247.8 kDa. Para conocer la masa
molecular hidrodindmica decidimos utilizar una columna de filtraci6n molecular de
Sefacril 5-300. La curva de calibracién, utilizande un rango de masa molecular entre
29 y 669 kDa, se muestra en la figura 22, El valor obtenido para el complejo be, de
mitocondrias de corazén de bovino y de Polytomella spp fué de 537.6 kDa para el
primero y de 256.3 kDa para el segundo, indicando que el complejo de bovino es
dimérico mientras que el de Polytomella spp se comporta como un monémero.
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Figura 21: Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (Shigger y col., 1986)
para comparar el complejo be, de mitocondrias aisladas de corazén de bovino con
el de Polytomella spp. Carril 1.- complejo be, de corazén de bovino, 2.- complejo

be, de Polytomella spp y 3.- estdndares de masa molecular en el rango de 87400-
14400 Da.
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Figura 22: Curva de calibracién obtenida por filtracién molecular en una
columna de Sefacril S-300 con esténdares de masa molecular en un rango de 669
- 29 kDa. E] complejo be, de corazén de bovino es el punto A y el de Polytomella
spp el punto B,



Tabla XIV: Composicién polipeptidica de las subunidades del complejo be, de
Polytomells spp comparados con la obtenida en corazén de bovino y con datos
obtenidos de la literatura para levadura (para una revisién ver Trumpower, 1990).

M a o a/M a s 8/M a s a
molecular| molecular | molecular
SUBUNIDAD | aperente (kDa) | relativa (kDa) | aparente (kDa)

en Polytomella | de levadura: en bovino:
*pp:
I 60.1 650 49
I 46.2 45 47
1 35.5 42 43.7
v 32.6 42 279
25.5
16.1
v 12.6
VIl 12.2
X 11.0
X 10.9
X1 ——

Deteccién y andlisis de algunas delas subunidades del complejo
de citocromos be, de Polytomella spp:

En organismos fotosintéticos como Solanum tuberosum (papa) o en protistas
como Crithidia fasciculata, se aislaron complejos be, en los cuales existfa una tercera
subunidad estructural (Berry y col., 1991, Priest y Hajduk, 1992), Siendo ¢l género
Polytomella cercano & C. fasciculata, cabrfa la posibilidad de que también el be,
tuviera tres subunidades estructurales. En el caso del complejo de papa, es posible
detectar las tres subunidades estructurales por electroforesis con el método de
Laemmli (1970) pero no en el sistema Shiigger y col., 1986, donde se observan sélo
dos subunidades. Por lo tanto, se corrieron geles con el primer sistema para el be, de
Polytomella spp. En la figura 23A, se observa que el patrén polipeptidico de 10
subunidades y dos subunidades estructurales se conserva. Con el mismo sistema de
electroforesis, se presentan tres subunidades para el complejo aislade de
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Figure 23 A.- Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS siguiendo el método
de Laemmli para comparar la composicién polipéptidica de las subunidades
estructurales. En 1: corazén de bovino, 2: Solanumtuberosum (papa) y 3:
Polytomella spp. B.- Gel de EGPA-SDS e inmunorréplica tipo Western para las
subunidades estructurales del complejo be, de Polytomella spp, lineas 1y 4:
anticuerpos especfficos para la subunidad 1 y II, respectivamente, mostrados en

inmunorréplica; lineas 2 y 3: gel que muestra a estas subunidades tefiidas con
azul de Coomassie.



mitocondrias de papa y dos para el complejo obtenido a partir de mitocondrias de
corazén de bovino, confirmando la existencia de dos subunidades estructurales en
Polytomella spp.

También se generaron y se purificaron anticuerpos contra las subunidades Iy IT
del complejo be, de Polytomella spp, que se muestran el panel B de la figura 23.
Estos anticuerpos son espectficos para cada una de las subunidades y no reconocieron
a sus homélogas en el be, de corazén de bovino, en una inmunorréplica tipo Western.
Para poder determinar si existfan similitudes entre las subunidades I y II de
Polytomella spp, con las subunidades I y II de otros organismos, se procedi6 a
secuenciar los primeros aminodcidos del extremo amino terminal de ambas protefnas,
como se muestra en la table XV:

Tabla XV: Anélisis de la secuencia del extremo amino terminal de las subunidades
1y II del complejo be, de Polytomella spp:

Ciclo

1 3 3 4 L] L] 1 8 1 10 1% 13 13 " 18 18 17

81 X e Pro Ala Thr Ala Pro The Gly B8er Leu Leu

Bl X Pro Ala Ala Ala Val Phe Lw X Tyr Aa Pro Phe Phe Pro Ala Al

s x 80

Los anticuerpos generados contra las subunidades de un complejo be, pueden
mostrar reaccién cruzada con las subunidades de complejos be, aislados de diferentes
organismos. Esto indica regiones 6 epftopos semejantes en las diferentes protefnas.
Nosotros tratemos de encontrar una reaccién cruzada con los anticuerpos generados
contra diferentes subunidades del complejo be, de corazén de bovino y del compiejo
be, de Polytomella spp. Probamos anticuerpos dirigidos contra las seis primeras
subunidades del complejo de corazén de bovino. En la figura 24 aparece la
inmunorréplica con las subunidades con las que sf se obtuvo la reaccién cruzada.
Estas fueron: subunidad IV 6 citocromo c,, subunidad V 6 proteina fierro-azufre y
subunidad VI. En el caso de la protefna fierro-azufre, se obtuvo una senal de dos
bandas, lo que manifiesta la protedlisis parcial de esta subunidad. Al aplicar
inhibidores de proteasas a los amortiguadores de la columna de DEAE-Biogel A, se
pudo evitar esta degradacién.

Una de las reacciones que cataliza el hemo de los citocromos es la de peroxidasa,
con la cual es posible tedir el hemo unido covalentemente a la protefna con
tetrametilbencidina, dando un color verde-azul en geles desnaturalizantes de EGPA-
SDS. El citocromo ¢, de Polytomella spp pudo reconocerse de esta manera,
confirmando la reaccién cruzada obtenida con los anticuerpos especificos. El gel teiiido
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Figura 24: Inmunorréplica tipo Western del complejo be, de Polytomella spp
decorado con anticuerpos dirigidos contra las subunidades del complejo be, de
corazén de bovino. Linea 1: gel de EGPA-SDS para mostrar las subunidades del
complejo de Polytomella spp, linea 2: inmunotincién con el anticuerpo contra
citocromo ¢, de corazén de bovino, linea 3: anticuerpo contra la subunidad V y
lfnea 4: anticuerpo contra la subunidad VI.



con tetrametilbencidina se muestra en la figura 26 en comparacién con un gel corrida
en las mismas condiciones y teflido con azul de Coomassie.

La reacci6n en presencia de tetrametilbencidina confirmé que el citocromo ¢,
contenfa un hemo covalentemente unido a la protefna. Sin embargo, esta tincién no
establece si la unién es a través de uno o dos enlaces con cistefnas. El espectro de
absorbencia muestra la ausencia de un corrimiento hacia el rojo al reducir a este
citocromo con 1 mM de ascorbate. Lo anterior dirigfa el estudio a conocer la secuencia
de aminodcidos de la regién de unién del grupo hemo para poder compararla a las
mismas regiones en citocromos tipo ¢, de diferentes especies.

La secuencia de aminodcidos se obtuvo de manera indirecta por medio de la
obtencién y purificacién del gene nuclear que codifica para este citocromo. Debido a
que la obtencién de ADN nuclear de P, agilis ya habfa sido reportada (Conner y col.,
1989) fue posible purificar el gene del citocromo tipo ¢, por medio de la amplificacién
del miamo utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa.

Para la obtencién del gen amplificado fue necesario el diseiio de dos
desoxioligonuclebtidos. Del andlisis de las secuencias de las regiones carboxilo-
terminal (tabla VIII) se obtuvo una secuencia altamente conservada con la que se
diseii6 un desoxioligonucleé6tido para la regién homéloga en el gen y la secuencia de
los primeros 13 aminodcidos de la regi6n amino-terminal del citocromo ¢, de
Polytomella spp sirvié para construir el desoxioligonucleétido de esta regién. La figura
26 resume el andlisis realizado para la elaboracién de los dos desoxioligonucle6tidos.

La amplificacién el gene nuclear del citocromo ¢, de Polytomella spp dié lugar
a un fragmento de 0.8 kb (kilobases) (ver figura 27a) de tamafio mayor a lo esperado
(0.5 Kb). Considerando que los citocromos tienen 187 aminodcidos, lo que darfa un
tamario de 560 bases traducido a ADN, el mayor tamaiio era un indicador de que el
gene del citocromo ¢, de Polvtomella spp, contiene intrones.

Para poder sccuenciar el fragmento del gene nuclear del citocromo ¢, fue
necesario obtener mayor cantidad del mismo. Por lo que se cloné el fragmento en un
vector de expresi6n para productos de PCR, que se expres6 en la bacteria Escherichia
coli. Esta estrategia permiti6 seleccionar aquellas colonias que crecieran en un medio
con ampicilina, pues el pldsmido lleva el gene que confiere la resistencia a este
antibi6tico y que no puedan degradar B-galactéside, por estar interrumpido el gene
que codifica para la enzima B-galactosidasa con el fragmento de PCR insertado. Las
colonias fueron de color blanco, las colonias en las que no se insert6 el amplificado de
PCR, fueron de color azul. En la figura 27b se muestra el fragmento de PCR clonado
en el vector de expresidn, con un tamafio de 4.9 kb y el fragmento de PCR de 0.8 kb.

La secuencia de nucleé6tidos y de aminodcidos obtenida hasta el momento, se
muestra en la figura 28. Hemos encontrado dos regiones de intrones en la secuencia
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Figura 25: Tincién con tetrametilbencidina del hemo del citocromo tipo ¢, de
Polytomella spp. Linea 1: gel tefiido con azul de Coomassie para ver la posicién
de este citocromo con respecto al resto de las subunidades del complejo; linea 2:
gel tefiido con tetrametilbencidina,



ANALISIS DE LA SECUENCIA AMINO TERMINAL:

X E A X DXULHU®PV S Y P

desoxioligonucleétido disefado:

5 GGAG-GGA-TCC-GAU(C)-GGU(C)-CUU(C)-
CAU(C)-CCC-GUU(C)-UCU(C)-UAC-CCC 3’

ANALISIS DE LA SECUENCIA CARBOXILO TERMINAL:
EDD YE D GTUPASV XXMA
desoxioligonucledtido disefiado:

5 C-CAT-TCC-G(A)AG-G(A)GT(A)-G(A)GC-GGG-
G(A)GT-G(A)CC-GTC-CTC-GTA-C(A)TC 3

Figura 26: Andlisis de las secuencias amino y carboxilo terminal del citocromo tipo
¢, para el disefio de los dos desoxioligonucle6tidos utilizados para la amplificacién del
gene nuclear del citocromo ¢, de Polytomella spp.



— 0.8 Kb

Figura 27 a: Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Linea 1: pesos
moleculares (kb ladder) con un valor de 12,216 bases a 506 bases;
Ifnea 2: producto obtenido de PCR cuyo peso molecular es de 0.8 Kb.
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Figura 27 b: Gel de agarosa al 1% que muestra en la linea 1
estdndares de peso molecular (12126- 500 pares de bases) y en 1a linea
2 el producto de ligacién y clonacién. La banda de mayor peso
molecular es el plismido de 29 Kb y la siguiente, de 0.8 Kb,
representa el fragmento del gene nuclear del citocromo ¢, de
Polytomella spp. :



desoxioligonuclestido 5
TIG GAG GGA TCC
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GAT
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Figura 28: Secuencin parcial del citocromo tipo ¢, de Polytomella spp en la que se

muestra la regién de unién del hemo a la protefna. En este caso, se presenta tanto la
secuencia de aminodcidos como la de nucleétidos y se indican los sitios en los que se

GAG

CAT

GAG

ATT

encontraron los intrones. La regién de uni6n del hemo a la protefna se muestra con una
Ifnea contfnua.



de nuclebtidos, lo que va de acuerdo con el resultado de un mayor niimero de bases
con respecto a lo esperado. Al inicio de la secuencia s8¢ muestra uno de los
d ligy leGtidos disefiados parala r ién de PCR y que también se utiliz6 en
1a reaccién de secuencia. Cabe sefialar que, pare poder llegar a la secuencia de unién
para el grupo hemo, se necesité diseilar otro desoxioligonucle6tido con la secuencia
del intrén cercano a ella. Este desoxioligonuclestido a6lo se utilizé en la reaccién de
secuenciacién.

Por otro lado, cabe destacar que la secuencia de aminodcidos, deducida a partir
de la secuencia de nucleétidos, para la regién de unién al grupo hemofue CAACH
del tipg C X X C H, secuencia congenso para este tipo de citocromos {(ver figura 29).
Esto va de acuerdo con la falta de un corrimiento hacia el rojo en el espectro de
absorcién del citocromo ¢, reducido con ascorbato.

Al analizar la secuencia del producto de PCR del citocromo c,, encontramos que
existe un intrén justo antes del sitio de unién del grupo hemo. Es interesante que éste
se presenta antes del sitio C X X C H y que por tanto, puede tener alguna relevancia
en el procesamiento del RNA.
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Figura 29: Fragmento del gel de 1a secuencia de nucleétidos que representa la
regién de unién del hemo al citocromo ¢, de Polytomella spp, a la derecha se
muestra la traduccién de la secuencia a aminoécidos.



Discusién:
El complejo be, de Polytomella spp:
Purificacién:

En el presente trabajo, hemos logrado la purificacién del complejo be, de
Polytomella spp, un alga incolora de la familia de las Chlamydomonadaceas. En esta
familia también se clasifican las algas unicelulares fotosintéticas, cuyo representante
Chlamydomonas, es el que le da nombre a la familia. Para caracterizar a las
mitocondrias de Polytomella spp, se hizo un estudio espectrofotométrico. En los cuales
se observaron los picos o de absorcién de los citocromos que se encuentran en la
mitocondria: a 553 nm el citocromo tipo ¢,, a 566.7 nm el del citocromo b y a 608.6 nm
el del citocromo aa, (figura 11). Este espectro de abgorcién es igual al que obtuvieron
Lioyd y Chance (1968) con mitocondrias de Polytomella caeca. Llama la atencién la
separacién tan clara que se obtiene entre los picos o de los citocromos ¢; y b, la cual
es diffcil de observar en las mitocondrias de otros organismos. Este comportamiento
se debe a un corrimiento en la banda de absorcién de los hemos del citocromo b, A
continuacién, se decidi6 realizar una electroforesis nativa de acuerdo a Shégger y von
Jagow (1991), para poder observar la composicién polipeptidica de los diferentes
complejos respiratorios en un gel. La solubilizacién de las mitocondrias en presencia
de los detergentes e-amino caproico y lauril maltésido permitieron resolver en un
primer gel cada uno de los complejos respiratorios separados por su masa molecular
global. Esta electroforesis se realiza en condiciones nativas a 40C y con azul de
Coomassie para proporcionarle carga a los complejos. La composicién polipeptfdica de
cada ung se obtuvo con una segunda electroforesis, colocando una banda del primer
gel sobre otro, el cual se corre en condiciones desnaturalizantes (en presencia de
SDS).

Para identificar a los complejos resueltos en el segundo gel, se emplearon los
criterios de numero total de subunidades y de subunidades caracteristicas,
reconocibles por su semejanza en el valor de la masa molecular con otros complejos
respiratorios. El complejo de mayor masa molecular fue la NADH-deshidogenasa con
mds de 20 subunidades, a continuacién el complejo be, y después las subunidades o
y B de la ATPasa. Este patrén electroforético contrasta con el que se obtiene para las
mitocondrias de corazén de bovino (Shiigger y von Jagow, 1991), en el cual el complejo
be, migra después de la ATPasa, indicando que la masa molecular aparente del
primero es menor al de la ATPaea. El segundo gel ademds muestra que el complejo
be, de Polytomella spp contiene al menos 6 subunidades identificables por su masa
molecular aparente. La masa molecular aparente en kDa de estas subunidades se
muestra en la figura 12, en la también se observa que su valor es semejante al de las
mismas subunidades en el complejo de corazén de bovino.
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Para poder solubilizar al complejo, se llegé a una relacién de 2 g de lauril
maltésido/g de protefna mitocondrial después de titular la cantidad de lauril
maltésido (LM) desde 0.8 g hasta 2 g del detergente por g de protefna mitocondrial.
La relacién g de LM/g de proteina mitocondrial utilizada debe ser un factor
importante para este resultado, debido a que para poder obtener al complejo be, de
levadura se emple6 la relacién 0.8 g de LM/g de prote{na y para corazén de bovino de
1 g de LM/g de protefna. En ambos casos sélo se obtiene a la citocromo oxidasa
(complejo IV) y al complejo be, (complejo IIT) en este trabajo, ademds de las
fracciones conteniendo a los complejos III y IV, obtuvimos otras dos fracciones. Una
de ellas se obtuvo en el volimen de exclusién de la cromatografia y corresponde a un
citocromo, Al utilizar una fuerza idnica baja (150 mM de NaCl) se obtiene la fraccién
de la ATPasa y de 1a citocromo oxidasa y con una mayor fuerza iénica (400 mM de
NaCl) purificamos al complejo be,, en ambos casos, no se utilizé6 un gradiente de
fuerza ibnica. Sin embargo, la fraccién del complejo be, posee actividad de citocromo
oxidasa (1.7 pmol de citocromo ¢ oxidado/min/mg de protefna). Esto es sorprendente
debido a que el gel de la purificacién del complejo be, contiene pocas bandas
contaminantes, que se tifien levemente y que, al realizar el barrido densitométrico no
se detectan bandas contaminantes en la misma proporcién que las bandas que
componen al complejo (ver figura 15). Ademds, los espectros visibles no muestran
contaminacién por citocromos aa, (figura 14). Probablemente, sea necesario realizar
un gradiente que eliminara esta fracci6n contaminate.

Actividad del complejo be;:

La preparacién obtenida mostré un enriquecimiento en su actividad especifica,
como se muestra en la tabla X. El porcentaje de recuperacién de protefna con respecto
al total es muy bajo, sin embargo, la actividad especifica se incrementé en la fraccién
obtenida de la cromstografla en DEAE-Biogel A. El complejo be, de Polytomella spp,
tiene una actividad especffica cercana a la que se obtiene en purificaciones de corazén
de bovino (300 s') la cual fue de 52.8 pmol de citocromo ¢ reducido/min/mg de
protefna equivalente a un nimero de recambio de 325 s'. En comparacién, los
complejos be, purificados a partir de las mitocondrias de otros protozoarios presentan
una actividad muy baja: 2.6 8" para Euglena gracilis y 1.9 &' para Crithidia
fasciculata. La técnica empleada por nosotros en la purificacién del complejo be,
puede ser la responsable del enriquecimiento en 1a actividad, ya que Ljungdahl y col.,
(1987) seiialan que el lauril maltésido puede generar el rompimiento de vesfculas
selladas de lauril maltésido y la membrana mitocondrial, por lo que la accequibilidad
de sustratos puede ser mayor. Este detergente mantiene las interacciones que se
establecen en la estructura cuaternaria del complejo, lo cual no se observa con el
detergente Tritén X-100, el cual puede estar disociando a la protefna fierro azufre de
E. gracilis. El detergente CHAPS utilizado durante la purificacién del complejo be,
de C. fasciculata puede provocar la pérdida de la actividad por un efecto similar. Por
lo tanto, la técnica descrita por Ljungdahl y col., (1987) utilizando lauril maltésido
como agente solubilizador asegura una preparacién de complejo be, activo.

49



Al igual que otros complejos be,, el de Polytomella spp es altamente sensible a la
unién de antimicina. Lo anterior se pudo apreciar en el experimento de titulacién de
la actividad del complejo be, en pr ia del inhibidor (figura 18). Cuando se realiza
la extrapolacién para obtener el 0% de actividad, se encuentra que la relacién de mol
de antimicina/mol de bc, es de 1:1.

Considerando lo anterior podemos afirmar que tenemos el primer complejo be,
purificado de un protozoario que presenta incremento en su actividad especffica
durante la purificacién y que estd enriquecido en su contenido de subunidades.

Composicién polipeptidica del complejo be, de Polytomella spp:

La fraccién enriquecida del complejo be; tiene 10 subunidades analizadas en un
gel de poliacrilamida SDS por medio de un barrido densitométrico. Las masas
moleculares aparentes se muestran en la tablo XIV. Otros organismos unicelulares
como E. gracilis y S. cerevisiae poseen 10 subunidades al igual que Polytomella spp,
y a diferencia del complejo obtenido de mitocondrias de corazén de bovino, que posee
11 polipéptidos. El tener un nimero elevado de subunidades que carecen de grupos
oxidorreductores parece ser una caracterfstica privativa de los organismos eucariontes
(ver tabla IID).

Otros complejos be, como el de Solanum tuberosum (papa) y de C. fasciculata
poseen tres subunidades estructurales (6 subunidades de alta masa molecular) las
cuales son distinguibles en un gel con la técnica de electroforesis establecida por
Laemmli {1970) en cambio, con el sistema de electroforesis de Shiigger y col., (1986}
s6lo se resuelven en dos, por lo cual se pensé que en Polytomella spp podria estar
ocurriendo lo mismo, asf que se corri6 un gel con las muestras del complejo be, de
papa, de corazén de bovino (que s6lo posee dos subunidades estructurales) y de
Polytomella spp en el sistema de electroforesis de Laemmli. El gel mostré que existen
doa subunidades estructurales para el complejo be, de Polytomella spp y que estas dos
subunidades presentan una mayor diferencia de masa molecular aparente entre ellas
que la que existe entre las subunidades I y II de corazén de bovino (ver figura 23A).
En contraste, en el complejo be, de papa se pueden observar claramente las tres
subunidades estructurales.

En el caso de los anticuerpos generados contra las subunidades I y II del
complejo be, de Polytomella spp, ninguno de los anticuerpos reaccioné con las
subunidades I y IT del complejo de corazén de bovino. Las subunidades estructurales
presentan un aspecto interesante, ya que se sabe que 1a subunidad I de Neurospora
crassa tiene una secuencia semejante o casi igual a la de la protefna PEP (protein
enhancing protein o proteina que facilita la internalizacién de las protefnas que
provienen del citoplasma hacia la mitocondria). En corazén de bovino y levadura, la
subunidad I del complejo tiene casi la misma secuencia, por lo que estas protefnas
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han sido agrupadas en una familia de protefnas procesadoras. En Polytomella spp
la secuencia de los primeros 12 aminodcidos de la subunidad II es muy parecida a
une parte de la secuencia de aminodcidos de la subunidad I del complejo be, de N.
crassa. Sin embargo, para la subunidad I, son pocos los aminodcides que pueden
identificarse como iguales a los de otras subunidades I (bovino, N. crassa, levadura),
solo la secuencia Ala-Val-Ala de los primeros aminodcidos (ver tabla XV), se
encuentra en bovino y N. crassa. Probablemente se necesite secuenciar una regién
que contenga menos variaciones para encontrar homologfas entre las subunidades [
de estos complejos.

Por otro lado, utilizando anticuerpos dirigidos contra las primeras seis
subunidades del complejo be, de corazén de bovine, se pudo obtener reaccién cruzada
con las subunidades IV, V y VI de Polytomella spp, que equivalen al citocromo ¢, a
la protefna fierro-azufre y la subunidad VI de corazén de bovino (figura 24). Lo
anterior contrasta con la ausencia de reaccién cruzada para las subunidades
estructurales I y 1I de Polytomella spp.

Otra de las técnicas para identificar al citocromo ¢, de Polytomella spp fue la
tincién con tetrametilbencidina, aprovechando que el hemo de los citocromos es capaz
de actuar como peroxidasa. En este caso, la tincién se realizé en geles
desnaturalizantes con SDS y se obtuvo una banda verde-azul (figura 25), que
corresponde a la masa molecular aparente del citocromo c,, determinado en geles
teflidos con azul de Coomassie. Al citocromo b no es posible observarlo con estos geles,
ya que el hemo se encuentra unido sélo por enlaces de coordinacién a 4 histidinas de
la protefna, por lo que al utilizar SDS en los geles, este hemo se pierde.

El anéligis aquf realizado nos permite conclufr que el complejo be, de Polytomella
spp consta de 10 subunidades a juzgar por los geles de poliacrilamida SDS tenidos
con azul de Coomassie utilizando el método de Shagger y col., (1986). Posee sélo dos
subunidades estructurales {1y II), dos citocromos uno tipo b, identificado por su masa
maolecular aparente (35.5 kDa) cercana a la del citocromo b de corazén de bovino (43.7
kDa) y otro tipo ¢,, identificado por la reaccién cruzada con el anticuerpo dirigido
contra la misma subunidad en corazén de bovino y por la tincién con
tetrametilbencidina. La subunidad V es la protefna fierro-azufre identificada por la
reaccién cruzada con el anticuerpo dirigido contra la subunidad V de corazén de
bovino y por su masa molecular aparente de 25.5 kDa, semejante a la de la subunidad
V de corazén de bovino de 25 kDa. La subunidad VI también es semejante en masa
molecular & su correspondiente en corazén de bovino, 16.1 kDa para Polytomella spp
y 13.4 kDa en corazén de bovino y muestra reaccién cruzada con el anticuerpo contra
la misma subunidad en corazén de bovino. El resto de las subunidades tienen una
masa molecular aparente parecida a las mismas subunidades del corazén de bovino.
Se necesitarfa buscar la secuencia de los primeros aminodcidos de cada protefna para
encontrar su equivalencia con las subunidades pequefias del complejo be, de levadura
y de corazén de bovino.
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Masa molecular del complejo be, de Polytomella spp:

La masa molecular del complejo be, de Polytomella spp fue de 252.6 kDa en geles
de PAGE-SDS (Shiigger y col., 1986) y para el de bovino fue de 247.8 kDa. Hay que
tomar en cuenta que la masa molecular de la subunidad I de Polytomella spp es
mayor que la de la misma subunidad de corazén de bovino, lo cual puede explicar las
diferencias observadas.

Para poder establecer la masa molecular hidrodindmica del complejo be, fntegro
de Polytomella spp se utiliz6 una cromatografia de filtracién en gel. También se
cromatografié una muestra del complejo aislado de corazén de bovino, obtenido por
solubilizacién de las mitocondrias con lauril maltésido y por cromatografia de
intercambio i6nico, para ver si se obtenfa la misma masa molecular que en geles de
poliacrilamida SDS. La masa molecular para el complejo be, de corazén de bovino fue
de 537.6 kDa y de 256.3 kDa para Polytomella spp (figura 22). Este resultado
sefialaba que el complejo be, de Polytomella spp era un monémero a diferencia del
complejo aislado de corazén de bovino.

La existencia de un complejo be, dimérico aislado de mitocondrias de corazén de
bovino, se puede comprobar con los diferentes métodos de purificacién. Por ejemplo,
al utilizar Tritén X-100 como agente solubilizador (Perkins y Weiss, 1383). El
complejo puede monomerizarse cuando se diluye la cantidad de detergente (Orii y
Miki, 1983) o cuando la cantidad de sales es baja en presencia de lauril maltésido
(Nalecz y Azzi, 1985), si se eleva el pH (Georgevich y col., 1983) o si se diluye la
mezcla detergente-protefna (Bolli y col., 1985). También el be, de Neurospora crassa
puede extraerse como dfmero al utilizar Trit6n X-100 al preparar cristales
bidimensionales (Weiss y col., 1986). El modelo del complejo be, de N. crassa realizado
a partir de los datos de microscopfa electrénica se muestra en la figura 30. El
complejo se obtiene como un dfmero embebido en las bicapas lipfdicas que se forman
al reemplazar el detergente por lfpidos. Lo anterior muestra que el be; de bovino
puede extraerse de la membrana como dfmero y que probablemente, este sea el estado
"nativo” (6 funcional) del complejo.

Otras pruebas de la existencia de un bc, dimérico son el coeficiente de
sedimentacién, el volumen parcial especifico y la constante de difusién, con los cuales
se obtuvo una masa molecular de 430,000 corregido para el complejo be, de corazén
de boino. Ademss, al analizar la sefial de EPR de la protefna fierro-azufre, no es
posible realizar la simulacién para un centro fierro-azufre, sino que esta solo se ajusta
para dos (de Vries, 1985). Cuando se reduce a la protefna fierro-azufre con
fumarato/succinato, en el complejo be, puro se obtienen dos componentes en el
espectro de EPR, un pico muy agudo (centro uno) y otro mss ancho (centro dos).
Cuando ocurre la reduccién de 1a quinona, en el ciclo de transferencia de electrones
(ver figura 30) el centro 1 se hace mds ancho y se superpone al centro 2, lo cual se
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Figura 30: Esquema del complejo be, de Neurospora crassa. Se muestra el
dimero de las subunidades principales del complejo. En este esquema se muestra
el complejo embebido en la membrana mitocondrial como se obtuvo por
microscopfa electrénica.




interpreté como la existencia de dos centros fierro-azufre y por tanto un complejo b,
dimérico.

Cabe la posibilidad de que al solubilizar las mitocondrias de Polytomella spp con
una relacitn 2 g de LM/ g de protefna, se pierdan las interacciones que mantienen un
posible dfmero en la membrana interna mitocondrial y que por lo tanto se solubilice
un monémero. Cuando se purifica el complejo be, de corazén de bovino la relacién
detergente/protefna es menor y se mantiene el dfmero. Como ya se mencioné, al diluir
la cantidad del detergente, se puede monomerizar el complejo (sin embargo, estos
datos deben tomarse con reserva ya que de Vries en 1985 sefialé que estos datos son
irreproducibles). Al realizar la cromatografia de intercambio i6nico para obtener la
fraccién pura del complejo be, y la de la citocromo oxidasa, se utilizan amortiguadores
con una concentracién de 0.1 mg/ml de lauril maltésido, lo cual diluye la cantidad del
detergente unido & la protefna; por tanto, esperarfamos que al disminufr la cantidad
de detergente unido a la protefna el complejo se monomerice. La dilucién del
detergente preserva al dimero ya extrafdo de la membrana interna mitocondrial de
corazén de bovino. Para el caso de Polytomella spp, se puede pensar que existe un
monémero en la membrana interna mitocondrial ya que, aiin aumentando la cantidad
de sales (400 mM de NaCl en el amortiguador de elucién), no se obtiene un dimero
como se esperaria segin los datos de Nalecz y Azzi (1985). As{ mismo, como no se
varfa el pH durante la purificacién del complejo de Polytomella spp, ya que es el
mismo que se emplea durante la solubilizacién de las membranas mitocondriales y
también para la extraccién del complejo he, de corazén de bovino. Por lo tanto, no
esperamos que al mismo pH se obtenga un dfmero para el complejo be, de corazén de
bovino y un monémero para el de Polytomella spp. Un dato contradictorio es el
obtenido con los geles azul-nativos (Shégger y con Jagow, 1991) en los que el complejo
be, de corazén de bovino, migra después de la ATPasa y en el de Polytomella spp
sucede al revés. Por otra parte, en estos geles no se ha estudiado con detalle la
cantidad de azul de Coomassie que unen estas protefnas, un factor que determina la
migracién de los complejos por su carga durante la primera electroforesis. Un estudio
més fino de la obtencién de monémeros y dfmeros en este tipo de electroforesis
ayudaria a conocer mejor la relacién de unién de azul de Coomassie a la protefna. Al
respecto, se podrfa utilizar la técnica descrita por Shiigger y col,, (1994) para el
andlisis de los estados oligoméricos en complejos no disociados (después de la
electroforeeis con azul de Coomassie y en condiciones nativas).

Podemos suponer que el complejo be, de Polytomella spp es un monémero en la
membrana interna mitocondrial, a diferencia del que se obtiene en organismos como
bovino y N. crassa. Esto tiene implicaciones importantes ya que el complejo be, de
Polytomella spp, a pesar de ser monomérice, posee una actividad muy alta en relacién
con la actividad del complejo obtenido de mitocondrias de E. gracilis y C. fasciculata.

Por otro lado, el citocromo by, de corazén de bovino, se reduce con una cinética
trifdsica. Esto quiere decir que una fraccién del citocromo by, se reduce, pasa un
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tiempo de espera y a continuacién se reduce el resto. Se ha propuesto que la tinica
posibilidad para explicar esto es que estén involucrados dos complejos be,,
conteniendo cada uno dos tipos de hemo b unc de alto potencial y otro de bajo
potencial (de Vries, 1985; Howell y Robertson, 1993). La primera fase de reduccién
es rdpida y corresponde a la de alto potencial, mientras que la segunda es mds lenta
y corresponde al hemo b de bajo potencial. La existencia de dos centros fierro-azufre
detectados por EPR es un indicio de la existencia de un complejo dimérico. Ademés
se ha observado que bajo ciertas condiciones se puede reducir 1a mitad de los grupos
Fe-S y del ¢,, que corresponderfa a la reduccién del centro uno o dos (de Vries y col.,
1983). La figura 31 muestra el modelo propuesto por de Vries (1985) para la cinética
del be, dimérico.

Debide a que el complejo be, de Polytomella spp es monomérico, es posible que
el mecanismo de accién de éste sea como el propuesto por Trumpower (1991), que se
muestra en la figura 5 y que se explica en la introduccién. Este ciclo pretende

explicar la accién de un complejo be, monomérico, en el cual existe un s6lo hemo b de
" alto potencial y uno de bajo potencial, asf como un centro fierro-azufre.

Serd necesario realizar el espectro de EPR de la protefna fierro-azufre de
Polytomella spp para detectar si existe una sefial en la bunda X y también
reduciendo con fumarato/succinate. Si se encuentra una sola sefial, esto ayudarfa a
confirmar que se trata con un monémero. Ademds, es necesario realizar un anélisis
por ultracentrifigacién para calcular el coeficiente de sedimentacién y poder
corroborar que ge trata de una especie monomérica in vitro.

Espectrofotometria del complejo be, de Polytomella spp:

El complejo be, de Polytomella spp presenta 4 mdzimos de absorcién en el
espectro de luz visible al reducir con ditionita: a 430 nm, 527 nm,a 553-554.1 nm y
a 566-567.2 nm Estos mdximos se han denominado vy B los dos primeros y o los dos
iltimos. En otros organismos, el pico a del citocromo b (562 nm) y del citocromo c,
(553 nm) se observan casi sobrepuestos &l reducir al complejo con ditionita y sin
embargo, en el caso de Polytomella spp, se puede obtener una diferencia de mds de
10 nm de separacién para estos citocromos (figura 19, Tabla XII).

Al realizar la reduccién del complejo be, con diferentes sustratos, es posible
observar la existencia de un hombro en el espectre a 558.9 nm cuando se hace el
espectro diferencial ditionita menos ascorbato o menos DBH. El pico o del citocromo
b se observa a 567-568 nm. Estos datos pueden ser interpretados como que el hemo
de alto potencial (by) se localiza a 558.9 nm y el de bajo potencial (b} a 567-568 nm.
Se ha reportado para Paracoccus denitrificans que el by absorbe a 560 nm y ¢l by a
566 nm en un espectro reducido con ditionita menos el reducido con menaquinona
(Yang y Trumpower, 1986). En este organismo también se observa que el citocromo
b presenta un corrimiento de longitud de onda que absorbe a 566 nm, a diferencia de
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Figura 31: Modelo propuesto por de Vries (1985) para la actividad de un
complejo bc, dimérico. Las flechas sefialan el curso de los electrones. En linea
punteads se representa uno de los monémeros y en linea continua el otro. Se
muestra ademds, el sitio donde inhibe el mixotiazol y 1a antimicina.




lo que se observa en otros organismos, donde Ia longitud de onda del pico o es a 562
nm. Basados en este dato podriamos especular que el precursor endosimbionte que
dié origen a las mitocondrias en las cloroficeas pudo haber sido un organismo
semejante a Paracoccus.

Al agregar antimicina al complejo be, reducido se puede observar que el
diferencial (reducido con ditionina + antimicina menos reducido con ditionita)
muestra que existe un corrimiento hacia el azul en el espectro de absorcién. Este
efecto también se encuentra cuando se compara el espectro obtenido al agregar los
dos inhibidores (se observa un pico a 561 nm y un valle a 568 nm) (figura 20). El
hemo by es el afectado por antimicina (como lo reportaron por von Jagow y Link en
1986 y que ha sido estudiado por Howell y Robertson, 1993 con deconvolucién de los
espectros) y sin embargo, estos trabajos reportan un efecto contrario al nuestro, ya
que se observé un corrimiento al rojo. En el caso del inhibidor mixotiazol que afecta
al hemo by, el espectro diferencial muestra que existe un corrimiento hacia el rojo,
evidenciado por un valle a 568 nm y un pico a 574.9 nm. Aunque este hemo absorbe
a una longitud de onda mayor a la que se conoce para otros citocromos b, no es lo
inico que contribuye al fenémeno global, ya que el hemo by, también participa en este
comportamiento anormal presentando un corrimiento hacia el azul.

Cuando se realiza un espectro diferencial reduciendo al complejo con ascorbatoe
y restdndole el espectro del complejo oxidado, el pico a del citocromo tipo ¢, de
Polytomella spp se encuentra a 553 nm de longitud de onda, al igual que en el
citocromo c, de corazén de bovino. El espectro diferencial reducido con ditionita menos
el reducido con ascorbato muestra que el pico de absorcién del citocromo b se
encuentra a los 566.5 nm de longitud de onda, a diferencia del complejo de corazén
de bovino, que se encuentra a 562 nm.

El espectro diferencial reducido con ascorbato menos el oxidado con ferricianuro
muestra un pico de absorcién a 561 nm para E. gracilis y C. fasciculata. El espectro
de absorcién del complejo be, reducido con ditionita, muestra un pico o a 562 nm
debido a que el pico « del citocromo b (a 563 nm) se sobrepanc ol del citocromo ¢, por
un corrimiento de 7 & 8 nm en el pico de absorcién del ¢,. Este corrimiento se debe
a que E. gracilis y C. fasciculata poseen citocromos ¢y ¢, atipices, con una séla unién
covalente del hemo a la protefna .

El espectro diferencial (ascorbato menos oxidado) del complejo be, de Polytomella
spp muestra la longitud de onda donde la absorcién de este citocromo es maxima y
conserva la posicién de 553 nm, Por lo anterior, se puede decir a priori que este
citocromo tiene una regién de unién del hemo con una ia de amino4cid
similar a la considerada consenso. Sin embargo, ésto sélo podfa asegurarse hasta
conocer la secuencia de aminoécidos de esta regién.
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Secuencia de aminodcidos del citocromo tipo ¢, de Polytomella
8pp.

El citocromo ¢, de protozoarios, pertenecientes al grupo de los kinetopldstidos y
de los euglenoides, ha sido estudiado por varios grupos debido & que el hemo de este
citocromo posee una séla unién covalente a la protefna. S6lo estos organismos
unicelulares eucariontes contienen un citocromo c, at{pico. Cabe la posibilidad de que
esta caracterfstica fuera privativa de los protozoarios o de un grupoe reducido de éstos.
Al estudiar el espectro de abgorci6n del complejo be, de Polytomella spp, no se observé
un corrimiento hacia el rojo de Ia longitud de onda de méxima absorcién del citocromo
¢;. La tincién con tetrametilbencidina indicé que el hemo de este citocromo estd unido
covalentemente a la protefna. La reaccién cruzada con el anticuerpo dirigido contra
la subunidad IV de corazén de bovino puede ser un indicio de que existe similitud
entre ambos citocromos. Ambas pruebas no indican si la unién covalente se realiza
a través de uno o de dos enlaces con cistefna. El espectro de absorcién ya sugerfa que
el citocromo ¢, de Polytomella spp no es diferente de los que tienen el hemo unido por
dos enlaces covalentes a la protefna.

Por lo anterior, fue necesario secuenciar la regién de unién del hemo al citocromo
¢, de Polytomella spp, por medio de la estrategia descrita en la metodologfa.

Comparando la secuencia obtenida del citocromo ¢, de Polytomella spp, con
secuencias de otros organismos, ésta es muy parecida aunque no fue posible
amplificar la regién anterior a la metionina de inicio, por lo que no es posible conocer
todavfa la presecuencia del citocromo c,.

Para obtener la secuencia de la regién de unién del hemo a la protefna se tuvo
que utilizar otro desoxioligonucleé6tido que se uniera a la regién del intrén hasta el
que se llegé en la secuenciacién. Este desoxioligonucledtido sélo se utilizé en la
reaccién de Sanger para secuenciar. En este paso, se pudo obtener la secuencia hasta
el aminodcido 73 de la protefna y se encontré que el gene de este citocromo estd
interrumpido por dos intrones, y que en el segundo exén de la protefna est4 la regién
de unién del hemo (figura 29). Esta regi6n es del tipo C X X C H, que es la secuencia
consenso para la uni6én del heino a la protefna. En este caso, se puede observar que
¢s igual a la que se obtiene para el citocromo ¢, de levadura. Esta secuencia es
consistente con los datos espectrofotométricos obtenidos, en los que no se obtiene un
corrimiento en la longitud de onda donde es médxima la absorcién del citocromo ¢,
(pico o) la cual es la tipica a 553 nm).

Comparando la gecuencia de la regién de unién del hemo para Polytomella spp
con otras secuencias como las de bovino, levadura, N. crassa, E. gracilis, y otros
kinetopldstidos (ver figura 32), se puede observar que Polytomella spp se encuentra
entre dos grupos de organismos, aquellos que poseen una sola unién al grupo hemo
y el que tiene dos uniones covalentes a la protefna. Los cinco representantes del
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Figura 32: Comparacién de secuencias de la regién de unién del grupo hemo al
citocromo ¢, de protozoarios como Euglena gracilis y representantes de
kinetoplédstidos, asf como organismos como Bos primigeniu taurus (bovino) y
Saccharomyces cerevisiae (levadura). La Ifnea punteada enmarca al grupo de
protozoarios cercanos & Polytomella spp y como comparacién se presentan las
secuencias de otros oganismos en lfnea contfnua. .



-primer grupo tienen una prolina en la secuencia de unién del hemo, que
probablemente tenga que ver con que la protefna se pliegue sobre el hemo, cosa que
no ocurre en el segundo grupo, por la existencia de dos uniones covalentes.

Round en 1980, propuse que existfan dentro del mismo grupe de algas
fotosintéticas algunos géneros semejantes en forma a su contraparte fotosintética,
pero que no podfan incluirse dentro del grupo de "algas incoloras" debido a que no
conservan la misma forma de reserva de energfa que los géneros fotosintéticos.
Durante el Precdmbrico, cuando ocurri6 el evento endosimbiético, algunas células
pudieron adquirir organismos que posteriormente formarfan sus cloroplastos. Sin
embargo, no todas las células del mismo tipo sufrieron el evento endosimbiético,
quedando como organismos heterétrofos, Aunque sean semejantes en su forma
externa a su contraparte fotosintética, deben ser agrupados como protozoarios, Sélo
aquellos organismos que, en el transcurso de la evolucién perdieron el aparato
fotonsintético pero conservaron los plastos como un organelo de reserva, se pueden
considerar como algas incoloras. Schwartz y DayhofT (1978) sostienen que primero se
formaron individuos [fotosintéticos (eucariontes) que después adquirieron al
endosimbionte protomitocondrial. Después del Cdmbrico las actuales algas incoloras
perdieron el aparato fotosintético, volviéndose heterétrofas. Esto puede verse en el
caso de Polytomella y Chlamyd 8, ya que ambas necesitan de acetato como
fuente de carbone. El acetato puede ser utilizado por un heterétrofo via acetil
coenzima A sintetasa, para formar acetil coenzima A. Con lo anterior podemos decir
que Polytomelln es una verdadera alga incolora y que probablemente sea la
contraparte heterétrofa de Chlamydomonas.

Los drboles filogenéticos realizados con las secuencias de los genes rbcLi y rbeS
(las subunidades grande y pequefia de la ribulosa bifosfato carboxilasa/oxigenasa),
que se presenta en la figura 33 y el gene psbA (protefna D1 del fotosistema II)
indican que Euglenoides y Chlamydomonadales sun 6rdenes rauy cercanos. Sin
embargo, 8i se hace el estudio del citocromo ¢ soluble de estus especies,
comparandolas con el de las plantas (Amati y col., 1988), se obtiene que la separacién
de estos grupos es muy grande: Euglena se encuentra cercano a la base del drbol,
mientras que Chlamydomonas estd més alejado. La separacién entre Chlamydomonas
reinhardtii y plantas ocurrié hace 700 a 750 millones de afos; Euglena se encuentra
mds lejos de esta separacién. Al comparar las posibles lineas de evolucién de los
diferentes grupos de algas, se pucde apreciar que después del evento endosimbi6tico,
los Euglenoides no tuvieron ramificaciones (ver figura 34). Las Chlorophytas (phylum
al que pert 1 Chlamyd, y Polytomella) presentan varias ramificaciones
cagi inmediatamente después de la endosimbiosis. Si estos dos grupos estdn
emparentados, probablemente compartan caracterfsticas del endosimbionte de
cloroplastos. El 4rbol filogenético obtenido con las secuencias del citocromo ¢ soluble
indicarfa que a nivel de mitocondrias existe una diferencia mayor. Los estudios de
Petigrew (1979) seiinlan que el poseer un citocromo ¢ atfpico no es una caracter{stica
privativa de los protozoarios, confirmando lo anterior.
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Figura 33: Arbol filogenético de organismos fotosintéticos construfdo con la
comparacién de secuencias de Ia protefna Rubisco (ribulosa bifosfato carboxilasa).
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Figura 34: Lineas de evolucién en los diferentes grupos de algas, la linea
punteada muestra el punto en el tiempo en el que supuestamente ocurrié el
evento de endosimbiosis. Las lineas gruesas representan organismos
fotosintéticas, y las lHneas delgadas, organismos que perdieron el aparato
fotosintético. Tomado de Round (1980).

D: Dinoflagelados; E: Euglenoides; C: Chrysophyta; Cr: Cryptophyta;

B: Bacillariophyta; X: Xanthophyta; Eu: Eustigmatophyta; Chi: Chlorophyta;
P: Prasinophyta; R: Rhodophyta.



Ya que los géneros Chlamydomonas y Polytomella pueden considerarse cercanos
en su parentesco, es posible especular que ¢l Chlamydomonas tenga un citocromo tipo
¢, tfpico. Esto hace mds probable la separacién de estos organismos del grupo de los
Euglenoides, més cercanos a la base del drbol filogenético. Lo anterior no nos dice
cuéndo fue la separacién entre Chlamydomonas y Polytomella, o entre algas incoloras
verdaderas y su contraparte fotosintética. Las diferencias entre las secuencias de
protefnas mitocondriales pueden dar una evidencia de esta separaci6n. En particular,
aquellas protefnas mitocondriales, cuyos genes estén ahora codificados en el nicleo
pueden dar la clave. Tal es el caso del citocromo tipo c¢,. Asf mismo, la comparacién
de estas secuencias puede aclarar, sin lugar a dudas, cuales son las algas incoloras
"verdaderas”.
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Conclusiones:

1.- Hemos purificado al primer complejo be, de un protozoario con actividad de
ubiquinol citocromo c oxidorreductasa cercana a los valores que se obtienen para el
mismo complejo en corazén de bovino.

2.- El complejo posee 10 subunidades entre las que se indentificaron los citocromo b
¥ ¢, y 1a protefna fierro azufre. Las dos 1iltimas presentaron reaccién cruzada con los
anticuerpos dirigidos contras las mismas subunidades en corazén de bovino. El
citocromo ¢, fue identificado por la tincién especifica para grupos hemo unidos
covalentemente a la protefna.

3.- El complejo posee dos subunidades estructurales (core I y IT), diferenciables en un
gel con el sistema de Laemmli, donde se pueden observar las tres subunidades del
complejo purificado en mitocondrias de papa. Se elaboraron anticuerpos contra las
subunidades 1 y I de Polytomella spp. En un ensayo de inmunorréplica tipo Western
solo se obtuvo reaccién cruzada con la subunidad III de papa.

4.- El citocromo b posee un corrimiento en la longitud de onda donde se observa el
pico & del mismo. Probablemente los hemos de este citocromo tengan ambientes muy
diferentes, debido a que el espectro del complejo reducido con ditionita y con
antimicina, revel6 un corrimiento del hemo by hacia el azul, mientras que el b, hacia
el rojo,

5.- El citocromo tipo ¢, no muestra un corrimiento hacia el rojo como en el caso de los
citocromos de Euglena gracilis y al estudiar la secuencia del gene nuclear de esta
protefna hemos confirmado la evidencia espectroscépica, ya que la regién de unién del
hemo a la protefna es del tipo consenso, lo cual acerca al género Polytomella a los
eucarionte "mds evolucionados”.

6.- El estudio de protefnas mitocondriales de un organismo tan cercano a

Chlamydomonas puede llevar a conocer el tipo de protefnas respiratorias que
presenta esta alga verde, que hasta ahora no han sido fdcil de conocer.
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The agn #pp. 0! advan-  Mitoch fram Poly caecn possess cytochromes
tages ia the preparation of ml(uclwndrln nlnm it lacks  {ty| pes b, «©, ¢, 0. ond ay) und several flavoproteins. These mi-
chloroplasts and a cell wall. In this work the exhibit control, and it is knawn that

drial be, complex fram Polytomelia spp, was solubilized
and purified by ion exchange chromutagraphy, The com-
plex was found te be composed of 10 polypeptides and
exhibited high rates of ubiquinol- cylochmmn & oxido-

their electron transpart chain is blocked by the respiratory
inhibitors sntimyein A, roteanne, piericidine A, and cyanide
(Lluyd et l., 1968; Llugd and Clnce, 1968),

The drial bc, complex (ubiqui

reductasc activity (>100 s™") and
myxothiazol, Tha molecular maxs of the be, complox
from Pelytomella spp. was aasayed by gel filtration nnd
eatimated to be of 256,100 Da. Therefare, this complex
exhibitsthe unique property of behaving us n monomer.
o inal ;

o
7 residues, from which a was de-

EC 1.10.2.2} is an oligomeric membrane protein
complex that has three redox components: a hihemic cyto-
chraine b, a cytochrome ¢q, and a Rieake type iron-sulfur pro-
win (fur o seview of this complex in microorganisme, nee
Trumperwer, 19841, The be, complex hns been isalated from a
Inrge varlety of organibms, inciuding Gram.nefative and

ed. A second e was constructed

baned en a highly conserved reglon of the c; type cyto-
chromes. With thear probes, u frnmm-nl of the ryto-

3 Rene wan chain re.
action wnd sequenced. The dcduu‘d sequence of the
apoprotein exhibited a consensus binding site CXXCIL.
The data suggest that the cytochrome ¢y from Polyto.
mella spp. differs from other protoctists like Crithidia
and Euglena, ie. it exhibits a heme binding domuin
struetuarally related to the hovine, yeast, and Newro-
spora ¢, type cytochromes.

The qeadriflagellate Polytamelln tAragno, 1910; Pringsheinm,
1955) miy be cunsidered either a protoctist or « colorlves alga
of the ader C (Wike, telkonian,
19901, Ttbelungs to the fumily of Chlamydomenaducear and jt
s morphologically relnled to nthr unicellular phulua)l\lhvm

S

1959;

bucteria, exygenic and anoxygenic photosyn.
thetic bacteria, and mitochondeia from different sources, A ho-
miologaus complex, referred to as b/ complex, is niso present in
algae, cynnobacteria, and higher plant chloroplasts (Hauskn et
al., 1983). OF relevance to the present work iy that the bey
complex has been isolated from Euglena gracilis (Mukni ef al.,
1989a3; it consints of 10 subunits and cxhibits an atypical d
ference absorption spectrum far eytochrome ¢ This purified
complex dn«nlun  tow and. antimyein-insensitivn whinuinl-
uetivity, the de-
duced asring nerd xequence of cytochromecy showed an unusual
hime binding site that had a ringle cysteine residue (Mukai et
al, 1959h). ‘The beme group of some prutezoan c type cyto-
thrames is characterized by forming a single thioether bend to
the prutein at position 4 and retentiun af u vinyl side chain at
position 2 (Pettigrew, 1979). This unique structure was re-
ported previously far the soluble ¢ type cytochromes from
Crithidia oncopelti and E. grucil (Pettigrew ez al., 1975), Mare
rm-mh Pricet und Hajduk (1992) reported the purification
of the bey cumplex from the trypanosnu-

and of the genus Ch
nas, Careria, H , Phacotus, C , and
Polytoma. Tt repruduces by binary fission and sexsial reproduc-

tion (Levis ef al., 1974), Palytometin spp. has the unusual feit-
tures of facking chloruplasts and a cell wall; huwever it has
coluriesaplustids that contain all of the cell starch (leukoplasts)
and Jarge and highly organized mitochondria when grows in o
medium rontaining salts, thiamine, and neetate as o sole car-
bon sourse (Evans und Lloyd, 1966; Burton and Moore, 1974).
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"To whven cortespondente “hould be addressed. T :
Fax: O11.55.622.8011 or 011525 546 03AT.

1226620,

nd leuum fusciciiora and demenstrated that the heme pros-

is also baund to it through a singls
thiocther bund. Gene amplification and sequen: ofthe hume
bindsnyg sites from kinctoplastid species (Crithidia, Trypano-
soma, Leishmania, and Bodo} suggested that this may be a
keneral feature of trypanosomatids and euglencids (Priest and
Hajduk, 1992).

Since the cytochromes from protoctist sources exhibit pecu-
liar properties, we: thought 1t was of interest to churactesiza the
mitochondrial bc, complex from Polytomella spp., a colorless
alga included in the cdass Chlorophyta. These organisms natu-
eally nck a eell wall and a photesynthetic apparatus. These
features facilitated the purification of the mitochondrial respi-
sutnry protring, which have been difficult m characterize in

) huecause of the 170-
teiina (Harris, 1969; Atteia of al., 1992), In |hu work, we mpan
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h and ch fa fully active
and myxothiusol-sennitive mitochondeial be, complex from

be) Complex from Polytomella

cumples. The mofceular weight of the samples ween ealculsted as de-
wcribed by Plez (1965). )

Analysix of Subuni

Polytomelta spp. We have also ch
anil by gene umplification and sequencing the heme bindi
site of eytochrome ¢, and compared it with that of trypancse-
matid and Euglena species.

FXPERIMENTAL PROCEDURES

Polytomella app. (188.80,
algac colfestion at the Uni

Pringaheim} wax ohtained from the
of Gottingen, Germany {8

were isolnted for aminoterminal vequence analysis, gels wers run As
deserited by Schagger et al. (1966), and the peptides were truasferred
unte a ProBlutt memiirane a1 400 mA for 2.5 h (4 ) {n the presence of
10 mu CAVS? i1 1101 and 10 methnolfllowing the prcedurs of
Mutsudsira 11987 mhrancs were stained, destained, and wir

« describd by the same wathor, Hydralysin and amin Ak
anwiys of an ahaant of ach sample were carred ot 1o colimal e
atmvunt of protein destined for sequencing. Amina-terminal sequence
analysis was carvied out on o mudel 470 Microscquoncor with on-line
iysin tApplicd at the W M. Keek

Inatitut der
Gttingen) und is currently maitamed wt the Microbalogical C
v of the Department of Bivlechnotugy {Cl\'\'E&'l‘A\' det 1PN
Mexico) under the register number CIIEH.o
Th

w
Fuundation Diotechnology Resoutre Labroratocy, Yale Unisersty.
Antibosties nnd Western Blowem-Antibodius sgminst the beef heart be,
cumples wubunits wore rwised and partially purified by ammonium
aulfate escnbed before (Gunaiilea-Halphen e al.,

wan grownin 25 flasks
@ the medium devcribed by Wise (2959), ut pH 6.9 P
Amaking, of etV In 10-0er fermemior with ritary ogitation at
50 rpm und air bubbling o u rule of 10 Yterwmin. The solle were
barveated in & Sharples centrifuge (type T1) af the late exponential
phase of growth (4R b after eulturs inaculation) us deseribed by Llnyd
and Chanice (1968). The cells weie washed and resuspended 10 20 my
patassium phusphate (ol 710). Thise nrt all subsequent steps wers
carricd out ut 4
Purification ofthe be, rnm,.ln—m e, eomples war sbrained by &
hlefaf (1969} The cells
uspended in 4 volumes nf\l & sutrose, 4 mu potussium
Fm‘A 0 mu Tria-HU1 (1 7.4) and breken in o klass homogenizer with
peatle iLayd and Chance, 19641, The resulting erude hurnogy
. The aupernatant wax
d ot 10,060 x ¢ for 15 min t ebtain the mutochndrinl frac-
n which was resuapended in the same bufler and recentnfuged ot
10,000 x  for 10 min. Mitachandris wire solubilized in 0 mu Tris-HO
(11801, 1 e MgS0u. nnd 100 s S i the presence of Jnury!
maltoside 12 mp/mp; of protein} at a protein enncentration of 10 mg/ml.
Aller incubation fior 340 miin with gentle stirring, the misture wavs cens
trifuged at 80,000 x g7, und the supernatant wax dialyzed against 10
valumes nf 50 e Tria-C (pH 5.0) containing 1 mu MgSO,. The sample
wan applied ta n DEAE Biv-Gel A wlumn equibbrated with 50 emx
TrisHC) (pH B0) containing 1 mu MgSk), and 0.1 mg/mt beuryl malto-
side Tha celumn was washed with 3 solumn vulumcs of the sane bufle
with the same cquil.
et maer n the presence af 150 mu Nat'l, and the fractiun con-
tining the purified A, evmples war cluted with 109 me NaCl The
absorbance nf the fractions wan determined at 280 and 415 nm. Th
samples were concentrated by ultrafiltration on an Amicun YM-100
filter and stored at ~70 °C until une
Furification of Other Membrane Cumpleses ool heart mitachn
drial by cumplex was obtained as desribed by Liungdahl ef of. (1949)
and kept at "C. Bavine henrt tuchrome ¢ utidase was purified
acearding o the method of Capaldi and Heyushi (1972) anil stored in
amall aliyusts at =70 ~C unil use. Putato be cumples wox iwolated ux
deseritiod by Berry et af. {199 band was s hind gt (o Dr. Edwird A,
Berry (University of Califurnia st Berkeley).
Acttusty and Reconutitution Measirementx—Cytochmmo b, oyt
chrome ey and g ed wpectrophe

w
19913 Iinmuncblotting wan earried nut as described by Towbsin e af
11979 with the described by Ganedler-Halphen et af
11488).

PCR Amphfivution nnaf Partist Sequence of the Ctochrmome ¢ —Two
degencrate deaxyoligonuclootides were syothesiecd in an Applied Rin-
vyatems oudel AB1A DNA aysthesirer in the Mulecular Diology Fuili-
tice st the nstituto de Fisioloia Colular, UNAM (Mexicol by Dr.
Laurn Ongay: The farward deosyaliganucleatide §-C CAT GGA TCC
(GIAIAC (GAG(TsA} 1G1AX GAAKT (GYAXC (GoATTC
CTC GTA (CoATTC-" was desifned buwd un the nmino-teeminol an
quence analysis of cytchrome £, fram Polytomella app. (A 1
PVSYP) nnd the codun usage for Polytunclla agiliy propsed by Can-
ner et al. (1949 The brckward deaxyoligonucleatide 3G GAQ GOA

JAU €y GGUIC) CULICT DAL CCC GIRUIC) LCULC

CC-1 was dedigned based un the highly comerved wauence
e DNRDGTI SVTIV comman ta the mitochondrial cytochromes <,
from bovine, youst, Nenraspurn crossa, Pareecon cus denitrifloans,
raritis, nd €. foscteulnta (Haurka et of., 1983; Mukui +f al., 1963
Pricst and Hajduk, 1992).

otal INA from Palstomeila ¥pp. wats twed s template for amplifie

catiun by PCH In this procedure, reaction mistures wers denatured at
94°C1ar 12 min follawed by 50cycles of 30. 94°C, 408
annealing a1 65 *C, and 2-min rxtension at 72 "C. The PCR product was
et purificd and figated into the pRUT plasnrid (nvitegen). Trans.
Tarmed Escherechin cali DHuS eclly were plated on umpicillia LY plates,
and recombinnnt plasmids ware selocted by lass of f-guluctidnc s
tisnty. Subcluncs obtaioed o two separate amplification reactions
wrer seqensed by primer extenricn uzing the &
tion method of Sangve cf al. 11977).

Uther Methoda—Protcin coneentrations were delermined meording
10 Lowry ef ut, 11951) with the medifications of Markwell ef af. (1978).
Total DNA from Polytonella spp wim obtuiresd ix deseribed by Conner:
v l, 11989) for J2 gilis. Standard recombinant DNA technigues were
carricd out ensentially s dessribed by Samhrook of al, (19495,

RESULTS
Purification of the be, from Polytamella spp.~Mitichondria
werw obtuined tum the Palyome Ilu spp. cells by disruption in
3 Teflon pestle an
The il fencion was solubilized in the presence of

v I GonedletTalthen or e |

Chrame & oudareductann activity wos mcasared an descobed bt

Viques-Aceveda et al., 1993,
Gel

get clectme
phoresis wan purformed ay described by Scliucger et of. 19461, wing
1.2:mm-thick wlab gels (16% acrylamidel or alternatively by tha methiod
orLaemmi 1370) 1t 14% crytemide. Gels were o and stainei o

scribed 10 these works. Blue Native eleetruphoresis for the identifi-
cationof membrans protein complenss s vt ns deed by Sehage
ger and von Jagow (1991),

Gel Rfiration Chramatography-—A column (2 » 90 cm) of Sephaceyd
5-300 was rquilibrated with B0 mw putnssium phosphate (pH 7.5) con-
tainag 150 mu NaCl, 1 mr dithiothreitol, and 0.1 me/en! laury! mal-
taside. The void volume wan deteemined by exetusion of blue dextron
2000, Tha column was calibrated using the follawing proteins of known
molecular weight {Sigma). thymglobulin (669,000), apafervitin
1430001, ramylave (200000, alotel dehydrogere (130,000), bu-
vine alburmin (66.000), and carbonic anhydrase (29,0009, dissolved in
tho game butfer, which, in additin, cuntained 5% glycerol. Th elution
volumes of the standards and samples were determined by measures
ment of the absrbance &t 280 nm and £15 nm in the case of the e,

laury! maltoside containing e-amina cuproic neid und subjected
to u Hlue Nutive clectmphoresis a8 described by Schagger and
von Jagow (1991} In this system, the respirstory complexes
tend to migrate ak discrete bands. The pattern of migration ol
the respiratory complexes differvd from the one described by
Schugger und von Jagow (1991) for the bovine heart mitichan-
dria. 10 the case of Polytametia spp., comples 111 migratad

before: complea V, und complexes 11 and IV were not. clearly
resolved. The compositian of the cumplexes was analyzed by
secund dimensional electrophoresis (Fig. 1), Camplex 111 (b,
complex), identifiet by its pasition in the first dimensional na-
tive blue gel, was found to be composed of at least six major
subunits when resolved in the second dimension, with appar-

! The uscd are: CAPS, inn-1
Ifonic sead: CHAPS, 3-13 i
pancsulfonic acid; PCR, priymerass chain reaction: PAGE, potyacryl-
amide gel electraphoresis.
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—— FIRST DIMENSION ——

I COMPLEX [TT (bey)

Fu. 1. el uf the

dimenslea (300 g of proteln) and n Schagger f al. (19K} gel »y

complexes from

spp., using Blue Native electrophurests In the first
elem (16 serylamide} {n the vertical dimenafon. The band identified

+ ambey conplex in the Blua Nativa electrapharesis is mdu:and an mm;-tn 111, The majar polypeptida camponents of the be, complex in the swaind

dimensinnars numbered £ to V7. Contrals (run eoly in the
130 g o retel fanc 1, e Fars ptochrame iidases Los

bu{

imensin} wisre u

dded in the lateral danes of the second dimension SDSPAGE
heart bey vouwplex

Tams |
Vurification of ihe bey camples fram Pulylomelia spp.

Traction Protcin Yield Speofe sitivily Cyvchromec,
N - " anttsfongs nmed hemel mg proeein
Mitochundrin 1.500 1% 043
Jaurylmaltovide estrucy 696 164 1] 180
DEAEDio-Gel A 10 20 528 270
ent molecular masves {in kDa) of 50.0 tsubunit 13, 46.2 (subunit  extract had iully the same h as

11, 35.5 Gubunit T, 32.5 {subunit 13}, 25.
16.1 (subanit VI
‘Tabli: 1 summarizes the recovery of protein, heme b, and
ubiquinoleytochrome ¢ reductase activity during the punifica-
tion of the bey complex from Polytomelia spp. The camplex wos
purified b apparent homogeneity from the dodecyl maltoside
extract of the mitochandrial fraction in a single ion exchange
colum. The salubilized extrct wns apphed to @ DEAE in Giel
A washed, and o iched frac-
tion was cbtained afler elution with 160 mm NnCI.’l'hn. fraction
was saved for further purification, The by complex was recov-
cred in a ringle peak when the enfumn was eluted in the pres-
ence of 400 mu NuCl (elutlon profile not shuwn). A single ion
step allowed the of the:
bey compkx, and u clear separation between the fraction en-
siched in cytochrome c oxiduse and the be, complex was ate
tained. Te purificd be, complex catalyzed electrun transfer
from the uhiquinol analog DBH to horse-heart cytochrome €.
This activty was senaitive to the classical Sy complex inhibi-
tars antimycin (97.3% inhibition ot 1 ps) and myxothiazel
199.7% inkibition at 10 pg/ml)
With rispect t the activity in mitachundria, DEAE-Bio-Gel A
thrnmntnn’auhy of the lauryl maltonide extract increased the
specific a ly nrc)lo(hmmu 3 n-du:Lme 100-fold from the one
The was alsu evident in
the content af specific protein subunits of the complex as judged
by polyacrylamide gl electrophoresis. Whereus the detergent

{nubunit Vi, und

e suarting mitochondrial {raction (data not shownl, the frac-
tion recovered frum the DEAE-Bio.Gel A columin exhibited 10
polypeptides, which appear to tonstitute the eytochrome bey
romnlcxlha 2.
A ontent of p. hey Camplexs—In Fig.
3 are absarption spectra shawing difforential seduction af the
cytochrumes. The intact complex dixpluyed n major absorbance
peak in the Soret reyion ot 415.5 no. Upon reduction with
dithionite, this y-peak increased in intensity and shifted its
maximum to 430 am, while absorption bands appeared in the
- und fleegion of the cytochromes (Fig. 3). A double peak
«pectrum was evident in the n-band, with absorption maxima
of 5534 am far cytochrome ¢, and of 566 nin for cytachrome &
3, inset). Reduction of the complex with ascorbate elicitau
differentiul xpectrum typical for eytochrome ¢y, with a maxi-
mum at 552 nm (Fig, 44). Keduction with dithionite results in
the appearance of a pronounced absarption peak at 566.5 i,
sttributable to the reduction of cytachrome & (Fig. $B). From
the difference spectra of the ascorbate-reduced and dithionite-
ruduced complex, we calculuted (based on the estinction cocf-
ficlonts for the beef heurt enzyme) that the Polytomella spp. be,
cumplex contained 4.2 nmol of cytochrome b and 2.7 nmol of
cytochrome ¢ fmg of protein, with a Ve, stoichiometry of 163,
The spectra of cytochrome ¢; und of cytochrome b in the
wband resolved in two well defined peaks at room tempern-
tuse, as ohserved previously in the spectra of whole mitochon:
dria from I cavva (Lloyd and Chance, 1968). The red shift in
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Mr
i 2 3
Mr (kDa)
(kDa) —97.4
—66.2
43,0 __
47107 —a50
43.7—
27.9— —31.0
25.0 —
—2i5
13.4 —14.4
1.0 =
92—
8.0 _
72—
6.4 —

Fiu. 2. Comparntive SDS-PAGE (Schigger ef al., 1956) of puri-
fied mitochondrial be, complex (rom Fulytometia spp. tane 2)
and from beef heart mitochandria tlane 1) (30 ve of pmmn/
lanel 1th SO

00; buvine erum albumin, 86,200; ovathumin, 8,000; car.
henlc inhydrase, 31,000; -oybeln 1rypsin inhibitor, 21,500; d
Iysazyme, 14,400) tlane 3

ABSORBANCE

WAVELENGTH{nm)

A
DTGZOE
i)
w
o
z
E) s
o —~5EY
9 B
3|
o
o 1050 o
30 830 630
WAVELENGTH (nm)

Fia. 4. Differcnce apectra of tha cytochromes of the be, com-
plex trom Polytomella spp. Panel A, nscorbate-reduced minus fern-
cyunide wpecleum feytuchrome e} Pancd 1, dithionite-reduced. minus
ascorbute-reduced apeetrum {cytochrame

Subunit Compasition and Immunochemival Properties of
Pulytomella spp. bc; Camplex—The upparent malvcular mnws
of the subunits wax determined by comparison with o set of
maleculnr weight markers and with the subunits of the beef
heart mitochondrial be, complex, accarding to the duta ro-
ported by Schiggee of al. {1986) (Fig. 2). The subunit structury
of the Polytomella spp. be, complex was similar tn that from
ather eukuryotic sources, with more subunits than its prokury-
olie cuunterparts, The calculated apparent molecular masses
tin kDa) of the 10 palypeptides un the electrophoretic system
used were: [, 50.0, 11, 36.2; 11, 35.6; IV, 32.5; V, 25.5; VI, 16.0;
VI, 12.6; VIIL 12.2, 1X, 11.0 and X, 10.9, The oliserved compo-
sitinn is in agreement with the six high molecular: weight
polypeptides identified with the Blue Native dluctraphoresis
(sec ubove, Fig. 1). The amall molecutar weight subunits VII,
V111, and IX did not stain reodily with Cosmuksic Brlbuat Biue
but were reveated by luwer scanning densitometry tdata ot
shown). The homology of thew subunita with their beel and
yrust counterparts remains to be ascertained

Subunit IV was identified as cytochrome ¢, since it was the
unly band that stains far heme in the presence of tetramethyl-
benzidine, and it is the only component expected Lo contain
cavalently bound heme (Fig. 54). Three palypeptides of the
Polytomela spp. be, mitochondrial complex cxhibited cross-
renctivity antibodies raised ugainst subunit TV (cyto-
chrome ¢1), subunit V (Rieske type iron-sulfur protein), and
subunit V1 of the beef heart mitochondrial b¢) cumplex, when
asaayed in Western blots (Fig. 5B). In some preparations, the
antibodiew aguinst subunit V decoruted twa bunus in the trans:

£10. 3. Vislble pectra of tha be,
“Tha by complex was diluted in 23 mu patassium phosphate huﬂrr 1nll
7.2 contaning 24y EDTA and 0 mgfnl nary! maliovide. Arden
tines, axKlized sarmple. a ontinuout fine, bey complex fully
redured in the prescnce of m amall amount of dithaonite. Jases, amphif.
Cotion of the u- amd B-abserpHion banda of the fully reduced sarmpre.

the a-absarption peak of cytochromc oy was not vbserved us in
the ease of the be, complexes isolsled from other protozean
sources, such as E. gracilis and C. fasciculats (Mukui e af,
1889a; Priest and Hajduk, 1992} Thercfore, these spectro-
scopic characteristicn predicted the existence of a classical
heme binding site in Polytantella spp.,in which the heme group
is cavalently bound to the cytochroms ¢, spoprutein via 2 dif-
ferent cysteing residues in the consensua region CXACH.

ferred attern, indicating the
presence of a mild pmlmlym of the Rieske type iron-sulfur
protein, which is known to bu susceptible to protevlytic cleav-
oge (Ruum et al, 1967 Ball ef al, 1977; Li ot ol., 1981
Gonuilez-Halphen ef al., 1991, When the purifica proce-
dure was carried out in the presence of pratease inhibitors (1
m phenylmethyisulfonyl Muoride and 50 jugfmd of A-p-tasyl-
Llysine chlaromethyl ketone in ull the buflers), a single bnndo[
25.5kDa was found t with the antibaly.
directed against subunits 1, II teore proteing), and 11 (cyto-
chrome b) of the beel heart enzyme gave no cross-neaction with
the polypeptides of the he, camplex from Polytomelia spp.
The presence uf three high moleculur weight polypeptides
toure proteins) hos been reparted in the case of the bey com-
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w1, Cooinassiar Bluest 2 il o

" Fane 3. tesramethylbontrdine st grl i

. tane 1, Coomassie Rluc-stained gut of Pudytomritn <pp.

# Weatarn bilut of [ulylu-

ved with antibeadics raiscd

againgt the purificd sulwanits IV tlane 21, Y tane 3, and VEtane 1)

fram the hevino hearl ixy complen.

plexes from higher plants such an potato (Herry of al., 1
Rraun and Schmitz, 1992) and from the protozoan € fascrci
lata (Priest and Hajduk, 1992}, The bey complen from Palyta-
melia spp oxhibited unly two high molecutar weight subunits
when run in (wn different electrophoretic systems: Laemmti
(1870) tFig. 641 and Schugger ef al 11986) (Fig. 61, Fig. 4
alst cumpares the care prateins from three differcat bey com-
plex el heart, potato, and Hdylomella spp. Although three
polypeptides ura clearly seen in the potato b, complex, only
two distinct bands were present in uu.- heef heart and in the
L; enzymes. Ci were raised
inst the core proteins (subunits [ and 11 of the Pulytumella

W1he cure prut
thevpp. tlane
Sohiigr e ol (Nsm sl »)rlrm wills 200 g8 wf gare
1 per hine. Paned J5, SOS DA ot o P
melle sgp. v in 0wyt of prov

Jane tancs nd Frudvemedio by s 200
el proteinfia it the purificil
subunits | ton 5 pp Or, cum-
Plea

Fl
e Hlcurated with attiludies fised
£yand T tdans 1 frum the Pulyto

. be, complex. The antibodies were found to be monospecific,
Jeacting eich ot against its corresponding band in the »
truphoretic patters (Fie 651 These antibodics did not cross.
renct with U cure prutet [ the Deef hart enzym
Motrcutar Max of the beg cumples fron Polytometle spp.—
The guateraary structire of by camplexts has been a matter uf
delnte, bul saveral preparations fran difler:
tained as dimens (de Vres, 19596). The molecular mass of the
intact e, complex fram Polytometla spp. wits axsayed by gel
filtration chromatoraphy and compared with the une shained
for Lhe beef heart enzyme 1Fug. 71 The estimated moleenln
masy of the beel heart Acy complex was found to he 537,64
ia dimer), wherenx the ene fram Polytwmelln wos 256,700 Dn,
ol moleculur masses of

x5

vt that the solubilized bey
complex from Polstomello spp. seems t exhibit 4 mononeric
structure. Interestionly, the beel heart and N, cass enzymues
behave oy dimers, even whenisolated with different detergent
<von Jugaw of al., 1 and Kolb, 1979; de Vries, 1986,
Further esperiments of sedimentation velocity, enrrected for
bound lipids and detergent, will be necessary 1o assesy the
quittesnary stnicture af the bey cnmplex feom Potytumedla spp.
‘neve Analxsis of the Subunits from the
tey Comples—Purificd subunits 1T tcor: protein 1) and iV tey-
h)t.hrumu&.) were uluuwd 0 ming acid uu.zl)m':. and to ami-
after transfer tn s ProBlot

The identified vesidues are shown in Table 11 lnunslinnly,thc
amino-terminal sequence of subunit I showed sequence simi-
lurity with residues 246-234 iLPATAPVES) of core protein 1 of
the be, cumplex from N, ernssa (Schulle of al., 1959). Further
sequencing of subunit 11 from the bey complex from Polytomella
3pp. will be tequired to assess the possible honulogy between
these palypeptides.

Direct Sequence Analysis of the Heme Rinding Site of Cvto
chrome ¢, from Palytumella spp.~The aming-terminal se-
quence of cytochirome ¢ ullowed the design of one deasyoligo-
nucleatide, with the codun vsage for 11 ayitis proposed by
Conner et ol 11089). A sevond deavyoligonucleotide was de-
signed based on the highly tonserved soquence of €y type eyto
chromes toward the carboxyh terminus of the protem: (£ or
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be,; Camplex from Palylomelln

chrome 2, eytochrome b, and the fi-subunit of the ATPase (AL
tein ef al., 19921, As noted, two distinet featuves of the genny
Folytomella allawed the solubilization andd purificatian of the
© rome boy comples: the fack of the glyeoprutein type celf
walt (naked celg2 und the lack of photosynthutic prments teol.
orless cells). The methad for the purification of the cusplex in

. celutively simple and highly repraducible, involving only the

sotubilization of mitochondria follawed by @ singls thromato.
graphic step (1umgdah) of ol., 19891, The value of this tech
nique, which has been used in the mulation ol e, ompleves
feam difTerent vunrces inchuding bovine, yeast, and photo
thetic bacteria, has been extended in this wark to the purifica
tion of this respiratory comples from protoctists.

“To our this is the first 4 eomplix.
isulated from » protoctist rource which «xhibits high rates of
ubiguinol-cytochrome ¢ reductis nebwity Watisee number af
325 871), senwsilive ta the tlnn)c clectran transpart intiibitars,

P 1 Curve used for the eatimatlon of tha mulccular ey
the o
(42 and brom Pnl,lm-wllu e (2] by ge) Mtration ehmmm
enphy on Sephecryl 8300, Moleculsr mays standardy were the oiics.
described under *Expenmental l‘m« duree.

DSYEDGTPALS or TH{Huuska ez al., 1988), Using thest: Seunyo-
lignnucleotides, totu! DNA from Polytamella spp. was subjceted
to amplification by PCK. The primers were expected to mmplify:
' A60-bass pair frayment of he cytochrame o rene, but instead
n 8Ug-hase pair frogment was obtwined (data sepplied 10 -
viewurs but nat whown), suggesting the presence of introns in
the eybchrame ¢y gene. This wns confirmed by direct sequenc

ing of the PCR amplificntion products. (The sequence of the
full-fength open rending frame :um:nlly in progress and wil)

timycin and inzol. From the reported data,
turnuver aumbers of 2.8 87! for the & grucilts be; complex
(Mukai ef al., 19898} and of 1.9 81 for the . fanccadata bey
complex (Priest und fajdak, 1992) may be estimmted. These
differences in the activity rates may be beeause of the detur-
wrnts used in the solubifizutiun and purifivatios of the complex.
The E. gratilis complex way snhobilized in the preserice af Tri-
ton X-200, & non-jonic detergent that in known tn dinsvosate
partinlly the Rieske type iron-sulfur proteic from the rert of the
bey complex nt relatively high concentrations (Brgel of al..
1983). The vse of the witterianic detergent CHAPS for the
wnlabilization of the bey complex frofm Crithidio may uls have
‘uus tlYecl o the nmvm of the complex, In this wark.
af was carried vut with the

be the subject of a future paper). des were

using the codon usage far Polytemella proposed by Conner et af.
(1969). The dedueed sminn ucid sequence for the pulntive heme
binding nite of the apoeytachrme ¢ is shown in Fig. 8. A
laxsical conmensus binding site for @ type cytochromes, CKXCH
was uhiktined for the apotylochrame ¢, of Polytumella spp.

DISCUSSION
We have pur.ru-d for the firet time @ be, rorplex from Poly
it the onder Ch
and the l'uxmly Chlamydomonsduceae (Melkoninn, 1990, This
eolorless quadriflapelint seems to he closely refated to the
genus Chlamydomanax (Mattox and Stewart, 1984), shunng
common marphalogical and functional fentures, i.e. the flagel-
Iar mpparatus uitrastructurs (irawn ot al., 19761, the location
ufthe major coll arganeties, the presence of A apecinl intramem.
trane array {the brcelet) ot the flapellar bse, and the pattern
of mitosis and celt division  Thus it is hefieved that the genus
Polytorsella may have evalved from a Chlamydomonas-like
procursor by Jopsing the celf wall nad the photosynthetic appa-
Fatus (Round, 1960; Conner et al., 1969). Molecular evidence
the close hetween these twa p
incluides Intron number and placement of the Btubulin-uncod-
ings genes, the homology of the deduced amin acid sequences
from Uhese genen {more than B85, sequernce similarity), ond the
codon usage bins (Conner of al., 1989), Comparison of the 18 S
rDNA sequences also indicates that Chinmydumonas snd Poly-
tomelta wre prosumsbly mnnuphyutlc €0 the exchusion of taxn
suth us Spe
The

or the

e

nowionie detergent lauryl madoside, which has proved o be o
suitable mgent in the |wlahon nr highly active br, complexes
from diverse bialogica) ahi vt ol , 1980; Andrews
ef ul., 19901 High mnmn!mlwnn ol this detergent weee re-
fuiced to snlubilize the mitochundria of P'ofytomella spp. (2 mg
of detevgent/ng of proteiny, nevertheleas, g less of vbiguinnle
eytochrome ¢ reductass aclivity was abserved in this step, On
the contrury, the detergent seems fo nctivate the by complex.
The size and number of protein subnits in the isalated com-
plox ane ctasely simiar to other previously regarted mitochon
drul iy uimpiteee OF spocial interest is the prsence of anly
two high moleculur welght subunits known un are prateins {
and 3, which huve been cansidered bora fide subunits of the
ey cumplex. They are absent in the preparations of prokaryntic
ey complexen but prescat in al) of the be, complexes from
itackondrial sources (Hausky r¢ al., 1983; Trumpowar, 19961,
Although they do nat seem to function directly in the catalytic
activity, they are thought 2o participate during the bingenesis of
the complex (Schulte ef af., 1989; Braun et al , 1992; Schmitt
and Trutmpower, 1991; Gencic et al., 1891). In the ease of higher
plant bey complexey, a5 in polato, the existence of throe differ-
ant eore subunits hos beets abaerved {Berry of af., 1991 Braun
and Sehmitz, 19923 Interestingly, the bey complex isofated
from Crithidia showed albs three high malecalar weight sub-
units, which have becn deseribed ox care proteius (Priest and
Hajduk, 1992). [n addition, the by compluxes from the kineto-
plastid species Leishmania and Thypanosema have alss three
curé proteins.? The be, complex of Polytumelic spp exhibited
anly twn high molecalur werght nubunits even when run in tw
diffceent systears {Laemmi, 1970; Schagger ot

ratary complnzes has been difficult to schieve in Chl

nas beenuse of the Jurge contaminmtion by ehloraplast proteins
during the purification peocedures (Harris, 1989). Noverthe-
less, soroe mitochandrial proteins that copurify with thylakeid
membranes have been tecently identified, including cyto-

al., 1976} When Western blots were decorated with an anti-
hady raised ngainst o misture of subunits fand 1 fram tho beef
heart bey comples, crnss-reactivity was obaerved againut sub
uriit. 11 of Polytomeila spp. tdnta not shown). Mmino-Aerainal

*M. Metkanian, jersonst communitation,

*¥.. A, Berry, peesanat couaunication
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Tase II
Aminoterminal sequence analysis of subunita H and IV of Polytametis spp be, complex
. Cyele.

' z 3 i 5 [ 7 [ 9 0 [0 2 )

Subunitll X 1te Tro Al The Ala Pro ‘Thr Gy Sor Leu Leu
SubunitlV  Ala Gl Ala X Asp Gly  lew  dls P Val Ser Ty P
FAPEH and Englenida (Fig. 81 An dincusred by Pettigrew (1979), based
on the compuarison of several soluble ¢ type eytochromes, the
" singla thivether bond is not o genera) feature of protezoan
Coindia tasceuin Evearcn eytochrumes, and the luss of ane of the eysteines on the heme
Leshmana tatentoiae EVFAPCH hinding site grems to have nceurred naly once in the line lead:
1 ppunoa0ma beucer LvFarce ! ugtothe kinctolastid specics and to the Euglencids. The data
Bodo coudatus EvFaPcH i abtained in the present wark for n membrane-bound ¢, type
b Evpiena groons ovFaPCH i m a different protazann source strungly support

i Patriometia. pp. J this conclusion.

ewospera crarsa
Sozcharameces cerpusde
Bos prumgens tavrus

Fur 8.0 table of heme i wites in

AcAnowledgments—We are grateful to Susy Samandar, Kathy Stane,
and Ken Walliams from the W. M. Keck r'ound.mm ummhnulm Rer
search Labaratary for earrying out the amsno-terminal sequcna: tnal-
yusand ta e, Marictta Tuera nd Jenca Agwirr for helpful nugres.
tons to this work grateful to Dr. Michacl Meikonian

We
(Universitat zu Kaln) for .mnnr  unpublished obervations und Lo Dr.
fCs
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the palato b, complex, el it R R
5 i3, CINVESTAV del kindly

en from
Ihulh «t al. (1988), Mukui ef (xl (198881, and Priest and Hajduk

992 Tha sequenca for the heme bindingt site far the eytochrome ¢
o Pnl_ylmlrllu #pp. 1% the one obtained in this work The protoctt
upecies arc boued with o dashed line and the canunicat hrine bindog:
R with o1 continuuas fine

aequence analysis af subunit I frun Polytomells spp. showed
sequence similarity with subunit | of the b¢, complex frnm N.
crassa, winch has been identified as 8 protease-enhanting pro
tein (Schulte ¢f al., 1989). In addition, monospecific conven.
tional antibadies were raised ugninst subunits Lund 11 from the
*hes complex of Polytomella spp., which reacted with thuir re-
spective high molecular weight subunits when ussayed in West-
e blots bat did not cross-react with the core proteins from the
beel heart bey complex. This indicates that althuugh subunits
v £, V (Hreske type ltar protemn), and V1
iguni with the beef heart
enzyme, the core proteins Tsubunits { and 1) show Iess struc-
tural similarity as judged by their immunachesmicl behaviar in
Western blots.

The partind sequente of the gene that codes for the mitochan-
drinl cytechrame c, in Polytomella spp. wns found to be
CAACH, identicnl to the heme binding site Tound in Saccharo
mycex cerevisiar. The atypical characteristies of ¢ type cyto-
chromes (cand ¢,) describied far same protazoin species, mainly
an asymmetrical a-peak shifted to the red, and the heme group
attachment tn the apecytochrame through a single thiocther
bund (Pctuigrew ef al., 1975), may be ascribed only Lo the try
panosomultid und englensid species. Interestingly, the Eugle:
noids and Chlamydomenadales appear as closely related spe
cianin o phylogenctic unalysis hased on the inferred amine acid

the genes psbA I reaction center
pratain D), rbel,, and rbeS (the lurge and small subunits of the
ribulose
which pasticipate in the photosynthetic process (Morden et af.,
19921, In this work, based on the spectroscnpic churucteristics
and the partinl sequence of the gene, we show that the heme
Vinding site of cytochrome €, of tha colarless flagellate Polyto-
mella spp. contains the clussical consensun sequence CXXCH
and that it therefore appears to be mora clnsely related to the
ono found in animals and fungi and clearly distinct from the
phyla Zoomastigina (which includes the class Kinetoplastida)

who
(4 reerive . ronhta the Polstamelia spp. strain fo her cuh
Tave collecton. W thank Ing, Abct Dlancas (Tlants dn Evcatomientn,
nsttuto de Inveativaciones amidicns. UNAM) for technieal asal:
the in fermentars. \
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the deoxyoliganuelcotdes und the help -.r.\(, a C. Lourden Valenzucts
with the gel Gltration experiments, Wo teful to Arturo Franca
1 ario Dardn for drawiny and phatographic work, to O. Retnfres
for typing the final veraion of the article, and to Drw. M. Osvitanes, A.
GimezPayou, € Gamez Lojero, and 1. W, Krogmann for heipful dis.
cussions e eritica review of the manuseript
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