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RESUMEN 

El DNA mitocondrial codifüa para 11lgunas subunidades hidrófobicas de los 
complejos que participan en la CfHlena respiratoria. para dos RNAs ribosomalcs (L y 
S) y para algunos Rl\'As de transforcncia. En general. lo;; genomas mitocondrialcs, 
1-ton n10Iéculas circulares que vorian mucho dP tarnnño segtin la especie. Los ONA 
mitocondrialcs más compMto;; son los de mamíferos (el de humano mide 16 Kb), pero 
existen algunos mils grandes como el de levadura (que mide 70 Kbi y existen ejemplos 
de DNAs mitocondriales exl rl!madamcnte grandes como el dn melón iq1w midn 2000 
Khl. 

D•! cs¡wcial interés para el p!'(•scnte trabajo es el DNA mitocondrial del alga 
verclH Chlamydmtwrws reinharcltii, quC' prcscnt¿1 varim.- carart.erír.ticm; particulares: 
es una molécula lirwal y compacta de 15.ll Kb, solo cndilic11 para tres HNA de 
transferencia, sus HNA ribosomnJC's esuin fragrrnmt:idos t!n lo que He ha11 denominado 
módulos, contiene un gene cuya ~ecuencia prctlit:L' una proteína similnr 11 la 
transcriptasa r<!versa, a diferencia d1.• otrns especie:;; no codifica para nin1,runa cfo las 
s11bunid11cles d" la ATl'asa y carecP de Jos genes co.r2 y ca.r.'I que cuclifican para las 
subunidades Ir y 111 rlc la citocro11111 e oxidasa, respcctivanwnte. 

Polytumella spp. es un alga incolora clasificad11 en la familia 
Chlamydomonaclales. Estudios realizados por Conner y col. (198f)) demostraron que 
además de las semejanzas morfnlcígints rntre Chlamyrtmnona.~ y Po/ytcundla. existe 
un11 Himilitud muy alta entre los !(L'llcs nucleares quP <·odifican para la fl-tuhulina. 

En este trabujo se puritit·ci PI DNA mito('()ndrial ch· l'olytcmwlla spp. y se 
construyeron trP.s genotecas con DNA mitm·ontirial digerido cuu diforC'ntl>s l~nzimas 
de restriccitin. A partir dP estas Mt~11ot1-1ca~ PlllJll'latrws a caractpr·izar PStP. DNA con 
diferente~ onzimas cir- re~tricciún, para tratardt• construir un rnapn fisieo. Rf~ Jm·alizó 
en la genotcc¡¡ de l/i11dlll al gt'rw Cf"" cuclifka par:i la <'o.d. Estl' gene fue sec1wncifHln 
en su totalidacl y se encontrc'I 111111 similitud muy alta con su homólogo clP 

Chlamydo111011as reinhrircltii (/l/l',; ! 

f'or otro hido, amplific<imo.-; ron Ja nmedón 1•11 cadcnn de líl polimera.sa 1111 

fragmento del gene del citocromo b utílizmtclo como molde DNJ\ mitocundrial cli• 
Pof.vtomt•l!a, Pste produdo ~t· clono y Sllcue11ri6; la src·twncia mostró también una 
similitud muy g-rande con el citocrnmo b de f'hlamydnmom:.s r,•iflharcltii í78"; ). 

La gran .:;imilitud cnC'ontrmh-1 t•ntre lo.o; g,...11es cctral'lPri1.adu:; en l'l-!le tJ'aÜajo. 
apoyan la hipótesi:-; prop11Psta pnr Hound 'HJ801, de que Clzlurn_nio11101w,.,· y 
l'olytomdla compartieron el mismo l'V('nto endosimbióti<'o quP dir'1 origN1 a Jn 
mitocnnclria actual y que la pc>rclida de pared celul;,r y ele c·lnropla,;to,; cl1! l'olyt1m1díu 
fue un proceso rPlati\'aniente redenlt! en la t•\·nlución. 



JN'l'JtODUCCION: 

La principal función de la mitorondria e>. la fosforilación oxidat.iva, fonóuwno 

dontlc se produCl' el ATP nece.sRrio paru Pl nwtaho!bmo celubr. La rnitocondria tiene 

dos membranas, la externa y Ja interna 1 en medio dt! la~ cuales Sl' encuentra lo que 

se denominR e:;pacio intcrntembranal. La membrann interna forma las crestas 

mitocondrinlcs que il su vez delimitan a Ja matriz mitocondrial. En eRt.a membrann 

interna se lleva a cabo la fosforilación oxidativil. 

La fosforilación oxidativa se puede dividir en dos partes: la cadena respiratoria, 

que genera el gradiente electroquímico y que está formada por Jos complejos 1, 11, 111 

y IV y la fosforilacirín 1¡ue se lleva a cabo en PI complejo V, el cual utiliza el gradiente 

electroquímico generado por la respiraci6n para sintetizar el ATP. 

l,a cadPno rP.<pirnt"ria mitumwlrial: 

Los complejos respiratorios son protPinas olignméricas formadas por varios 

polipéptidos integrales de la membrana interna de la mitocondria. Algunos de estos 

polipéptidos tien<m asociados grupos redox (par¡¡ revisiones, ver Capaldi y eol. 19AA; 

Capaldi, 1991 l. En eucariontt•s, el complPjo 1 o NADll clcshidrogenasa tiene alrededor 

di. ao suhunidnd1•s, t•stp complejo usa como substrato al NADll y trarrnfiem los 

electrones a la poza de quinonns !Pilkington y col 1993); .,¡ complejo IJ o succinato 

deshidrogenasa tiene 5 subunidades, utiliza como substrato succinnto y lambiün 

transfiere sus electrones a In poza d .. quinnnas (Ohnishi, 1987); el complejo he, lo 

comp)l!jo Jll) está formado por JO u 11 subunidndes ISrhiigger y col., 1!1861, y cataliza 

la uxidacirín d" quino) y la reducción de citocromo c mediada por un ciclo Q prot1in

motríz l.Mitchell, 1975; Tmmpower, 19\101. Por stJ parll', la ritocromo e oxidasa lo 

complejo lVJ csti1 constituida por 10 o rn diferentes poli¡H;ptidos (Kadr!llbach, 1983); 

este complejo transfierp los t'lertrorrns desde el forricitocromo c hasta el oxígeno 

(fi ¡,'U ra 1). 
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C(IMPLfJoJJ COlrolPLt.10 n COl,IP¡ fJO Il: LOlrilf"1fJO lll' <.ClMf'LfJO "lt 

Fi¡¡ura 1: Complejos 1, JI, lll y l\' mitnl'ondrialPs de la cadt'IHl respiratoria y el 

compJejo V 1\TPai:;n. En sombrPmJn sP cncut>ntrnn aqueJJas ,:;;uhunidades cuyos 

¡¡enes r.st:ín cnrliílrnrlns l'll l'i DN:\ mitnconrlrial. 



Lus genon1as mitocondria!t•s. 

La teoría del endosimbiont!! postula c¡u" las mitocondrias se originaron de 

procariotes parásitos similares a las bacterias aerdbicas o a las bacterias púrpuras 

fotosintéticns CMargulis, H>70). Se piensa que, conforme pasrí el tiempo, las 

mitocondria:; fueron exportando sus gerws lwcia el núcleo, de téd manera que 

actualmente máH del 90f}(- df' las proteínas mitocundriale~ son c)p origen 

citoplasmático. 

Resulta de gran interés que los genes c¡ue codifican par11 las proteínas de la 

cadena respiratoria que son altamente hidrofóbicas (con varios segmentos 

transmmnbranales) (figura ll como el citocromo b (con 8 crucPs transnwmbranalcs) 

y las subunidades 1 y 111 de la citocrorno nxirlasa (con 12 y 6 cruces 

transmembrannlcs, respectivamente); Jmn pcrmnnecido en el genoma mitorondrh-11 

(von Hcijnc, 1986) y solo lm; genes de proteína~ con un cruct> trammwruhrunal como 

las subunidndcs JV, Vla, Vlc, Vlla, Vllb, Vllc y VIII de la citorrmno e nxidasa están 

codificadas en el genoma nuclear CCapaldi. l!J!)J l. 

Todos los DNAs mitncnnrlriales d" vertebrados cararterizadns a la fecha 

contienen genes que codifican para varias suhunidadr" de los complt!jos 

mitocondriales: siete genl's CJUH codifican para polipéptidos del cornplejo l mitocondrial 

íNADH~uhiquinona nxidorrcduct<1F:11 l. un ~t-ne qtH! co<lHica parn el dtocromo h del 

complejo 111 !ubic¡uinnl·citucromo e oxidorredurtaw 1.v trc•s gr>1ws para los polipépt.idos 

(subunidadcs J, 11y111) rlPl crmipl,,jo IV mitocondrial lcitorrornn e oxidasal (figuru 2) 

(Attardi y Schatl, 19881. Por otr;i partt>, otros organismos parecen tPner solamente 

aJgunos de 1os gene.8 mitocondriales: tal es el ('¿Jso dt> IH~ lt!vaduras .Sacclzarnmyces 

cert~visiae {figura 2) y Schizosru·rhornmyn·s ¡wmlu', Ja ... cu11les carerpu de Jo~ gene.s 

correspondiente.-; a las :-;ubunidadrs di:I romplPjo J, fcan~ci(~ndo tnrnbicn de In cliu•icn 

NADll deshiclrogcnasa sensible a rotcnona 1 ( J.ang y col., 19R:J; GriV<·ll, 19871. Algunas 

especies como l.A•ishmania, Trypum1,..,·oTJw, (.'rilhidi<z y Chlamydnmorws, a.sí como 

nlgun:1s plé1ntas supl~riore!"-1, Plllre ellas el maiz, 1 ÍPrlP-n s11lm11enf.t! algunos de los genp,..; 

del compli;jo 1 (figura :n 113enn~. JD8f;; Sinqi~on, 1986, Gray y flol'r, HlRll; 13land y 
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Figura 2: Genomas mitocnnrlrialP~ de Saclwmmym~ 1.-er.,uisiaes y de humano, tomado 

ele 'l'.yfor ( 1992) . 
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col., HJ8G; St,,m y col , l 98GJ. llay ejemplos de organismos que han exportado al 

núcleo genes que codifican para proteína> hidrofóbicas como la subunidad 9 de la 

ATPasa, tal es el caso de 1Veuro."i¡wra craHs<z, donde se ha dn~rrit.o una copia de este 

gene en el núcleo y otra copia en la mitocnndrin (Pfaner y col., 1987), siendo el l{!!ne 

nuclear el único que se ~xpresa (figura 3 ). En el caso de la soya se ha visto que u 

pesar de tener ol gene cox2 en l\l genom¡:¡ mitocondrial, éste no SC' expresa; l~l gene 

activo se encuentra en r.J ntíclHo, el cual tiene en el extremo amino~terminnl una 

secuencia que ~m asemeja a los péptidos Hflf11:1l dP importaci{m a Ja mitocondria, quH 

se encuentra separado riel gene por un intrón tCovelln y Gray 19921. Lo anterior es 

un ejmnplo dP la transición en Ja exportttción de gene::; rnitocondrialcs h;ida ni nlic1Po. 

El complejo lll 111itucm1rlri<d o compli:in be,: 

El complejo bc1 mitocondrial dP la l'ad,.na respiratoria está compuesto por 11 

subunidades, se encuentra como dímero en la ntcmhrana y el complt~jo nuu1omérico 

tiene un masa molecul~r de 2ñ0 KD11. El complejo be, acepta electrones de la poza 

de quinonas y los transfiere al citocromo c soluble. Est" cornpli!jo tiene tres 

componentes redox: do~ grupos hemo denominados de ncuPrdo H SUH mñximus <le 

absorción h,,,;,; y hr,r,0 que '"''in unidos al apocitocromo b formando un citrocronw 

bihémico IWidger y col. 1984; SarastrP, 198·1), un lwmo tipo e unido covalentemente 

a la apoproteína c1 y la prottiírrn fit>rro-aiufrp n protcina dP. HiHl"ke que contiene un 

centro Fe28 2. Esta tiltimn proteína intPrviPrw pn la tram;f1~rencia <le clectrotws del 

citocromo h,,,.,., al citocromo r 1 tHieske y col. 1984) (figum 4). La trnrrnfor .. ncia rl•· 

elt•clrones a través del complltio he, P«IÁ '""'µlada al transporte neto de protonPs clP 

un lado ul ot.ro di' Ja mPmhrana. 

Sr. ha proput-H-:to qui~ las :-:ubunidadl'~ sin grupo." l't•dox son n .. g11Jatorias 1 o q1w 

participan en el cnsamhlajP del i:ornplcjo como la., 8t1bunidarlcs l ,\' l l. )l., interi\s 

particular Pn Pst<' trabajo 1•s la subunidad 111 del complPjo he 1: el citocromo b. 
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Figura 4: J\lodelo topológico del complt>jo he,, lomado el~ Gonzalez-llalphen ( 19901. 
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El citucromo b es una proteína de 3!JO aminoaciuo~ apruxirnadmnent ... tiPnl' 

ocho hélices transml'lllbrnn;tlcs y una 110\'t'rlil helict• atnfipática cxtramembranal 

ICroft• 19871. Las Sl'ruencia' riel citocromo b ,¡,, !JOO especies muestran una alto ¡:rarlo 

dr. c:omwrvaciún t!Il su estructurn primnrin, n.:;;í romo <"Uatro hi:;tidinas in\'ariablr.~ qttP 

unen H los clns grupo hemos denominados iJ_,, 1 ~ 1 y h!>,:t>- E.;tas hi.-;iidina~ M! t!ncucntran 

en Ja hélice denominarla 11 íllis82, llis!JG en S. cerc1•isi11l') y en la héJic., "'""'minada 

O (llis183, Jlis1!)7J ( Dcgli Esposti y col, HJ(J31. 

La sectWn('ia clu oxicfurn~dtH'cii'ln de los dos hcrno~ indi<'iHl qun IH His82 y la 

Hisl83 unen ni h!,üu en el huJo positivo dt~ Ja membrana, C'S dPcir, Pn PI 1!sp:-1cio 

inlermembranal. mientras que la llis~JG y la JliHln7 """"al citncromo b,,.;,, <'11 PI Indo 

negativo do !11 nu.rnhrana ó rnall'iz milncondrial <figura 51 l\\'i.st ,v col. !!.)881. 

Mutadorws puntunlf'~ corno: Cis 1:t.~-Tir alt1~ra PI e:;¡u:ctru dd hemo u!>l1h y In 1nutacic>n: 

8nr20ü.Leu afecta al hemu U,.,,;,,_ lu que confirma l:t 1111ion d1• Jo.-; lw111os con las 

histidinas antes mencionarlas 1 Lemesle-Mt'1111ier y !'ni. 199:3 l. 

Lrn; inhil>idores más conocidos del citncrornr. h son IH anlirr1jcinu y él rnixotinzol; 

por mutaciones puntuales se ha drmostrado qtu• 1•1 sitio di' uni1ín dt! la antirnicina SC' 

encuP.ntra en Ju asa qt11~ utH• a las hcilil'C'S J> y E cfol lado rwl{Hth·o dv la mPmhnurn. 

así como algunos aminn:kirlos rfpJ PXfrPmo ami110 tt~rmiual. este s1t1n 1t1n1bi1~n lo 

comparten inhihidort!S como la funkulosina y el diuron. La antimidrm hloquPa la 

transferencia tlc electrones d(•I br,;da la uhiquinotia Pn pJ sitio Q 11 (t.•ste sitio se reficrí\ 

al sitio de unión d1! la quinirwua t-'U t>J Indo BC'gativo dP la mPmhrana). EJ mixotiazol 

por su parte blor¡ura Ja tranc.::forencia de ell'drnrn~~ del h ..... 1, u la proteh1~ Rieskc> Pn Pi 

sitio Q" (C'J :;it.io de uni1in ch-1 la quinorrn t'rJ t'i lado positivu dt· la rnemhrarw 1 fnrm•ufn 

poi· Ja hélice extramNnhranal 1d!'nom111.1da CfJ1, ,,¡asa t•ntrc las helices E y F y la 

zona distHI df' J¡¡s lu;Jice:-; e y F <para mayor detnllC' \'CJ' Trumpowt~r y C1·n11h;, J!)!J.f 

y Dcgli Esposti y col., l\JU3J. 
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~'ib'Urn 5: Modelo dt•I cilorrulllll b de S. Cl'n't•isiae, mo•tran<lo "1 hcmo b'"º y el 

b"'" tommlo dP Jlrasseur 11988¡. 
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ComplrJo IV mifo('ondrial rJ citocromn e o.ridu~a: 

Ln citocrnmo r oxidasn l'S el complejo terminal d1! la cmk-nH rt~spiratoria 

mitocondriaL acupta elcctn11w~ dt!l forr!wit11crumo t' :-mluhlP y Jos tran.sfiPre al oxigt.mo 

para for1nar una 111olécuI:i d1• agua. E~tP complejo cnzimñtico ha siclo n1uy estudiado 

en las tiltimas dos décadas, en especial el dt! corazci11 dt~ bovino, quP contiHnH l!l 

subuuidadcs, trl!s cl1· las ctrnles fornrnn el centro activo: las subunidades 1, 11 y 111. 

La s11bunidad 11 quP st> une al citocrornc> e, tiene un grupo Cu,, unido a dos l!loléculas 

ele cistefna y recihe Jos electrones del citocromo c. La oubuniclad 1 tienH d11s hemos 

tipo a yª" y otro grupo Cu11. El lwl!lo ª"y el Cu" forman el c1mtro binuclr.ar, donde 

se une el O, para formar c>I 11,0. Se ha propuesto que la s11bunidad 111 es la qm• usta 

involucrada en la traslocaricin di' prol11111" 1 Mah1tPsta y Capaldi, H/82; Prochaska y 

Vink, 1986) (figura fil. 

Se han estudiado también all{urw:-: dtocromo e oxidasas de ba('terias, como In <le 

Paraccocus denilri[lca11s (Yang y TrumpowP.r HJH{.l) y ltl de Hhodobacter sphaeruicles 

(Gcnnis 1993! y "' ha vist.o q111• solo ti1mpn tn•s sulnmiclaclc>s, equivaluntcs 11 las 

suhunidac!Ps 1, 11 y 111 el" m;;miforo. por Jo que representan un modelo más sencillo 

para estudiar la hioc1uímica de PHtl! rmnplejn. Estudios mñs recientes indican que Ja 

subunidad lll de l'araccocus no e~t<i involucrada rn In lraslocución de protones 

(Ifaltia y col 19901, ya que en rxperimentos doncl1> º" n•rnueve a la subunirlad 111, 

:;igue hahiendo t raslur.ación de protones. Sin cmlmrgo, e~ta su hu nielad parecp '~star 

involucrada en c·I ensamblaje ele las otras dos subunid:tdc>s ( 1 laltia y cul. l\ltM l. 

Como se hn uwneiunudu, L'Il t'l caso de la citorronw e oxidasn rnitornndrial, 3 

subunidades (2 cli· Pilas muy hiclrof1ibknsl estlin couificadas l!Jl 1•1 l{l'l1C>1m1 

rnitoconrlrial, mirmtrn~ que !;is otras subunidadPs t•st.;"1n codific:-1d:1s •'n r>] ntídeo y se 

tienen que imµortar de:;de el citopla:.;ma hasta ln tnetnhrana inf.l~rna de Ja 

mitoc11mlria. 
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la s11b1111idac/ l ele la citocromo e midasa: 

La suhunirlad 1 rh• l;u; citocrrnuo e oxidasns cfo la familia hcmo·Cu es una 

proteína con aproximadamente 500 aminoácidos, con 12~ 15 hélices transnwmbrunules 

dependiendo de la especie 1 micntras que esta subunidarl cin la citccromo e oxidasa hn 

dt? /~sclwriclria coli tiene 15, la8 dl1 nrnmíforo til'llen 12). Hay nlrPdPdor dt! 80 

.secuencias rcµurtaclas <le diferentes organbmws. todns ellrt:- prest~ntan una alta 

similitud y tit!rwn seb histidinas co111plt~ta111ente conservadas, qul' se encuentran en 

cuatro de las hélices transmemhrmrnles: hélirt• 11 0Iis106l, hélirl' VI CHis284 ), hélice 

VII cHis333 e His:l34l y hélice X IHi.;419 e His42li lesta nunwraci1in rorrespurull' a 

la subunidad 1 de f<:. mlil La alt.,rnción flp cualquiera de estas histidinas elimina 

completamente la actividad dr oxidasa CSaraste 1990; l loslPr y col 1!19:!; Brown y col. 

1993) (figura 7). 

Estudios dP !•spectro . ..; dP IJV/\'isl11IP, d<· Haman. dt• rl'~onancin pnrnmagnc'til'a 

y de cspcctroscopín con trnn:;fonnadas de Fourier, pre:'ent;.¡n un cuadro consiHt.P.nlt~ 

del papel de cada una dP e:;tas histi<linas conservadas tSaraste. 1990; Lcmicux y l'o1. 

1992; Minagawa y t•ol. 19!l2; Sh11pl~igh y col. 19()2). 

1.- La lliR!Oo en la l11Hic" 11 y la llis·121 ""la hi'lil'l' X unen al hcmo a 

hcxacuurdinado dP bajo spin fcn In~ oxídn:--a~ tipo ho dP hacterias el hemu e:-> 

"' h,.;,l. 

2.- La llis:l:l:I y In llis:J:l·1 11nPn al Cu 1., 

3.- La His419 une al hcmo tipoª" pcntacoordinado el .. alto spin 1q1w en las 

oxidasas de bacterias tis Pi lwmo o l. 

4.- La llis284 u1w al Cu" o t.•st:i '"' la wcindnd innwrliata d1' cstP Cu. 

Con t>Stos mi:;.rnus Pstudios s1~ ha podido l'stablt~1·1!r ljllt' PI lwrno u. p) lwurn "·• 

y t•l Cu 11 estñ:1 lc1ealilaclos t't•n·a cid ¡wriplasma bacteri01no o del espncio 

intenncmbranal clP In mitnrondria. Esto implica que rli!lie halwr 11na ruta pnr d1111d,, 



pasen lo~ protones que viene!! di> la matriz para la formaci(:n del a¡.:11:1 en el centro 

binuclear. Los residuos pol;.n!S ele la hr<licf! VIII porlrian estar participando en esta 

ruta. Los dos hemos están en ladr,s opuestos de la hélicP X y el Cu" no se localiza 

entre los dos hemns, por lo que el modelo sugiere que la tranferencia de electrones del 

he1no a ul intermediario oxigenado en el hemn a 3 no necesita pasar por el Cun 

(1'rumpower y Gcnnis, i9941 
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Figura 6: l\fodelns dt.• la~ t:l ~ub11nHlrn.lf>s dP la citocromo e uxida.;,;a dP mamiforo, 

tomctdo de Jaraush y Kadehnch, • 198:> 1. 
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Figurn 7: Modelo de las lu.HiCL,; qtw pai·ticipan en la unitin de los hemus y del Cn" en 

la subunidad l de la citucrumu e ox1dasa. tomado d« llabcnck y Wikstrom 

( 1992) 
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Chlr1111)'domo11as rl'inhardtii, (1s una nlg-a v1~rrle unkeJuJar qtw pertenece a la 

familia Chlamyclomonaclacea, su DNA mitocondrial es una molécula lineal de 15.8 Kb. 

(Buer y col., 1985) (figura 8), la cual rlifien• mucho en wmaí10 de los DNAs 

mitoconclriales e],, plantas, que varian entre 200 y 2400 Kh. 1 Pring and Lonscfali,, 

1985) y Rfl füiflmuja nuíH al tamaño dt!l DNA mitocondrial de unintalcs. 

La gran mayoría de los genomas mitocondriales caracterizados husta la fecha 

son circulares, por lo c¡ue existía Ja posibilidad de que el DNA mitocondrial de 

Ch/am.ydomonns r~inlwrdtii fuera un fragmento q1w se obtenía artilicialrnentc 

durante Ja purificación. Sin embargo. rccicntcmcntl' el DN,\ mitoconilrial de 

Chlamydommws rt'inlwrdtii ha sido completamente secuenriado y presenta en los 

extrr.nwnos r<!giones rt!pelitiv¡¡s (Varcnholz y cul. 1993), ].., que confirrm1 la idea dP 

que es un genoma 1incal, ytt rzue con l'Ht.Ms SPCUP.ncim; repl!titjvas, pueden prn;tuJar8e 

mecanismos para su duplicación. Este DNA mitocondrial ~Rtli organizado de manera 

cmnpacta como Hl de animales y codifica para 8 proteínas de la cadena respiratoria, 

3 RNAs de transferencia y tiene ademús Ja particularirlarl rlt• que los HNAs 

ribosomalr.s pAra la suhunidmJ Mrande y JlL'CjUt!ña están fragmentados en lo qtrn Sü 

han d1mominado módulos, (IS, 28, 3S y 18 para la subunidad pequeña y 1-111, para 

la subunidad grandel (figura 81. Amh;" <"adenas dP DNA corlifican gt•1ws 

probabJeuu1 nt.H organizados en unidade!-> transcripci<1nnlcs ünicas en cada cadena. El 

DNA rnitoconclrial de Ch/amydnmmws rrinhnrdtii preRenta otraH caract1~rística~ 

especiales, pues están ausentes 8 codones nonnaJmentt• utiliz'1rlo5 Pn otros 

organismos, nn tiPnP intronr.s, no codifica pan1 la subunidacl :1 de la NADJ 1 

deshidrogC>na!-'él, tamporn roditit·n partl mnguna F;llhunirlad di 1 la ATPasn y codifica 

para una protcfnn semejante a una tran:;;cript:tsn rPn•r.:·rn. Como y;:1 st• na·neionú, 

tampoco codifica par:i las suhunidade., JJ .1 Ill ch· la citucromo e oxidasa. 
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Figuro /:l: Esqu~ma del genoma mitocondrial de Chlu111yr/0111rm"s l'l'inluirdtii, tomado 

df! Varcnlinlz y ¡·ol. 09941. 



lln motlefo all<!rnutiuo: 1d alifa incoloru l!_'!fytomella •vp.: 

¡.;¡ fiagclado l'olytomr.lla lfigura 9JiAragfio, 1910) puede considurarse como 

protozoario o como un alga incolora del orden de los Volmcale" 1Wisc, 1959). El 

género l'olytoml'l/CI pertenece a ln familin de los tetrablefáridos (que también se les 

conoce con el nombre genérico de fitnílagelarlosl y se relaciona con otros protozoarios 

unicelulares del mismo orden como Chlnm:wlommws, Curteria, llczPmatm:occ:us )' 

Ch/arogcmium. Despues de los trabajos pioneros de Aragiin (1!)10), Pringsheim aisló 

y caracterizó 6 especies de Polytomella en cultivos puros, provenientes de Jugare:; 

muy divenms cJe¡.;d1~ eJ punto dP vista 1~colclgico (Pring:;lwim, 195!i). Las especies 

difieren solamente en c01racterístirns morfolcigicas menore5. En condicinnt>S de 

crecimiento auxotrófico con acetato corno tinica fuente de carbono (en presencia de 

tiaminR) tiene un cn~cimiP.nto de 1 gr/J., <1J ih'l.JR.1 que en medio~ que contienen ncetttlo, 

bactotriptona y extracto de Jevariura. f'olylnn1r•//a pued" ut.ili1.ar otras fuente• dP. 

carbono únicas como: propionatu, butirato. valerato, alcohol amfiico, alcohol butflico, 

DL-gliceraldd1ído y ücido alfa-cetoglutüricn !Wise, 1955). Los miembros dnl ¡:énero 

Polytomt•lla se reproducen por fisión binaria y por reproducción sexual (figura 10) 

(l.ewis y col., 1974, Moore y Cushing, l!J7!l), con un tiempo de duplicación entre 4 y 

5 horas (nrown y t•ol., 1976). En la naturaleza, la distribución dt• este organismo es 

relativamente rara, debido .i que requiere condiciones especiales para su crecimiento, 

como son la abundancia de nutrientes orgánicos y un grado relativamente bajo de 

acidez (Pringsheim, JfJ55L Su superviv<~nl'ia BP clf~lw t.mnhicín a la capacidad d11 

enquistars!' y poder rel'istir la desecación. El proreso dr enqu1stamiento ocurre 

durante todo el crecimiento de este llageladu, rnpresenUmdo hasta un 80';;, de la 

poblaciún durante la fase estacionaria (Lewis y col., 1974). A pesar de ser un 

organi~nno dasitir;idn Pnt rP lns a]g-;.1s \'t1rclf1 .... )' n~J;wicurnrsp <'Prl'anrirrwnt1~ por sus 

carttcterii;;ticHR morfnlógicñs con Chlamydnmmms, no poseP. pared celular ni 

cloroplastos !llold y Wymie, 19781, :;in embargo, almacena carbohidratos cu forma de 

almidón, al igual qu" las plantas :<llpt'riorns (Sh"l'i"r y cul .. 1!168.' 
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Figura 9a: Fotografla de barrido de Polytomella spp. 

·. ' ~ ~ ... 
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Figura 9b: Microscopia electrónica de un corte de Polytome//a spp. Las fotografTas 

fueron obtenidas por Jorge Sepúlveda, en la Unidad de MicroHcopln t:lectr6nic11 

del lnHtituto de l<'isiologla Celular, UNAM. 
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Figura 10: Ciclo de vid• di! Polyt"mc/la, tornado <1" Lewis y col. f Hl71) 
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Al crecer aeróbicamcnte en un medio con tiumina y sales, utilizando acetato 

como única fuentH de carbono, l'olytomclla presenta mitocondrias organizadas, que 

se pueden aislar después de romper las membranas plasmáticas con un método 

mecánico, como la homogenización cun un vástago de tellón (Evans y Lloyd, 1966). Se 

han aislado mit.oconclrias de Polytomella cueca que presentan control respiratorio, 

demostrando que la membrana interna está integra (Lloyd y col., 1968). Lloyd y 

Chance (1968), encontraron las si¡.,'Uientes características en las mitocondrias aisladas 

de l'olytome/la caeca: la presencia de cit.ocromos b, e, c 1, a y a, y de varias 

tlavoproteínas. El transporte de electrones en estas mitocondrias se inhibió con 

antimicina A, rotenom1, pii.ricidina A y cianuro [1mMJ. Los datos 

espectrofotométricos indicaron que la antímicina A inhibió también la reoxidución del 

citocromo b reducido. Los datos anteriores sugieren que el sistema respiratorio de 

Polytomella es muy semejante al de otros sistemas mitocondriales como el de 

fovadura o el de mamíferos superiores, sin embargo, dicho organismo presenta 

algunaH características particulares, que lo hacen un sujeto de estudio de gran interés 

desde el punto de vista biológico y bioquímico: 

al J,a condición rle poder almacenar a este organismo en su forma enquistada durante 

largos periodos (Reed y col., 1976). 

b) La facilidad con que crece en medios de cultivo relativamente sencillos y 

económicos, utilizando acetato como fuente de carbono. Además, el tiempo corto de 

su ciclo de vicia, permite obtener cantidades razonables de material biológico en 

menos de 48 horas. 

e) La ausenciH de panul celular en m;t1! microorganismo perrnite rornpcr las células 

con gran facilidad, por lo qnP -'P pueden obtener orgauelos rP.lativ;Hnente intactos y 

mitocondrias cun buenos controfos respiratorios. 

d) Dado que el género l'o/.vtomella no cuent;i ron cloroplastos como otras algas, 
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resulta mucho más senriJIP purificar los componentes mitocon<lnales sin ];; 

intt!rfürencüt de los pigmentos foto~int.c?tit:os u contaminacionf!.'i de proteínas <le 

cloroplnstu. 

e) La posibilidad de !!Sludiar a dicho organismo en diferentes estados de 

diferenciación, como es la formrt rnquistada y la de crecimiento 1ogHrítmi<·1~. 

f) La posibilidad de trabajar con mutantes resistentes a inhibidurcs <le la cadena 

mitocondrial y carartt~rizar a lo::; cumpouentl-:O.S ron técnicas de biología molccuJar. 

g) La posibilidad dP. estudiar <•l m<•canismo de fusi6n de las mitocondrias para formar 

mitocondrias gigantes corno las que han sido rlesrritas en los estudios de microscopía 

electrónica r<ializados por Bnrton y Moore ( 1974 J. 



ANTECEDENTES DIRECTOS: 

A la fecha, todas las preparaciones de complejos mitocondrialr.s de 

Chlamydomonas presentan una gran cantidad de contaminantes IAtteia, 19!14), esto 

es de suma importancia para nosotros, ya que pensamos que con Polytomella se puede 

hacer un estudio integral de los complejos mitocondriales de los Chlamydomonadales 

a nivel molecular y a nivel hior¡uímico. Al ser Polytomel/a un alga incolora, tiene la 

ventaja sobre Ch/11mydomonns de que los complejos mitocondriales no se obtienen 

contaminados con protelnas de cloroplasto. En el trabajo realizado por Gutiérrez

Cirlos y col. (1994) podemos ver que se puede obtener al complejo be, de l'olytomella 

.~pp. activo y puro. F.ste complejo tiene 11 polipéptidos y es sensible a antimicima y 

mixotiazol. Este es el primer reporte de un complejo be, de un protoctistu con 

actividad de ubiquinol-citocrorno e reductasa sensible a inhibidorcs. Es interesante 

que este complejo presenta un corrimiento de 8 mu hacia el rojo en el pico u del 

citocrorno b. 

En la primera columna de intercambio iónico que utilizamos en el laboratorio 

para purificar los complejos mitocondriales de Polyta111e/la se pudieron separar los 

complejos !, 111 y IV, asf como el complejo V, de esta manera se tiene una purific¡1ci611 

parcial de la citocrnmo e oxidasa que tiene actividad y que es sensible a cianuro 

fimMJ. quedando una actividad residual que sugiere la exist.encia de una oxidasa 

alterna (comunicación personal: Gutiérrcz-Cirlos). 

Por otro lado en el trabajo realizado por Conner y col.< 1989) se presenta 

evidencia de que Polytnmella y Ch/a111ydomn11u.< están Pstr.,charnente relacionadas, 

pues los genes que codifican para la 11-tubulina tienen el mismo ntírnero y 

localización de intrones, ambos organismos tienen el mismo uso de codont>s y al hacer 

un análisis comparativo de estos ¡¡enes sn observa que la similitud en la secuencia 

primaria es d<' 98','i-. Estos datos, junto con las caracteristicas morofol<i¡¡icas <¡tw 

comparten Chla111ydomo11a., y Polytome/la spp .. nos alientan a pensar que ambos 

organismos t>Stán estrechamente relacionados y que por lo tanto es muy probable quP 

hayan compartido el endosimbíontc que dici lugar a sus rnitocondrias actuales, por lo 
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que tatnlJién deben compartir grandes similitucfos en sus g-ennrrws mito<·ondrinJc~. 

Pensamos r¡ue a diferencia de Ch/amyrlomorws, con /'ol,vtomci/a vamos a poder llevar 

a cabo un e.<tudio integral ele loo; rrnnplejos mitocondrialcs. 

En e] pre.sen te proyecto pensaum.s hacer una Cílrncteri:r.ación fisic¡i y genética 

del UNA mitncondrial de l'o(rtumel/a spp., clonando y secuenciando los genes 

rnitncondriales del citocromo h y cl<' la citocrorno e oxiihisa para definir si estos están 

relacionados o no con los de Ch/amydumnnris. Así mismo se pretende estudiar las 

características genera le¡; del DNA mitocondr'ial del'olytomella spp. y ver si comparte 

las características tan peculiares del genoma rnitocondriul de Chamydomonas como 

son la au5encia de los genes que codifican para la ATPnsa, la ausencia de intrnnr.i;, 

el uso du co<loncs, la presPncia de solamente tres HNAs du transferenciR y la 

fragmentación en rnóclulns de los HNA rilmsnnmJ.,s. 
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OBJETIVOS 

Los objetivos del pr<>oPntr, trahajn ;;011: 

1) Construir tres gennt.,cas d" DNA mitocondrial de /'tJ/y/ome/111, pura tener 

una mayor probabilida1l dt! tP.ner rP.presentados todos los genes mitnconc!riales. 

Decidimos utili1.ar las enzimas de r<"tricci:ín llamlll, F.mRI y //i11dlll para la 

construcción de P;;ta;; ge11otecas, puPs ;;on enzimas qne clan fragmentos 

rclativatncntc grandL•s en las mayoría de Jo:-: DNAs. 

2) Caractt'rizar tisicamente el UNA mitncondrial, determinando su tamaño .Y 

construyendo un mapa de restric·ción. Lnc;:ilizar en e:;;te rnapa los gene:-; quP. 

l'mlificnn ni ritncromo h y a Jnli::) suhuni<lnd((l,s) rlf' In ritocromo e oxirlnsn. 

3) Clonar, subclunar y Sl:ctwm:iar el citocrotno h y la ~uhunidad l tlt~ la 

dtocromo oxidasa, porque snn prnteinas muy conservadas a io largo rlc In 

evolución. Estas proteínas son altamente hidrofóbicas y 1•11 todos IM organi~mos 

descritos hasta la feclu:. los J..!Prws quP codifican parH t-stas prnh~inas han 

pem1nneddo en el f!enomn mitocondrinl. 

41 Hacer un arnilisi:-: comparativo dl~ las :..;ecuPncia¡.; y tratar ch~ l~~;tahle('Hr la 

relacitln filogPnl"tirn t•ntn· l'olytoml'lla y Chlrunydomwwl'i. 

5l Establec!!r el uso de endones mitoronclrial en l'olyto111rl/a y hm:t'r un análisis 

comparativo con ~¡uso de coduuc,; dv C. rci11hunlti1. reportado por l\liduwlis 

y cul.(1990). 
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l\IETODOS: 

Una muestra de /'olytaml'lla spp. se adquirió de la colección de algas de la 

Universidad de Gotinga, República Federal Alemana rSammlung vr.n Algenkulturen, 

Ptlauzenphy•iologisclws lustitut dt•r Universitat Gottingcn) y ahora forma partl' di' 

la colección microbiológica dPI Departiunento d" Biutecnulogia del CINVESTAV del 

I.P.N. 

Purificaciti11 de laH milt>ctmdrim: 

Sü resuspenclieron 20g d" células de l'nlytomdla SJJ/J. (peso húmedo) en un 

amortiguador con sacarosa :J20 mi\!, EDTA ·l mi\!, Tri"-IICI 20 mM !pll 7.4) y St! 

rompieron con homogm1izaclor ele motor. se ct>nlrifugó n 2500g y se rer.uperaron las 

mitncondriéis en el sobrcnadante. Con una c:entrifugacitin de aitH velocidad HP 

recuperaron las mitocondrias y se lavaron con el mismo nmortigt:ador cfo ncucrdo al 

protocolo descrito por GtJtiérrez·Cirlos y col. ( 19!)4). Estas mitocnndrias sr. trataron 

20 minutos 11 temperatura ambient<• C<•n DN11s11 ll, ron PI fin dP tlegra1lar el DNA 

nuclear. 

P11rifict1ció11 tlel DN,\ mitocm1drfol: 

Se resuspenrliPron J;u; mitocondrias Pn un amortig-uador CJUP. conténía 'J'ris-HCI 

IOmM (pH 8.2), EIYl'A JOmM, NaCI 10 rnM y Sat'kosil 21;; y se incubaron I\! horas 

a 41'C para Iisar las mitnrondria!"' de acuerdo ai mt•todo dc.•scrito µor Hurlsppt}I y col. 

( l!J80). Se extrajo dos v1•¡·e, t•on fenol s:nuraclo con Tris-JJCI 21\1 íplf 8.0J, una ve, ron 

fonol-cloroformo y 1 vez ('On clurofornw. Se ¡iredpito con acetato de Na 31\I y con :J 

vohín1e1ies dr> etanol al 1oor; a -20''C duranft> 2 huras. SP L:1~ntrifugf•, :-;e Jav() con 

etanol al 70':; y se resuspendió en agu¡¡ a una ronccniración final dt· 1 pg/pl,!fi¡,rt1r;1 

11). 



PURIFICACION DEL ADNrnt . 
DE Polytomel/a spp 

centrifugar 

resusper.der en: 
Sacarosa :t20 mM 
EDTA 4 rnM 
Tns-HCI 20 rnM pH 7.4 

romper con homo9eni1¡¡dor 

centrifugación diforcnc1al 

incubar con DNAsil 

incubar 12 Hr. 4"C en. 
NaCI 100mM 
Tns-HCI 1 O mM pH 7 4 
EDTA t0111M 
Sarkos1I 2 % 

exlraccion con fenal-cloroformo 

ADNmt 

Figura 11: Esquema de Ju purificación del D:'l:A 111itocnndrial de l'olytomrlla spp. 
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1'11rifícaeió11 .V 1Jioti11i/(lciún rfd ¡:en<! <!oxl: 

Se ¡mrificó el plósmido p85 quP eonti"'"' un fragmento dl'I D!';A m1tncondrial 

de Chla111ydomoT1us rt?í11hardtii induycn.ln el H'!IW co.rl. en columnas ele Quiagen. 

Este plásmid'l noH lo prnporcimuí amablemente In Dra. Elizaheth Harris (Univcrsidr.d 

dn Duke, KE.U.ll.l St> digirir'1 este plasmido con EcoRI y Sa/I (!le acuerdo 111 mapa 

de restricciónl par<l obtener el fragm.,nto que contirne el gcm• coxl y"" purificó con 

el sistema "Geneclean" el" Bio 101. ~;¡ fragml'lltn sr marce• cn11 un ciPrivado bil'linilada 

por "Nick·translation" u~andn el sisl<!llla de Bio·nich \HRJ,1. 

CONSTRUCCION DE nms BANCOS Gf:SOJ\HCOS MITOCONDlUALES: 

Dil[estión del l>NA mitocomlrial: 

Se hil'it'rm1 trt!:-i dlg-~!:-;tio1ws totali:s <lPl UN:\ mitm·ondrial en las ~iguit..•utc:; 

ctmdiciom~s: 

lOµg DNA mitucundríal 

5¡11 arnnrtigumlor IOX para la 1!nzima de rcstricdc\n de R<1ehrinJler 

3µ! de llamHI, EcoRI n lli11dlll ( lfJ uipll de IJnehringer 

..lllil H,O 
50¡1! finales. Se incubó 12 horas '1 JI. C 

Se precipitcí el DNA co11 5pl de aeet•to d~ Na :J!'.·I y trns '·oltínwne,; dn eiauul 

tll 1001
:;·, se lav6 con etanol al 70 r;; y se• J"t'5USp(1ndi6 Pn HJ11J finah•s. 

Preparación díd v1wlor ¡1aro clonor los fl"ugmen/o,• <ll'I DNA 111Íl0tmntlrial: 

1011¡: cfo 1vrz1sn purificado con columM;; clr (Juiagen 

5µ1 de amortiguador IOX para In enzima d1· réstricción de Boehrinncr 

2pl de IJCJmHI, Hcolll o lli11dlll 110 u1pli d" IJt1t•hrin¡:er 

X¡1l ll,O 

50111 finales. Se incubo l:! hm·J.:-; a al C. 
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Se incubó 1 hora a 37"C co11 Gµl del amortigador JOX de la fosliltasa alcalina 

y con lpl de la fosfiirnsa alcalina, ambos dt! Boehringer. 

LH muestra S(~ l'orric~ en un gel de agarosa l !,";:, se cortü Ja banda 

correspondiente al plásmido y se limpió con el sistema de "Gcncclean" de 8io 101. 

Se resuspendió en ·n; a una concentración final de 50 ng/µl. 

Li¡:t1ción, lrt1nsft1rmt1ción y selección de lt1s clont1s positi1ms: 

Ligación para cada ONA mit.ocondrial cortado con BamHI, EcoRI o /lir1dlll: 

10µ1 del DNA mitocondrial cortado 

lpl del vector cortado ·.con la enzima correspondiente y defosforilaclo 

lpl de amortiguador de LigasH lOX de BUf!l1ringer. 

111) de '!'4 ligasa (Ju/pi) de HOf'hringt•r. 

lMJI,O 
15µ1 Finales. Se inrubó a W'C toda la noche. 

Transformación: 

15µ) de dP Ja mezcla ;interior de liw1l'iOn 

60µ1 de células compet<'nte,; Dll5u preparadas de acuerdo a una modilicacicin al 

método de Hannahan < Hl83). Se incubaron üG min Pn hielo. se rliii un choque calórico 

a 42'C 2 min, se ai;ri•garon ·lliOpl el" LB, se incuhrí 30 mina :n"C, se centrifugó 1 seg, 

se eliminó el sohrenarlante y se resuspenrlieron las rél11las ~n 40pl de 2°;. X-Gal y 

10µ1 de 8001111\1 ll~l'G, se sembraron en cajas de Lll ampicilina IOO¡rg/rnl .v se 

incubaron !(Ida la nochl' a are <figurn 12). 

Se seleccionaron l:l;:; ro)onins- h1anc;¡:;, . ..;p crecieron y !-'f' purificc"1 el plíismirlo 

JUl'diante la t~cnica dt• mini-pn•paracióu íf'hrn Zhou y col IH001, unn vez identific:ida~ 

Ja:-; colonias positivas, ~P guardaron e11 µIic:Prol y :-;e purificó el pl:lsmido en columnas 

de QUÍCl¡fl'll. 
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~TRUC~ION DE 3 OENOTECAS DE~-¡ 
J DE Polytomel~~~~--

ll IJ UUUL ullt!tl a U 
[J[l!l'lllll!l!l!l''I 

lillililV!Jiiilli\Jii!I 
ll!Jli!ll!!IO!l¡tl'Qn 

lACZ 

1.- - ., 
"\;! p'fZIBR . 

'-'-[~-:.:_-::-.:. _ ... , 
AMP¡¡ on.: 

idldll!l!iliüGOLlll ¡¡ 11npo,cnrnr.q 

GEHOTECA DE -IH GEHOTECA DE EcoRI GENOTECA DE BllllHI 

14 ClCMtAS 17 CLONAS 14 Cl.~ 

n~ ~~ ~~ 

:n 

Vigura 12; Construcción de iH• !(e!lOll'l'llS <lt•I DNA rnitoconclriHI Po/ytrm1í'llri ·'fil'· 

con tres enzimas el~ reitrirción; //indlll, /iamfll y Jo:coHI. 

t: V; ¡ 
¡ l ~ !..~ .:... .. -
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Discñt; tic los tlesoxioligon11cfeótido~ para amplificar el K"'"' co.1'1: 

El dc~uxiuligonucleótidci <.h: avam.'t' íf'orwnrd) se disci16 en una rcg1on 

conr.ervada de la suhunidad 1 de 20 nrr,ar.isrnM, r!el aminoarido 60 al aminoácido 71 

rle fa sP.cUenria r!e la suhunirlarl J rJt, IH ciroernmo e oxiclasa de Chlrim.J'<lomoruzs 

reirzhardtii, r.on un sitin interno r),, /lnmlll !marcado con nf,gritas y ~uhrayado): 

H G M L L t• M V M 
5' CP.C Gl;T GGA 'l'CC A'fG CTA T'l'G TTC ATG GTA A'J'(; ce 3' 

T 

Para Binletizar !.'! dcsoxioligonuclcótido rt:verso hicimos la secuencia 

comp! .. rnentaria e invert.ida de la siguientP .<eruencia de arnino~cidoo de una r1'gion 

conservada del aminoácido 426 al 4:J5 de la secuencia dP la subu11irlad 1 de la 

citocromo e oxidasa de Chfamydommws rei11hardtii: G ¡, V G M P R R M F', con un 

sitio interno de lla111Hl marcado con negritas y subrayado: 

5' ATA ATC fill!! lli Gé'.r. ;,ce; Tr.G CA'I' MºC TAC CM1 Al'C l' 
/1 e; A 

Amplificadán por PCR del ¡,f1•111• t•1u·I: 

Para llcvHr a l'abo J11s PCR:-> (re.-1ccicin en ca<lttna clt-1 la Jmlimt.inrnaJ, sp sig:uio Ja 

técnica descrita por Mul!is y col. 119861. 

Con el JJNA mitocnnriri11l, hicimos una amplifil'adcin ¡mr PCH con los 

dcsoxioligonuclcótidos para el gene cux/ en las siguientes condiciones: 

1 11g ONA mitncondrial 

200 ng dP. cada desoxiolignnuclr<itido 

l mM final dl' d:'>'J'l's de Boehri11¡:er. 

2 µI de una solución concentrada de 50m.\I .\lgCI,. d~ llueliri111fer 1 :!111M final). 

OJi pi Taq Poli111Prasa 15 11/pll rl" R<>eliri11gn .. 

5 ¡11 arnort1g1rnriur JOX ,¡,. /l1wliririgt•r. 

X 111 ll,O 

50 pi fin¡iks. 



Ext ensit'in final 

l:tmin" !).J'C 

30 seg u 94"C 

45 H'J.: ¡) 55"C 

l mina 72"C 

12 mina 72"C 

50 ciclos 

Análi11is tipo Souther11 ele/ producto "" /'CH cle/ lfene c:m:l: 

El producto ele PCR "" transfiricí a una memlirana de nylon de ¡¡cuerdo ni 

métodn de Snuthern ( 19791. Se! pri!hihridi> el nylon 2 horas a 45"C, postl!riornwnte "" 

hibri<M a 45°C ron 1•! fragmento hintinilaclo d" aprnximadanwntt! l I<b que cuclifira 

para e} gene coxl de Ch/amydomonas retnlwrdtii. HP l<wc> e} nylon 2 vece~ l'<>n una 

solución 5X SCC con 0.5'/r de SJlS y dos vf'ces con una solucirm IX SCC con I ';;. SDS 

(todos los la,·ados se hicieron a temperatura ambiente l. Después se prosiguió a tratar 

el nylnn ¡J., ac1wr<l11 al prulorol11 dPl sbt.,ma "l'lwto¡:e111•" ele BRL. s .. L'XJHtsu el nylon 

con unn pelil'uln X 0:\1AT AH dl' Ko1lt1k durnntP ~ hnrns y Sl' n~velú. 

DisPñ11 de deuo.t·ioliJ.!11nuelróticluH pura unl¡1/ifí1•ur t'l t~ilocr111no h: 

Para ~l diseño del dt·soxioligurrndHítido cit~ :n'íHIC'P :forwaniJ consideramo:' l<t 

región conservada del aminllacidu 137 ¡;J 95 del citocronw h de Chlamydo111om1s 

rL'i11lwrdtii: 

s L f' F V V y L 11 
5. AG'l' l'TG TTC' TfC: /d'T Gl/., t.._;-ff\ ·; 1~1-· TtC: :_-,\r_· ,. 

e T 'I ,. •: r e ;; 

El olig11n11ch•1Jtido fP\'t->rs11 sP dio.;P.iHJ ron la sr1'11t111t·ia cmuplPlllt-JJlarirt P. 

invt~rtida dP la s•1cw•rn·ia rh• amirw.icido .... dt• uon n 1ginn Pxtri~ma1larJH•ntf• rrmser\'acla: 

U I V P E W Y !' I. W V Y dPI 1·itncrorno h dl' Chlamydumonr.s r~111hardti1 que \';l 

del aminoacido 267 al ~78. 

~· 'J'¡\ AAr ce;\ CAA t\!,t\ ;\¡¡, cr:;\ LTC' 'j'(;{; 'l'fl.í'. ;.,\T /\J•; 
r e; l, ;i. ,~ '; 
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Amplificación por PCll del ""ºE" dt>l citocromo I>: 

Con el DNA mitocnnclri¡il, hicimos una aruplificacirin por PCH con los 

desoxioligonurlecítidos ¡>Hra el gene del cito¡·romo b, en las siguientes condiciones: 

1 µg DNA mitocondrial 

200 ng de carla deboxioligonucleót.ido 

1 mM final de dNTl's de Hoehringer. 

8 pl de una solución concentrada de 50ml\I MgCI, el" lltHJhrinl(er (8mM finall. 

0.5 µl 'l'aq Pnlirnerasu <5 u/pll ele Boehringer. 

5 pl amortiguador IOX. 

~ 11,0 

r:iO µl finales. 

Se desnaturalizó el DNA 

ExtMsión final 

12 mina 94"C 

30 se¡¡ a !M"C 

·15 seg a 50'C 

J mina n··c 
12 rnin a 72'·(; 

C/orwción del produt•to rlt• PCR tlel gene dtocromu b: 

liO ciclos 

20 ng del producto rir. PCH purificado con Geneclcau Wio-101) 

l pi de amortiguador !OX el" In \'itro¡:l'ri. 

1 pi del ve<·tor pCH'"ll laprox lngl lfn \'itrr>l(eni 

1 µl dt• Jigasa 'I'<I <·oncentrada de 14u/pl J 111 Vitrol(en. 

~H,0 

10 pi finales. Se incuhó toda la noche a 16ºC. 

La t.rr1nsformación y In selct:ción de las donas positiva~ .... t~ hicit~ron dP. la misrn11 

manrra quP parn !n construcdún cl1• h1 ... g1Hwl!.·té1;-; rnitut·ornJriaJps. 



SeC'11encinción: 

Todas las secucnci~s se Jlevamn a cabo por el método de terminación de cadena 

descrito por Sanger (1!!77), utilizando el sistema Sec¡uenuse Version 2.0 de USB, 

siguiendo el protocolo que~ proporciona el proveedor. Todofi los npareamientos se 

llevarnn a cabo a :l7'C durante ao• con 11 ng del desoxioligonucle<iticlo 

correspondiente, previa desnaturalizacion y precipitacicin del UNA. 

Desnaturalización del DNA: 

2-5 p¡¡ de DNA del plásrniclo 

f> pl de NaOJI lM 

~deH20 

30 µl finales. Se incubó durante 5' a ternperaturn ambiente. 

Precipitación del llNA: 

30 pi de la mezcla anterior 

3 pi dP acetllto de amonio 2M. 

70 µI ele etanol al 100':;, 

Se mezcló y º" inculJó 30' a -70"C. Se centrifugó 10' a 15000 rpm en una 

centrifugH Eppl'ndorf, .•w lavó el JH'f1dpitado con t~tariol al 70~·;; y ~'e rlej6 !-iel'ar, se 

rcsuspcndió el precipitado en 5 µl de agua. Se prosiguió con el protocolo cid 

prO\'eednr. 

Traducción .v t11iáli.'4iH e11nrparatiuo.-. ''" laH HPC'll<>ncicrn: 

Todns la~ trarlurriorws y lo:- nníilisis compnrntivos se hicieron eun cJ µrogruma 

GCG y con el banc:o de elato>' (;"''" l.lauk "" 1993. 
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Rl•:sm:rADOS: 

Construcción d,, las tn·s f.it..11Wlecus mitocmulria/f!s: 

Se obtuvieron 45 clonas ron un inserto de DNA mitocondrial: 14 donas en el banco 

de BamHI, 17 clonas en el banco de ErnlU y l·l don:is 1!n el bAnco di' llimllll. La 

suma di' los fragrrwntos diú un total d" :!O Kh :t :1Kh i>n el hancn de Rnmlll, 27 Kh 

:t 2Kh en el l>Hnco de //indlll y 37 Kb ± 2Kb en el banco de é'coRI. En la figura J::l 

podemos ver un ejemplo de l pg de plñsrnido de las clonas 2-14 del banco de Hi11dll!, 

digeridas con la propia l/i1111l ll. 

Mapa flsico rll'l #l'IW11lfl mifot'tmdrial. 

Hasta ahora hemos hecho digestinm•s sencillas y dobles de tonas las clnnns qui> 

tenemos de las tres g1'"otecas dl'l DNA mitnco111!rial con EcoRI, lli/1(1111, Rn111lll, 

Sad, Sal!, l'stl, Xnrnl y Xlwl <Um•hrinJ!t•r) y estarnos en proceso de construir un 

mapa fisit·o con e:;tos dato:;. Esle prece:-:h se ha cornplicHdo, como se verá méil'i 

adelantP, por !a posiblt> contaminación de las gcnotecas mitocondrialcs con DNA 

nuclear. 

Amp/i[icación del gene cux l por l'Cl<: 

Itcalizauw~ un PCH utilizando lo~ dP~oxioligonucl1~ótido:-' ciiseñAdns para p) 

gent> rm l ron l pg de D~A mitoru11drial de l'ulytrmwlla. ¡,;¡ fragmento q1w sP. 

amplificó fue dt' l. 1 Kh (figura l·lAl, <'Olllll SP es¡wrnlm dt• fü'UPr1lo al diseño de 

Josdmmxiuligrnuc1P0tic1os. (~u;¡nrio se transfirió estP producto'~': PCH a una membr:ina 

de n_vlon y se hibrid1í rnn la sonda biotinilada 11<!1 gene r:ox 1 de <.'hlnmydomo11as 

rr•inlwrdtii, PI p1·,1durtn º" l'CH de 1.1 Kb di<i lug.ir a una Sl!f111l '"'l""'ífica rtigurn 

MBl. 
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Figura 13: Digm.tió11 de lp~ de pb1"mrlo rlc las donas :2-14 dl• la J(enoteca d~Jlil/(Jlll 

dP DNAmt dC' l'o!ytomcl/a spp. dit1.,rido, mn //i11dlll. 

F ~ 1 ; 
} l i. : .. /. 

. . . . ' .. ,; ,--. r·, 1 
: ."· · ' .. " '. í 1.:; r l \ 



Al r~ali1ar un !'CH con lnrla> la< d"nas n•trnidas d¡,I hanco de Jlindlll como 

mulclc, tamhi<-n si' nhtilvo un fragmentn dP 1.1 Kli. Después repetimos el PCH pcrn 

utilizando corno molcfo catla una dr· las donas por separado y obtuvimo.:.; el frtJgmcnto 

ele 1.1 Kb en la clona denominarla #1. que tiene un fragnwnto ele DNA 1nilurnndri"l 

de :.J Kh aproximadamente. LH secuencia de l'~.;ta don'1 nwstrfí similitud en un 

extremo con el 1wne el" Ja subuniclad 4 de l,1 NAOH dPshidro¡;cn<isa, rni1mtras que 

el otro extremo mostró similitud con el ¡:ene que corlifica para .,¡ fragnwnto 7 de la 

su bu ni dad ¡.:ranrl" dPI HNA ribosomal ( rrn7) de Chlamydomonm: rd1tlwrdtii. J<:n 

1ncdio rfp In clona f-lnt:ontramos al gt•tH.' ro.rl completo (Jigurn Hi). 

8f!Cllt'llciacilm ffrl lft.>lle co.r l 

Secuenciamos en su totalidad la cl1>11a 1 ele la genoteca rfo //imllll. En la ligur:t 

16 se muestra la Hl!ttwnria dl'i ¡;eiir mrl, dPI nudt•ótidu 1 hasta d nucl .. rítido 1509. 

Con el J.Jrogrnma GCG sP. obtuvo la secur-ncin d11 mni11wicido.s u pnrtir· dP. r.sta 

secuencia de nuclPcitídns y St! co1111mrú con l;i ::;ecuPnci:i dt~ amtrwñl'ido~~ dp 

Chlamydomo1w,,.,· n:i11/wrdtii (figura 171; t~stas Sl!CUeneias mostraron una !-iimiUtud de 

RB".';, y unn id~ntid;uJ dt> í4':; .. 

Con Ja serupncia ele aminoácido¿., que obtuvinu1s, hicimo~ tamUieu un ¡wrfil d1• 

hidropatía scglin Kyte-Doolittl" ( ID8~J. Con Pi'tl' perfil rnnstrui1110~ un 1110111'10 

topofrigicn cJ~ Ja SUlmnidatJ J dl' Ja ritnC'J'Orhn ('. oxicJa.;.;a lfi:gura l8!, donlfp tarnhiúJJ St' 

indican Jas histidina:-- ron:-::Pn';HJa:-; tm todo:-i los gcnl's cu.rl c·o1;11l·idu:-; hasta ahora, las 

cualPs ~on los sitios dP unión parí! lns twm11;-; clt~ los c:itocrunw!'i u, a3 .v <'l Cu¡c. 
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Figura 1.J: Al l'rocl11cto rle !'CH del ¡.;ene coxl utilil;i11do cu1uu tnolck· Jpg de DNA 

mit.oconclrial d" l'ulytr1111ella "l'I'· B ¡ H"plica ti pn Houtlwrn del producto dr.· PCH 

hibrirlRclo ('Oll ia .<onda rox J hiotinilada de C'h/0111yrlomo11a' remhordtii. 

¡:: /1, ¡ ; ·~ 
~ r ... ..... ~·· ,¡' •• . ;/. • 1 
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Clona 1H 

LSR 1 
(3.1 Kb) 

... 
5' '.! 1 _, 

3 
1 

1 No(I s· 
COXI ® ® 

Figura 15: ~;squcma de la clona 1 di! la genoti,c:i dP //i!ldlll del DNAmt de 

Pof.vtnmi•lln spp. 



Tumbién anulizamr1.s C'l uso de codonc.; p\1ra l'l gene cox 1 1h~ Polylo11H1lla 1-ipp. 

y lo compararmos con el uso d<' codoncs del gene ('()Xl de C'hlo111ydrm1011íls 

reinharrllii (tom"do <ir :\lirhaellis y l'O) Hl!l4J. Corno pod.,mos v.,r en la tabla 1, el uso 

de codoncs es muy similiar en mnbas especies, pero pre~enta algunas diferencias 

interesantes que analizaremo~ con más detulle P.n la discnsicín. 

Dasndo en la secuencia de aminoácidos quu Sf! deduce dt!I gene t'U.tl de 

l'olytomella spp. y las secuencias de 45 espPcies, se construyrí un árbol filogcnético <en 

colahoración con el Dr. llavid Spenc"r 1.n la Universidad de Dalhuusic. Halifax, 

Canadá) (figura 19). Estl' itrbol filt1genéticu sugiere fuertemente que Polytomrlla spp., 

Chlamydmrwnas rcinhardlii y Chlamydo111011us cugamclos est;in estredrnment.e 

relacionadas enlre sí. 



~cqtt~qt t~rt.itt«q.H· t'rJdl.c.il.11.-::1n qrilrtltqq.trl t9tta1-~cct 

~.il t.atatt.1-yc1; tf_ffttuccq qtctaqtr:qq ,1,1rt.tf':.Hr;t.t. agt.qlgt':.tHl 

101 ttcgtctr~cu .Jttagc:cucll actr_l'Jt.lLICLq <Jililt tlt.dr:u o.tu.1cd.1t.~1cJd 

lC:.I C...'lrlllitfll,·t ntqt11rtttl4'I Cd<'lqqr!C:.i~ (j1"j~qtt't1~ir1 t.(jt".t.íJCt!.t.t 

2~>1 t:.<1111 q,-1:·.tqq i qct cr.i Qdt ,Hqqrr~ ":te c·tcq 1 cl.otan cuut.ilttugc 

30l 1.t.t.t.9gr.tcu iJ("'CCclt t.t.<J<J <11 tr.ct_-;:ttq cr.ttl'.f'}ttt. ctJct.LtrJ~ll 

351 ugü<JCil'J<J'l'J <)Cl<J<J,1,tc:Lq <J!.Lq<IM'l<_·t ll.dl<."<.'dC'Cl t 1 q,1qi:yl I <' 

401 r1.-19q.i.-i:¡tq•J ..-1<1qcc1qí.:,1:..I q,1lc•t,1qt·tn 11'.Iqct~Jtt1 ClJrlf t t.qaat. 

4!d qqdttq,-1qc,-J qt r1t·t t t i.t'Jq •:aq1"<1t-ta<Jr-. qt..1t r·.qqt.Lil ct.qrt.ai.l'-l'JIJ 

~01 tclql•q:_~P-"-' r:t·.iqqt.itql cl.cll . .it~:c·.i q.1ttc1.•tclc llll.ll~lrtlt 

~'.: 1 ct.,11.qqtdt.t· r,ic;aqctrJt t l'Lt.qraat te fe! r:t'l::ncc uqtttt1J~tca 

GO! •.¡:::l.iJclcldd Ltdl~tct tl.l ~lcll.':llJdU:qt lcvct.t.idt_·.i r_·,up_·1.•l.i<•I t 

651 tqtlq.-!llf.'r' 4qd<_Jrillf4l l.,!tql.-J!<'rl qc~<JCl!r.tl!r' fqqtftt·tr.q 

701 fJll~r.: ~,·1i:-:-.1 •"}•lt1·t,1t.1tt tt.1,~~tr·!t..-· r•.1rir·!ltt<¡'J tr·I dtt~llJC 

:=;i¡ ,¡~jl'r.il.: .• 11.: . ..t 1_1t.t.t.t.t.tc .• ¡~; .i·.H>..1<.t•IC'._·ct '.11.Clt t1_¡:1ec3 tcdc:.1qq.ir1t 

UOJ q..il ! tql'tg:n ntqq4f1J<'td •!·1:,¡t ! luut r:q,;1 ~!el t.:i qt.3tqyqc:tc~ 

1001 ..tl.<Jcl.Llt13;_1 ..itlttt(.:<_ll:I t.\r.1tt1·dc.1,¡ t~qqfqq~ JI. t.1·:1.•qqqqt~1 

JJ(JJ tolr.qct·r:rt1~ ttt,~ntt1tc-•1 ·~ttnnq•;.""1c t1M~:/::!qt•.1 1t:1¡rtrJtr·t 

i!SJ ttqr:,.qqt_af q1.:1rtt1~lrH' aq1·1Jrlt·:-:Tt3 f<_1t.i.t<JilCf·t <lt¡'lt.t·acrJU' 

17.~ll qa1·tft¡·ll<' e:-'l<'<HW.11\ lt·11qq.1tll qqt·~qqtrtlq 1·c:tc:qtcqt<1 

1 ·i·;i '!qlq,·: : "" t 1 ,,.,, 1 1 t.,,. -•·1' ,., t 1 t. , 1: .:;·.1q<;,,,, ,·,1ql ,·:: t ,,.. 

140 l r.rctqctc.;,1 qr:1ct"t 1 <i\"(" .--1;·¡<ti11'1:q1-;ri:· r.r1atnr·t.r1ttt rttqn<.p.11yt 

J ·151 t·.'lt tqcr..1nc ! ~1C""tCr.<11T1Y t r~·c.lt.-Jr-:t.t t c;_cr.qtta(ft. t::c arit dc:t.t 

1501 t:<J<:<_¡t;olJl'I. l.!!.!.!.· 

Figur~ IG: Secuencia del /!l'll" ,.,,. I de l'olyto11<t'/ln sp¡> dl'sde et codón de inicio fil!: 
(nudeútido.s 1-:ll hasta t>! rPdon dP túrmino t'!H !JHH"lt•6tido:-; 1510-1.r'Jl~J. 

. i 
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Figura 17: Compat"ncicln dt~ In . ..; spctwrH .. ·ia:-: dP mninoücidos <lC' Jos genes coxl de 
l'olytomella spp. y Chlamytlo111<llu1.< ro•inhnrdtii. , nmino:icidos idéntico;;; :, 
aminmícidns l'onsl'r\'ado:-:; .. nrninoaddo:-> semiconscrvados. Las secuer1cia~ 
exhibieron 87.5'"'; LÍl' l'-Í111ilitud y 7:J .. 2!.f dr irlf'ntidarl. 

r'' 



Figura 18: l\fnclelo con 12 cruces transnwmhranale;; del ge1w COXJ de l'olytomella 
SJJJJ. J.:n ne1-tro están mHrradas. lati ~iete hbitidina::; cun.scr"adét.s. 
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'l'AI!LA l: !1so rl" eodoncs del gerw cux I <IP l'o/y/0111!'1/rr sp¡i. en minrnros ohscuros, 
compararlo ron ~I ii.;o r]., rodones d"I gene: Coxl de Clrlamydrmwmrn r~i11hardtii 
con núnll'ros normales 1 tornarlo di' l\lichaclli' y col. 1994). En los cuadros están 
JaH ciiforencim.; nHí:; Hohresalil:"ntcs entn~ amlrns p:.;peciPs. 
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Fi¡,'Ura W: Arhol fi!ugcnético dlli gene m.t/, incluyendo el gene coxl d" l'alytonli'lla 
spp. (nhtenidn cu colaboración ron el Dr. JJavir! Spcnccrl 

FALL/ i; : • • t~ r 

' ·. ~ i 
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Polytomella spp. 

Chlamydomonas reinhardtii 

Chlamydomonas eugametos 

Fib'llra 19a: Un acerea111icnto del ;lrbol filu¡:enético de /'u/yto111dla spp., 
Chlamydommuz.'i reinlwrdtii y Chlam:rdomo11a.t; eugametos. 
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J\mplificacidn por l'Cll íÍP.l ¡.w1w ritrwronw h: 

Utilizando como mnlde DNA mitocondrial de Polytmnl'lla sp¡1., realizamoR u11 

PCR con las siguientes concentraciones de !\lgCJ,: 1, 2, 4 y 8 mM. obteniendo un:i 

banda con 8 mM de MgCJ,. Como Sl' puede ver en la Ja figura 20, esta handn tiene 

un tamaño de alrededor de 800 nuclcótidos, en Jugar del tnmaño espcrndo de 500 

nuclcótidos. A pe~ar de esta disr.n•pnncia. df?cidimo:-; clmrn.r •?Rte frag-uwnlo, JHU!s era 

una bnnda inten:m, y pensamos que el gene podria tener un intrón. Una vez clonado 

el producto ele PCH. lo sectwnciarnos. La Heruenda obtenida sP mue:-;tra t•n la fi¡..tnra 

21. 

Fue sorpresivo encontrar en ambos extremos del producto de PCH el 

desoxioligonucleótido reverso lbackwardJ, lo que indica qut• ést!' dcsuxioligunuclcótidu 

8e unió en el exlrcuw 5' <le uurnura inuspetíficu. Esto (!xplica Ja diferencia entre el 

tamaí10 ele) producto de PCR ohtenirlo 10.IJ Kbl y el tamai10 esperado 10.5 Kbl, de 

acuerdo con el diseño de los dcsoxioligonuckótidus (figura 21 J. 

Con el progratna GCG, hicimos la tradul·ción de la secuencia de nucle6tidm~ y 

la comparnnws con la secuenria de aminoárido:-; dPI ritorrnmo b de Chlam:rdomm1as 

rt1inhardtii (fi!{ura 22). Las !-iPt'UPncias mostraron una similitud dí~ 781'.:r y una 

identidad de 62'.:;-, Eu la figura 22 µodemo,; obs"r"ar .,1 cl"soxioligonuclrniticlu r"v"r"' 

unido incspecíficarrwnfl•, dl' tal llWflP.ra t¡llP PI prodm·to cfp PCR empÍPZH en t>I 

aminoácido 9 del gene de Chla111ydo111011as, por lo que creernos qu" nos faltan muy 

pocos aminoH.citlo~ por ~wcucnciar Pn d cxtrenw amino terminal. También 

observamrn; en la secuencia del citocromo b de• l'o/yto111el/u spp. la ausencia e.le 10 

mninoácidos comparado ron el citocro11111 h dl' Chlam)'llonwtms rt•inlwrcitii tm la 

reJ.,ritln contig-ua al aminmkido ~ l:l. Con f'~tH:-\ ~Pctwnria~ pudimos eonstntir los 

moclPlos topo¡;r;\fil'os dt•I citocrnmo b. En In figura 2:J, sc muestra el modelo del 

citocromo bel!' C'hln111ydo111t11111s rl'i11hurcltii y"" la figura 2·1 PI nrndelo dPl rit11cr01n11 

b de l'o/ytcm1rl/a .<l'f>. 



c«MritH 

1 J 

l1t~g 

liKIH\itltler 

Fih'Ura 20: Amplificación pur !'CH del ritPcrorno t.. 11tiliznnrlo rumo molde 1 ill! d1· 

DNA mi11wonclri"l d1• f>olytm11ello spp .. rnrr:l 1: tontrPI ,jn DNA; c~rril :l· 

lm:\f; carril 3: 2m~I; rnrnl ·l: 4?1.i\l. rnrrii .'i: H:n:\1. ele i\lf!Cl. y rnrri! fj: Jpg ele 

Kb lmirler 1 "" Bt><'hri11f!cr1. 
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ctacagctLt at:t.ü~cun~a rat.trynnqcc taccraar.a~ ctrgcuacct 

51 anrirJt.ar.l".r.t. t.qg;rncat·qq qr.acJt·cr.tt.r. r.qyct.t.dcLt t.t.ugct.agcc 

101 rlrli1t q .. H~riqq nnt 1el1114 qct rtl qcat t ..icl qcccrtlJct t·ar.t·t r!OI t.y 

]':>l ~tertllC.'l.tt:d <p·qf_t.tdllCtt !.ll<idl"olqtt ~ldl.t_1l•t1'L'll rJL~¡qr1tttqt 

20.1 udllc~Jul..ll l l.l.CúCúl.~Jd dl.<J<JCCJCC<l<J el.! di.Le!!.<: 9l.«<JCl'<jl «L 

25 l tct.t.~JCilt.t.t. at·t.C<"''1<1.1ilC tt.qt<Jtt.1ra t1CchJCíJfJflf".C CfCilüCCíjr.<JC 

351 d•JCdl.L<'dl.d rJq.1t <JC•Jt.t t acct t qqqi¡a df'iJdilt q.iqt t rt qqrJiJc;t q 

40J Clt1t•l1.¡lt1r1I 1~,1r'tºrHtll!q qtrin~¡!q1•ft1 fqt'CndldtJI tqqt<1Cl'lJrtl 

,)51 cll<.Jl.ll.,tll dlLldl•_l<J\l'I c«_l'.ldllldqC •t!ldqr:.td<"<" C:d.lll'-'Lld.Jd 

GOl tt.tqC)t:tCC't. iH't.ncatr.at !J1aaqrirrq r:t•lWJrHJttr taatr.att·qq 

701 1·cq.-t<-.1..it 1.-t '"1l<"1:r·.iq1:d .io1tc::o1l<1:.:.i ql.ic<1r:r_·i1r_tr: tCAT A'l"J 

G'Lt.. ce;.. GAG ·p_;<_; rAT T !'T rn; TGC; C:i'I"A T/, 

Figura:¿¡, Secuenria de nuclPótidM riPI proclurln rfl• l'CH del gefü• del dtocmmo b ele 

l'olytomcl/a, cu mayli:)cuJas c:;ta indicado el desoxioh~onucJt•ütidn '!ll" :;p 11nifí tanto 

romo !·>t>liador dt> avancP (fon..,·:ird1 corno n'\'Pt'!"!O 1.ha<'kwarcl). 

: ' ~, 
.•• l..~ 
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Figura 22: Comparación de la sccuemia rle aminoácidos ild citocromo b de 

Chamyc/mnrmus ndnhardtii cot1 Ja secuencia dC> aminoácidos df~) producto dl' 

PCH del citorromo h dP Pn~1·tnnwl/11 spp. En 1wgritas esttin rnarcarlos In:< 

desoxioligunuclcótidos traducidos n aminmícidos; :. a111i1111ácidos idcintiro~; :. 

aminuúcidos conservadof'; .. nminotlcidos semiconservculos. Las ~ecuencias 

cxhibirron 77.TJ•:, de similitud y (il.!M'."i de iclenlidad. 



Figura 23: MorlcJn con los 8 cruc·eR tramm1emUrannlc¡;; pant t:'I dtocromn h de 

Chlamydumona!:i' l'f'itdwrdtii. 



f•'igura 24: Modelo del fragmenlo de PCR del citocromo b de Polytomellu spp. En 

círculos blancos se muestran los nrninoácidos idénticos al dwcromo b de 

Chlamydcmonas reindhartii, en círculos grises "º muestran los aminoácidos 

scmiconsm-vndos, en círculos negros loB nminoácidos diferentes y en cuadros están los 

oligonucleótidos que se utilizaron para amplificar el producto d!! PCR. 



DISCUSION: 

El günero l'o/ytomdla file descrito por primera vez por Aragáo en 1910. Su 

clasificacic'm no ha sido fácil, pues es unn alga incolora sin par(?d celular. Su 

n1orfologia recuer<la al gé1wro Chlamydnnwrws, aunque l'o!ytomella tiene l'Uatro 

flagelos y Chlnmydmrwnas !<;O}o dos, en mnha!-i t~s¡w<·ies estón organizado!-' en un 

brazalete en la parte anterior dt• la célula tllrown y col. l!l761. l'olytomel/a no es 

fotosinteticn y cnn?ce de cloroplttstos, sin t?mhargo, almacena erwrgia tm ~nínnlus de 

almidón (ShcnlPr y col. 1968) lti1iura 9b). Estos granulos podrían ser rcminisencias 

de clnroplnstol-i, aunque hasta ahorn no ¡.;e ha reportado la prei:-enciH de DNA en estos 

plústidos. Sin (•mhargo, Astasia longa, que es un protista no futusintético relacimrndo 

con Euglena graci/is (protist.a fotosínteticol, contiene DNA d1· 73 Kh ""sus plástirlos. 

Este DNA presenta compnnl'nles del aparato de t.radnccicín del doroplasto con una 

organizari1in similar al tl1~ Eu¡.f/t•tw, 1wro no c·o<lifica para ninguna proteína dl!l 

aparato fotosintetico ¡l.ockel y col 1DD·1 l. Por lo nnterior, uo seria dificil pL•nstir q1rn 

/'o/yto111C'l/u tenga al¡.,'lin tipo ele DNA en sus amiloplastos qm· pr¡,sent!' similitud con 

el DNA de los clornplastns clt• Chlomydomo11as. 

HecientPniente l\lelkonian y en!. e 19!JOI han dasilicado a l'o/ytonwlln l'n el lilum 

Clorofit:i, claRn Cloroficiae, orden Chlamyclmnonadal!'s y familia Chlamyclornnnaclnrna. 

Estu clnsificadcin va dt• al'twrdo con 1ns resultncioP. Pncontrados µor Connl'1' y col. 

! 1989), quil?nes reportaron qur los f'"n'" p.ira la 11-tubulina ele l'ulytcimel/11 u¡¡ilis 

pn•sentnn nw.:;. de similitud con los gerw~ de C. r1'11ll1tJrdtii. Este porcentaje dP 

similitud Cti l'Xlrem.:ulanwnte alto, aún entre org.Jnismos del mismo género. El uso de 

codoncs qtw se fl•porta Pfl dicho trabajo rnrnhit.in indica que hay una estn~cha relaci<in 

entre las dos C'SpC'ciC's. Pílrn poder confirmar esta clnsifit'Hcifin, es importante 

continuar con lo~ t-istudio:-. a nivel Uio4u11nico dL• lns cnmplPJo:- mitocondrialPs y a nivel 

tnu)cculur de alguno.:-> gt>n1•:-: rla\'P t:umu sun los H:-.:A riho;;onrnles, el gene del 

dtocromo b: cofJ y el gt..•nt...., dP hi suhuniclad 1 dt> Ja {'itocror11u e oxidasa: l'OX 1, puesto 

qut• P5l05 gPne::. C':-t;\n muy c1mspn•ados en toda In (•,:;cnln Pvolutiva. N11sot.ros tuvimos 

el interé.:;; particular de abordar el prubl(•ma cHractt~rizando bioquimicamente los 

complejos mitucondriales ICuri1;rre7.-Cirlos y Lo!. 1994i y ~n forma paralnla hacer un 
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pstudin a nivel de hiologia molPculw·, run.1ctNiG•t11do d 1w110rna 111itoronrlri;il c)p 

Polyto1111'/la y comµar:índolo ron el g1•11011111 mitocomlrial de Chlamy1fomo11as. 

Bl análisis comparutivo de los gr-ne . .; .v efe Ja orgc.uiizaciOn <fo} genoma 

mitoeundriaJ nos daría infornrnció11 m:erca dl' ln cvolurián q11P sufri1J cada uno rle Jos 

genomas mitocondrialeo: la organizaciú11 del DNA. la fragrnPntaci1ín d" los HNA 

ribosomalcs. el uso el<• codon""· la importación ele tHNAs del mideo y la cxportAci<in 

al mídeo <le alg-1111os gmws corno los ntpH y atpR ch~ hi ATPnsn y lo~ gPlll!s c:ox2 .v co.r.'/ 

rlí! la citocrmno e uxida.sa. Adcmds, no~ podría propordonar infornrnción acerca dl• la 

cxistencin dP uu éHl<'e!itro corrnín pnra amhns org-;uii.smu~. en part icu1ar, si 

compartieron el mismo t•nrlosimhiontP romo proµusu Hound Pn 1980. En dicho trabajo, 

se sugirió que la rarrn-1 de las al~as incoloras ;-;p s1•(mrú fip la~ algas foto:-:intét.irm; t!ll 

un evento Pvolutivu rclath.•auwnh-' rPr:iPr1tt~.1m~t1•rior ;tl C\'1)ntn N1do:-i111lJiútico que cli6 

origen a las mitoconclri.11:-. lfiJ.~ura 2ú). 

El DNA mitocnndrial ele ('hfa111y1lumo1111s rei11harr/tii si' ha secucnciarln 

complPtamente y se ha dt•scrito el usn tlP t•odmws para cudn uno dri lns ge111·:~ que 

codifica (1\-1ich::wlis y col. 1f)901. l·:stt' IJ:--;,\ mitocondrial pn•senta earnctririst.icas muy 

µarticuJan~s: e>s lirwrtl y extrPmaclan1elltl' comparto, 110 prl'~ent.a introrw:;:, en los 

extremos tit~ne una regiorws rcpl'tirln~ qu11 podrírw ~Prvir para !ill rHplic11r1ó11 

(V11renholz y col. l!.HJ:3), no SP 1~nruentran los g~nPs qw .. codificau µara la.s 

subunid~clPs G y 8 d1• la ATl'asa. solo ti1•nf' frps tHN,\s !l\l,W,q1, lu <¡IH' Pxplicaria 1•11 

rmrtu porqué su uso de codonps l~ .... tú cornp1eti.lmeute se~gacfo, l'llJS HN'A ribosoma1P~ 

cst:in frt=tgmentado:; en módulo:;, tiene un g1•m• con hr1rno!ogía n una trnnscriptm;a 

n•versa, y no se C"nl'Ut>ntran pn_ist>nt.t•:. lPs gPnt>!" Qltfl l'odifit·11r1 para la~ .subunidadPs 

11y111 de la citorromn e o~iclasa Olo<'r y Gray 198.~I. 

A pesar dt•l estmJio tan dt>talla1lo dP1 ge1111111a mi1ucon<lrinl rlP Chlumyclo11w11us 

reillharútii, Jos {'omplPjm; rnitocundd;il<·:- rw s~ han podido 1•studiar coll taJJ1o dPtallt• 

a nivel hioquimico, ptws todns ia~ preparacjonPs aµarecc·n eont.aminacla.r.; con 

proteinns de cJoropla.'ito {:\t.tPi,1 y coi. lV!J~: AttPia, HHM J. Por t~·"'º creemos qtH• 

Pniytnmd/a, siendo un al~c.i :.in dorupla.~t1•s. ¡JJ"t~:.;~nta la gran v~ntaja df~ que su~ 

complejos mitocnndrinll's St! pu1·deu aiglar :-:in rontnrnimtciones con relath·a forilidad. 

DP t~sla maUl•rn S(' pur•df> hac1~r un p,.;t.udio conjunto dC' Jos c·omplejw; 111itoco11drialcis, 

así como rlP In:-; gi~rn·s qul' lo .... codiiican. 
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Fi¡:i.1ra 25: Arbol filogenétiro cl1• difert>ntes algas tomnrlo cl1• Rnu111! ( l!J80), lineas 

folo:;intédras •; Jiucas no fntn~intt!ticas _ , línl'm; no dncunwntadns __ ~ IJ, 

llinoíla¡:t!ludos, E, Euglcnoides; C, Chysofitu; Cr, Cryolifitu: B, Ui1dllariofit11; 

X, Xanthofitu; Eu, F.ustigmatofita; Chl, Chlrofitn; P, Pritsionofita; Ch, 

Churofita; I', Prasinofita; ft, lthodofitn. L" J111ea punt.~ar!a hori:t1rnt;1J indica los 

eventos Pndnshnliiútiru~ que diPron origen a lns cloroplastos y H l;ts mitocnndrias. 
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Gmiolecas milucumlrfofoH ele Pol;.·tomella spp: 

Los gcnomu~ mitocnruirir11Ps dt· otra!-i especie~ cercnrlétlll1!nt1~ rP.JacionadHs con 

ChlamydtJ1tumn.i..· rl'inhardtii como son Ch/an1ydotncmo..'i m1ww11sii y Cldamydomo1ws 

1!ugaml'tw; también han sido car<1ctrrizndos. Esto:-; genorn:::ts son ci rcuhircs y un poco 

mas grandes que "1 de Ch/amydo1111m<Js r1·i11hardtii: 22 Kh en el """" de 

Chlnmydo111011as ll/IH'IC11sii (Lee y rnl. 19911 y 2·1 Kb en .,1 '"'·"' dP Cl1/umydtm1011us 

eu#ametos <Denov;in-\Vright y Lt!t'. JHU21. Lo!'t g1mo111a:-; rnitocondrjaltt.s de estos 

organismos comparten rararterístic; .. s !"iruilarPs como son la pre~C'ncia dC1 RNAs 

rihosomale.-; fntgmentados y la ausench-t clf\ intron1·."'· rtlllHJUP su organización l'S un 

poco diferPntc <figura 2Gi. En los estudios d" los genomas rnitocondrialr.s de 

Chlam)'cioniwws 11u~u·usii y Chlamydomrl/las cugamt•/os :-;p han Jocali~ado los gene." 

cob, coxl, ruull, ruu/2, nadfi, rt/, utilizando como sondas los genes de C. rf'inlwrdtii. 

Hasta ahora no sP. h;1 C"ncontrado hihridal'ici11 con los gerlP!-' atpfi y ,·o:r2 dl• tri~o, :t~í 

corno tampoco .se ha lo<'alizr1do p) g~rw nwlfi con Ja . ..;onda de C. rf'inlrnrdtii. fLp1~ y col. 

1991 y De1111\'an-Wright y Lee l!l!l21. Aunqm• el orden d" lo' genes lornlizaclos haota 

ahora en esta::; dos es¡n~riPh ! figura ~61 difiPrPll dt:'J arrPglo que pre.s1!rltnn en p) 

genoma mitnconrlrial df' Chlum.vdonuma.'> rcinlwrdtti lfigur;:l Rl, todos Jos drito:-

indican que los gcnumas mitoeondri.11l".:' tuviProri un origPn tomún. Nosotros h'lll'lllos 

e] intertis de estudiar :;i /'o/ytmnd/a f::fJfJ. rompartr el mi:-;mo origC'n mítocunrlrial quP 

estas t~sµecies, t.!s <h~l'ir, !-ii la nrganizariiin y las ranH't~ristica:-; dfl su genurrw 

111it11ccmdrial son sin1ilan.•:-o. 

En el pre~mntt' trnlrnjn, purificamoi; por primPra v1~z p] DNA rnitoconrlrial ch• 

J1nlytmnella spp. Construimos tre~ hanro . .; con diferP.ntC's C!11zima~ dt~ reslriccicin, 

encontrumos que Ja suma rlP los fragruentos dan un total dP :12 :t 2 I<.h. R:4t.· ta111af10 

l'S ~igriifiratiYamenle mayor qUt~ 1~1 ONA mitncondrial di• r1i1amydomonas rcinhardtii 

15.8 J{h (fi¡:urn Hl !:'llirha .. lis y col. l!l!JOI. l.lt• la" ·I~ clon,1:< po:<Íl.Í\'a,; quc· uht.U\'Ílllo8, 

In clona l ele la ¡.:enol•'<':t dP //indlll amplific1i 11n proúuclo d1• l'CR dt' 1.1 Kb ro11 l•is 

d~soxiolil-{ofllH.'lt>t'1tiilos di;:.;t . .'ilado~ para p) gP.ne cuxl. por In qut· dl'cidirnos .:it!CIWJll'iar 

P.n ~u tntéllidad p:-;t:1 dona. 
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/,a clona /del buncu de Hindlll tiene en un extremo un fragmenln del g1'1W nad.J y 

en el otro extremo unri secu1!nciH qtw presenta tmn altn similitud ron e] frab,TJnento 

7 de la suhunirlarl grande dPl RNA rihnsomul lrrn71 de C. rd11ilurdtii !figura Jii). La 

siinilitud en la srct11mcia con este frag-mPntu no~ hace pensar que probul>lementc los 

RNA ribosomalcs de /'o/ytomt'/la tamhi~n estan frai;mentarlos. Por otro lado la 

sccuendn de <le est<1 cJon,a J1rP:iP.llta caractt~rist icas interesantes, pues nl igual qtw el 

gt!llutna mitocondrial <le C. rei11hardtii. nn contienP int.rorws ni regiones intergdnicns. 

Esto su~ÍPTP quP t?I genornn mitocondrial d~ JJofytomella tient~ uno organización 

similnr a} <IP la!" Clamyriomrmas y tamhil~n intlicH que amÜHs especies estün 

ustrt.1clwme11tc relacionada~. 

Sin embargo, Jns tres gt.1notoríls pílrr>ct1n tt~ner un tarnaiw aproximado de :J2 Kb, 

rnayor que el del genoma mitm.:ondrial <ll• r.. cugametos <24 Kh 1. Por otra parte, las 

6 donas que hemos envia<lo a st!cu1•rwiar a la !JnivPrsidad rle YalP (tre;; del banco de 

llinrllll y lrPs dd hanrn de EcoHI de ilproxirnadarnnntP l..5 h.'h cacl;i clona) no 

p1·esentan ~dmilit.urf con el 1-wnomn rnitocondrial de Chlamydonwnas reiflharútii en 

P.l análisis que hemos realizado hasta ahora. Est.n sug-ien..1 quP podrían ~l!r regiorws 

interg¡;nicas o bien iutrone,;, ya que alguno;; mórlulos c!P los HNAs ribnsornalt!s de C'. 

nux·wusii til'f1t•n int rmws. Si11 embargo. IH d1.1)1a l dPJ ÜíUICo do f/ind111 Jlfl presenta 

regiones intcrgénicas ni intrurws, como mPncionamo!'> :u1tPt·iornwnw. Una Pxplicaciún 

aHPrnativa a estos datos St!ria qu1! Jos bancos est<:in contnmin~dos con UNA nuclear. 

lo que aumentarin el tam:iho aparentP del genom;i mitocondriaJ; ¡wusauws qUt~ l·~ta 

cnnt;uniirndlin podrin dehL·rsL• a una digpstion incompleta del IJNJ\ nuclt.•;u· por la 

DNAsa 11, en ln purifir¡;dtin d1•l DNA mirorn11drial (figura 111 y que no Sl' haya 

degrañadn romp1PtanrnnfP PI D!\1:\ rnH.:IPar PJ11~1 momP11to de ah,lar Jas mitotonc.lna.s, 

contaminando a:;i el lJNA u1itoconrlrinl. A!"I mi:;mu, l'ítlJl' la posibilid:ul c]p qw• h1s 

mitnrondrias ohtt•rii<hts no hayan f'stado rorupll'tam1~nft• s1dladn!-l, y qo1• la DN1\sa 

halln digeridu pnrcialrnentf' el ll:\A rnitorondrial, r)p tal m:rn•'TH qtr<' l;is li"llott•c;¡s no 

r.s:ttin 100,.; rnprPSPntadas. 

Para poder tli~ct•r11ir t:wtt·p la ln pn•;:;encia de:.~ n·gionf.'~ intergtinie:is 1 intrnrwR o 

contaminaciom•s con DNA 11ud1•ar, Sl' m·1.:1·:..ili1 hacer un 1:1mili~b mtis exhausti\'u dn 
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l•rn tre~ ¡¡enotl'cas, il~i· como prPpanir DNA mitocondrial por métodos alt~rnativo,, 

como scrfn la purifica1·irín d!' llNA total y la scpnraci1'ir1 de IM difPrcntcs tiµos de UNA 

con un graclif!nte dn rloru1·0 d" cc~io con bishenzimida <llndspcth y col. 1982). Es 

ncce.surio conHtruir nuevn.s gcnott•cas rarPntf:ls d~ <'Ontrnninadoncs y volv1ff a 

detl!rminar el tamafw del genoma mitocondrial, ARí mismo, .Sf' reqUÍl!re lol'alizé-tr ron 

sondas de C. rl'inhanltii otro~ gt•nPs c-n Jn.s ~cnolecas mitoconrlrinle:; cif' 110/ytomel!a 

y secucncíarlo:; 1 par:1 porh~r completar el nnülisis comparativo. 

El gene coxJ: 

La secuencia dd g .. rwmx/ dP l50G nuclcótidos 1¡111> n•portamo~ en este trabajo 

{figura 16J, predice una proterna d., 50~ r<>siduM \figura 17! y codifica para la 

sulmnidad l O(' la citocro1110 e oxidasa di' Pnlytoml'lla. El perfil d1• hidropatía predict• 

la presencia tlt- 12 crucct=. tran:itnC"mhranale:-;~ con Pl"te anRlisiR pudimos hact!r p) 

modelo de la figura IR, donde se muestran las s"is histidina,; conservadas: la IlislO(i 

en In hélice 11 y la l lis·l2 l l'll la hélice X que unen ni lwmo n lwxrn:.,ordinado dP hajn 

spin, así como, la llis333 y la llis:J~4 4\ll' um'n al Cu1,. Tainbi1'11 se t·ncuPntnrn 

presentes la llis1 Hl que une al he11111 tipo a, (lt'lllan•ordinado de alto spin y la lfi~~8·1 

t¡lll' une al Cu,,. tTrmnpower y GPnnis l9fJ4 l. 

El an:l1isis eompar·ntivo con t~1 1-{t~rw cnx 1 ch• Ch!nmyclwr1ona~. nw11stra una 

similitud dt' 1111% y 1111<1 identidad dt' 78'.';, i.~tt· porcentaje t<1n alto sugier<• r¡u1•, rn 

efecto, e~tHH rlns espN·ies se enctwntran estrt•ch;:imcnte rdacionadnH entrP ::;i. 

Por otrn parlt•, el uso de eodcuw~ del gt•JIL' c'ox/ (tabla f) muestra alguna:-; 

difer~nrias inten•sanh'8 entn• ambas t•spt.•tíPs, e:<istt.•n corlnrw;o; comph•tam"ntt• 

au::.mnt•!S m1 Chlamyr/nmn11as r~'i.nhurdtu qtw ~i cstnn pre."il'JJte:-; Pn l'olytrmwlla. 

siendo la' diforcncins má>' dt»<tacadoA en Jo; codones: lHJ1\ tl~ul Po/ytomella 16, 

Chlr1111ydo111011<rn O; CUC Cleu\ l'vlytoml'/la :lO, Ch/amydo11w11aH 1; GGA Cglyl 

Pnlytomdla IK, ('hlcu11yclom011us O, aunque hay algurrnfi otr3¡;; difo·rr.11das menores 
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(ver tabla]). Muy interesante resulta el hecho de c¡ue no exi•te el caRn contrario, en 

el cual Clz/a111ydo111onas utiliz!' un codon que 1'0/yto111l'i/a no utilice. Fuera ele estas· 

diferencias, podrimnus decir que d uso de codont~H en arnlrns l~specie;.; es muy similar. 

Podríamos t1sµccular un ptH'O y pensar que el U!-io de endones t:'ll Chlrzmydomnna." e!it.é-í 

rnuy sesgado porque su J .. !l'nmnH rnitocondrial ~ólo tiPnr. tres tRNAs lW,l\f;Ql, ésto 

implica c¡ur tiene qur importar al meno;; 18 tHNAs clc·I nticlPn, por lo tanto.,¡ uso e}., 

cocloncs es muy restrin¡¡ido. I~n el rnsn dt• l'o/ytnm<'iln, no sabemm; cunntos tHN:\s 

estün cmlificadn:; en su g1~noma mitoeondrial, tal vez codifica para mús tHNAs que 

Chlam.Ydomonas, por lo que aún no ha eliminado el uso de algunos codom··~ en :;us 

prot.,ínas. F:xistP !'Viclrncia muy interesante di:> Ja importación de tRNAs a la 

mitoronclria: Srhnl'iclcr y col. 119\J4) han establecido un sistema i11 vim t!ll 

1'rypanosoma brucf.1i, ('011 este :Ütcma y con mutagérwsi!-i dirigida de t.RNAs, han 

demostrado directamente 111 irnportaci1ín rle tRNAs a 111 mitornnclri11. 

El rirbol filog<'nético ifi¡¡ura 19) lmrl.esín del Dr. Spencerl mn los gerws co.r/ el" 

·Hl espel'it!s, nos tnUPstra qur realmentr l'olyto111t'lla y (.'h/a111_wlm11111111s estün 

cstrcchamentL• relacionadas y que muy probablemente compartit~ron el tnismo 

cndosimbionte que di1J origt!ll a las milocondrias. 

Todos estos tintos r<'trnidos apoy11n IH tiwría clr Houncl ( 19801 y el árbol 

filogenético qtw él construyó lJttl'a difon•ntt~s algas lfigura 25>. t\ pHrtir dti PI, 

prupuoso que especit~s cmno J>o/ytwua y PolytomC'lla compnrtie?'on e] mismo origen 

endosimhiótir.o con In r:mrn de Chlam.wlommws y qm! s1~ 5Ppararon posteriornwutP 

perdiendo la pared c<'lular y"' ap11rnto fotosintético. Algo similaroc111·n· cnu·c· A.<tasia 

lon¡;a y E11gf1•11a Rnrolis: Astasw e.s u11 f!tint•ro incoloro dl' los eug-lenoidPH, quP ~fl 

St"lJmrci al J>t1 rdPr sus cloroµJn:-;.to y ,-;u aparato foto~inh~tit·o. Los datos quP ohtiPru.•n 

Gorkel .\'col. ( HHM 1 t·on n•:-.pccto al ph-ístido dP A. lmzgn, con una :ilta similitud en 

org-aniiación y ~PCUPllCia :t! 0:\A di> elornp}n~tc1 de 1~·. fil'aci/1 . .;, tambi1!11 ;1poyH11 P~la 

teorin. Seria muy i11t1!J'P:-'ill11t• ai .... Jilr n:-.-·A dP. lo:-> ;1111iplast11:-; dt• Po/ytol'll!'l/u y e~tudiar 
¡.¡j solarru~ntP perdió Jo~ gPnt\.;, d1:-I :ip:irato folo$intütiru l'Oll rP:-;fJ1•cto a lo~ l'loroplastos 

de ('hla111ydo111cmtls. 
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La senwncia ch..t gew• nu:l dí• / 10/ytonu•llfl no prP::.Pnta ninguna característica 

en particulnr compar;idt'l con otríls sc•ctwnrins rl•portadas; t':-;W ~l'llf' t~Rt~·1 altamente 

conset·vado en todas las espt~cies e:-:.ludiachi:; hasta o.hora, ps decir! ni ,...¡ coxl de 

Polytomdla ni el cox I de r:ldrw1.\dmnruw,.,· tienen aJgunn cartlCll'rÍ!-itica que noH hagHn 

pernmr quP 1 ienen '1lgun~1 función Pxtra ad1•111;~s di' Jas ya ronoriclas para otras 

cit.ocromo e oxida,:.;a:-. íTntlllJWWl'r y Cf'nni!" J!J!M J. Sin Ptnh::irgo. rt•stiltn muy 

intnrt"'!santí.> l'I hecho ck quP l'I gt•Jlf.llJliJ rmtonindri;il de· ('hlnmydommrns n.'i11hunltii 

carece cfo los J{enes co:r2 y t.'o.l.·.'~ <Bm·r y Gray IHSHI, fJUP son indisµensahlPs para Ja 

funriim efe Ja citocromo e· oxidasn. Una pu=;ibilidm.I es qtw estos J.wnes no existiernn 

en Cltlan1ydnmonas y que d g1~rn~ cox l codificara 1mrtl unn 5ubunidad J con 

caraclf!ríst.ka:-: difP.rtir1tps a IHs dPscritrt~ hn~tíl ahora. por ('jt~mpJo <pu.· tuviPra t~I .sjt.io 

de unión al Cu". El geue que codifira para la suh11niclacl !! dP la citnrrnmo e oxidnsa 

no está: presente t~n el gt>noma mitorondrial dP C'hlamydomonas rdnlwrcltu, por Jo 

que este 1-{l!JW dPlwría prn·ontrar:·H" t•n P] ntích•n. E::.ta hipók,:.;.b .-;i· apoya PI\ PI '-'·"ludio 

reHli1.ado por Nu11gn1t. y l'nlme>r 119!)) 1 co11 \•nrw~ Jegummosa~. doncil~ pnc·ontraron 

quC' en el chícharo e.xi:-;t11 una ropia cid gt>IH• cox2 t.Hrifo rn la miroco11drü1 corno en td 

rnídeo, siendo Ja copia 111itocnndriíll la tinic;¡ que se PXpn·~a. En :-:.oyn. al igual c¡uP 

en frijol, este gene se t'IH't1t•ntr11 en amlu1s D:\'As. ¡>Pro la ropw qur· H• expl'f'sa es Ja 

nuclear. En otras 1t~gu111ino~as. sin P111hal'go. Ja copia del gt•tw 111itocondri;-il 

de~apareci(1 y .•mio qt1Pda unri ropi;1 1•n Pi mídeo, tal I'!-. t'l t·a~n ch•l frijol UHlllJ{º y pj 

caupí (PSJ1P<'iP dP garbanzal. Con l':'ll' l'studio .st~ pudo construir una rt"'prPsent<tción 

csquemfitica dcmde :w mu1•...;tra11 Jos diff•n•nt1·~ P:-itHdios d(• ltt trtUl:'fL·n·nl'ia d1 1l g't~rwma 

mitocondrial HI gPrwmn mrrlrm· dt~J g(•fte CtU.:! 1I\'ur1gPnt y Palrr11!r. HH11~ Cuvello y 

Gray, J992) (figura ~7). Para ma_yor informaciún :;ohrl' Ja tran.sh·rc111:ia dP gcntts 

mitocnncfrialei; al mielen en plnntil:< ;uperion" , . .,r {Jr.,nni<'ke y cnl.f l!J~J:l 1. 

Todnvia nn podemos dt• .... t'artar la po~ihilidnd ch~ que el gt'lll' ,·ox2 e;;tü prt!:O:Plltf' 

en L'l genoma J11itoc011drial dl• l,o/yto1111•/lr1, lo flllf' implicar-in qut• Ja t.ransfi·n·rn·ia dP 

t~l"tt<! gt>rW al nüC'leo dP rh/amydm11c11ws flH.'edi(1 <..h•spuP.-. d~ qup /lo/ytmnrl/n sr~ Sl'IXIrcJ 

de esta e:-pl'rie, qtH' "'~'"' .,¡ úrfrnl filogenétiro dt· lfounrl 119~01 fup un evtHJt.o 

l'VrJluti\'o relHti\·111111•ntP n•rirntí·. 
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gene RNA 

pérdida mt nu mt nu 

caupí + + 
coxll nu <6) 
coxllmt <Y> frijol mungo + + 

\ frijol común + + + 
lnmsferencin 

\, soya + + + 

chícharo + + + 

l<'igura 27: Hcprescntución esquemática de los eventos de lrunsforencia del gene cox2, 

durante Ju evolución de las angiospermas; (&), activación; !•), innctivación. 

Tomado de Nungcnt y Pnlmcr (1991). 
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El cilocromo I>: 

Con la n~accicln t!n cadena de In polimerasa, usando como molde- el DNA 

mitocnndríal dP Polytomella, tambiCn pudimos amplifi(.'ar un fragmenlü del citocromo 

h. En un principio pensamos que cstl' fragmento poclria tener nn intrón, ya que el 

tamai10 del producto d" l'CR <'ni alrPtlt•dor dr.• ~(JI) nudL•ótitlos IIHiH ¡;rande d" lo 

esperado. Al obteni~r la sprtJPrwia rl(' este producto, ohst~rvamos qnf' no conticnC" 

intrones y que el motivo pur el ('Ual el fra¡;mento fue mayor que lo espcrndo !de 811 

nucleótirlos) es qw~ 1~l mismo oligonudP6tido diseñado en la regiün extrenrnrlamfmtr 

conservada PEWY, fie alinPó en ambm; lado, dP la rl'atcitin: en l'l extremo 3' el" 

manera e!-'pecífka y en L'l t•xtrcino 5' dt• ttHtnPra inp,.;pprífic;¡. En el t~xtn~mo fi' :if' 

obtuvo la seruf'nrin dt>I l'itocro1110 h Pll PI nut'lcOtidu 27. e..; <ll!cir a partir del 

aminoácido 9, por lo que sólo nos faltan alrt~dednr dt~ !J aminmícidos para ('Onocer la 

metionina inir.ia1. Jo;.sta secuenl'Ía, como Pro dP t>:->¡wrarsr, tamhit''.n tit•tw una similitud 

muy alta con el g1•1w del citocrnmo u di' C:hla111ydw11011as C78~r) (figura 231. Esta 

segunda sec1w11cia de un gene mitocondrial dt~ J>olytm11dla nos confirma la ich•a dt• 

que ambos 01",.:inismos tuvit!rtlll t!I mbnm origt'n mitnrondrial. 

El citocromo h l'S un gPnP muy conservado a lo largo de toclíls hu.; rnmas 

evolutiva y PxistPH alrPdPrlor de HOO n•porle:-> t•n la litt~ratura ele Sl•cucncias dt! estt• 

gtim~ (Dt>gli f:sposti y rol HlD3; Trumpm\'Pr y Genni;;. HHM 1. Nu:-;utros consir1Pramo:; 

que es in<lispPnsahlt:' sel'tu.•ncinr esll' J{Cfll' para caractt·rizar fll genoma mitocondrial 

<lH cualquier orgnnismn. Al :-;¡!r un gt!nt1 t.rin CiJnscrvado, .se purd1~n contniir árboles 

filogenéticos y dt~ esta manC'r:t poclrmo~ uh!car a la Pu!ytcmwlla romo In hicimos cnn 

el gerlt' co.t/. EstP tipo dl' analisis Sl'rJU llll Plemento más df' apoyo l'll la dasifiración 

d1~ Polytnm1•/la rl1·nt ro dl· la familia C:lal:t111ycl(1tnorwdal·1..•a. Por otra partP, p) eRtudio 

ck• mutagénesis dirigida tan dPt:tll.1rlo · •llf' cxi:;tp para organisrno:; C'orno S. Cf!rcuisiae, 

nos permite pn~dPt'ir al1~u11as caradcnst.icas qt11:.• puf'de presentar el d1ocrmno h clé 

l'o!ytmnella. 

La secuPrll'iéi rlPl fragmento c!Pl citrn-r1111111 h c]p Polyton/l'llll spp. pn~~mntH IRR 
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cuatro f1istidin¡is invarinhle=-- r¡tte trnr-n a los dos grupo humo de Jo:; cilol'romo h.<ir.ri y 

b,". Estas histidina' ,;e i:ncuentran "n la hélice dennminadn B (His82, I-lis96 en S. 

ccrel'isiae) y en la helic:e denominadn D (llisl83, His197) (Dcgli Esposti y col, lll!l:ll. 

La 5ecuencia presenta un cambio de una alanina conservadH en muchos organismos 

por una serin::i en la posición 194. Esla serina cstú prei;ente tanto en Pnlytnmella spp. 

como en C. rPinlwrdtii. Esti: cambio pued" mnforirll! un 111nhiPnh• cliferPntc al hcmo 

b,,60 • Esto puede explicar el comportarniPnto esp!!ctroHcópico del citocromo h. en 

particular, un corrimiento hacia el rojo d<· 8 nm observado en el complejo be, 

purificado IGntiPrréz.Cirlos y col. 199•11. Por otra parte, lH nlanina 194 está 

involucradn en la ;111iún del inhibidnr funiculosina. fü cambio de ,\ .. SJ!M "" el 

citocromo h de Po/ytome/la spp. predice que el complejo he 1 de Poste organismo 

presentará uníl spnsibilidad menor a funiculosina en com1H1rnción ni complejo bc 1 de 

otras especies. 

Nos paret'P muy interesante que la Sf!rina 104 t;unbién rf'tíi presente en 

Schiznsnccharomyces pum/u, r Lang y col. ln8fii y Pn nlgunas c:>Spl'cies de plantas. En 

el árbol filogenético que pudimo~ construir para DI 1~ene roxl, eJ organismo mñs 

cPrt·ano a Pulytomcl/a dcspues de Ch/11mydo11w11a.~ fup Schiwsaccharomyc"s prmilw. 

La scrirw en la posirii'1n 194 c)p] citncromo b C'll las trl'~ especies parece ron firmar esta 

posición en L'I árbol filogenPtico, aunquo neccsitnmo.~ tt>lll'r ,.¡ gt~rw cornpl1~to para 

poder construir olro t"irLo1 filogcnetico Uasm.lo tm eJ c:itorromo b. 

Otra c¿tractrrística tfUP enrontramos muy intcresanle es la au!'iencia de 10 

aminoácidos pn Ja st!t'lWn<'in drl ritocronw b d~ /'n/ytome/la, P~tos l O rP:·dduos si C'stán 

presentes Pn e! gene del cilorromo de Chlamyd<>mflnas reinhardtii ldel a111ino;íciclo 

205 al 21G), pn•l'i!-iauwntt"" pn p) asa qu~ Ullt' Ja~ }11ilirf's D y E, pn el lacio negativo de 

la nwmbrana IDegli E'posti .v col. 19931. En !;1 h1'lin· O"" 1•ncuentrnn la' histidina" 

t'nnst~rvndas Hisl83 ü Hisl97 . por Jo qut• pPnsamos quP In au~eucia d(~ Jos diPZ 

residuos tamhién podria modificar PI an1bit'lltt• dt• unirJ11 cil'l citocromo hr.·••·· 
llra:.;st•tlr y rol. e 19921 reporlaron un P;..;tudio dL• mutélgc.'n('si:-; t.lirig-ida Hn eJ 

citorrornn b <le S. Cí'Tl'l'isim.·, dondt> cambian ('] aspartico en Ju posicic'in 208, por una 

liro:-;ina o una li~ina, incremC'ntando así Ja r1!sistP.nCiH a ll(l~O 12 \'C'Ces. Este estudio 
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nos parl·L't• dP part1rulnr interc's, ¡.me." ~1 citurromu b dl' J>n!ytoml'lla 11n prest>ntn un 

a:;pártko en la posición ~ü8. l's uno de lus dif~t aminoücidos au~enlcs comparado con 

d dtocromo b de Chlamyc/umomtF- y otra~ c:;peciP:-;. Por lo tnnto la st~CUl'llCiit obtenida 

tarnbión predice una resistt'!ll'Ía incn~mcutada nl llqNO €~11 el l'omplejo bc1 de 

Polyto111e/la spp. 

Por otra parte, la región df)ndt) i'o/.vtomt.•lla spp. cnrl'c1~ dP estos dit~z 

aminmícido:-; t!!-i ju:->tamt~nh~ dondr los gPnt~s dP doroplasto qlw l'Odifinui para PI 

citocromo b, y la subuniclad IV del complejo bof se dividen !Cramer y col.1994; llegli 

Espo,li y col.1993). En los cloroplastos ti" plantas p] complt:in bJcs el ho1111iloi.:o iJpf 

compfojo bc1 mitucondrial. J~J citorronw h, tit'.nt' algu11m; carnctPri:>ticas part.iculnn .. s, 

el gen~ estfi dividido f!n dos partes< PS hiei~trónieol dando Jugar a Ja:-: dos subunidndcs 

antes menciunaclíts. La pri1111.•ra ~ubunidad e.-; la denominada bu, con 214 rPsiduos .Y 

con un peso molecular de 24 kD. La >enwnri¡¡ rf P clrmipl~sto de Psta suhuniclad 

equivale del aminoácido 1 al 210 del ritoeromo b mitoco11drial de! 8. cereuisiae 

<Nnhr~~a y Tzagaloff, 1980) y 1~~ do11dt> m .. lar1 pn"sl'ritt•s las l~lHtt.ro hist.idinas 

conservadHs que unen a )ns hPmos 1TrumpowP.r y GenniF-, l!HMJ. La sP.gunda 

subunirlacl, ""la suhunidarl IV. dl' WO rPsirluos y con nn po>o11 molccular dP alrededor 

cfo 17 kD. La Ht!CUt1neia dt• c:lor11plast11 dt• e~tn suhunidad 1•quivalt~ d1!l HminoHcido 22·1 

al :J50 clHI citorrorno h rnitocondrial (Pn S. <'<'r1•1·isicw1. 

Este dato uo~ parece muy i11lt~rp~;ante, ya qul' ptwde indicar qLil' esta rP¡rifln no 

t~s indi~pPnMthlP ¡rnra lH funt'iún de) citocromo b. pues no está presente ni en 

Polytomdla ni en Jos gmte~ d1~ doropla~tos; prol>alilPnwntt• un éirlCl~~tro dt>l gm11~ 

completo dió lugar a las <los ge1w:-: l~ll cloropla:-.to. 

Para podPr sPguir analizt1ndo la S(•CIH:11eia dt.•l citpcrnnw h y pcich~r hact•r otras 

comparacjones, neL·es1ta1110~ d 1-{Pnt• romph•to. P;-1rn ohtenPrlu, \'e-uno~ a utiliz;.ir como 

~ondn el prndul'to de PCR hiotinilado y \':uno.~ n bu:-:car en Ja;.; trci=' gcnotecas que 

ten~mns con la 1e1.•nic;1 dP So11t)wr11. busl'arulfl una clona po:-.itint. 
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CONCLUSIONES. 

-Hemos construido tres gcnoll:'cas de DNA mitocondrial del organismo J>olytnmdln 

spp. Con estas genotc,:as pu<lPnws estimar qtw el genoma mitocondrial cfo Polytoml'/la 

spp. mide alrededor d1• :l2 Kh. 

-Por medio de la reacción en cadena de la polimerasa p111limos idPntifica1· la clona en 

Ja ¡:ennteca dP Tlilidlll que tiene el gene coxl cumpleto, 4tw codifica para la 

suhunidad 1 de~ la citocrouw c.: oxidu¡.;a, 

-SccuencinmoH completamentP el gl'JW cox 1 dt• J>olyto111ella y comprobamos que tit~rn~ 

una alta similitud 188'.'él con su honuílo¡:o en C. rei11/umllii. 

- J ,a prolPinn qui• codifica el gene cor J de l'uly1umella spp. no presenta caractr.risticas 

estructuralt:'~ peculiares. La similitud de estos genes l'on los genés de otrus especjc=-

nos hacen pensar que la citncromn e nxidrts:-t rlP Polytomrlla s¡>fJ. c.lehe tener las 

suhunidaclt>s IJ y JJI. Quc·dn por estudiar si c:;ta.s :mhunidacl1•.s .s1~ tml'UPntran 

codificarlas en el genoma n11cl.,;1r o 1•n PI rnitornnclrial. 

· Amplificamos un fragmento del l:<'lll' di' citocrorno h por PCH, usando romo moldl' 

el DNA 1nitol'o11drial clP Polytomelln spp.: C'SlP producto M' donü y st~ sec11Pneic'1. 

·l. ti .st~t·twnria del produrto dl• PCH del fragnwnto del c:itocrmno h, por su Jlltrtl', 

tatnhién ti('JlC Un¡t alta ;-;imilitud Cilll i'J titm 101111111 dt" rJi/a111.\·ciomoflflS { 781 f-J, aUllqlll' 

pudnno.s Pnrontrttr alguna:-; rlifr•rllnCÍ:l!-i intcre . .;;ant(•.:i, ¡,h'fili1.ada:-. prinf'ipalrnPntf' "n 

el asa que une n las hélice~ D y E. 

-El hecho de Qllt! la st•cuenl'ia th~l fragmpnto cll•I citocromo b tenga el a:-;a <~ntre las 

hc>lil'P.s D y F. m;h; corta nos pnrecf' de es1wcial intt!n!!-., pt1Ps cnr~c:" rh~l asp:lrtirn 
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N208 qu" estii involuc'!'ado c11 la se11sihilidHrl ele l!QNO, por lu que podernos predecir· 

qnP la sensibilidad a e.'itt! inhihiilor se verá moclificacla en el citocrumu b di' 

l'olytomd/a spp. Aclc>m1is es posible que la aURt!ncia de los diez residuos junto con el 

cambio de una alanirrn (conservadn t!U mucho~ organiRmosJ µur una :;;erina (como en 

nlb'Ullas plantas) explique el corrimiento h:1ria el rojo del pico " cm el ~spectro del 

citocromo b de Po/y/0111r•lla s¡1¡1. rGutiérrcz-t:irlos y col l!l!J.l J. 
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