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Resumen

Los genomas mitocondriales son moléculas de DNA, generaimente circulares,
cuyas caracteristicas de tamarfo y estructura son muy variables entre los organismos de
diferentes especies. En ellos se han conservado genes que codifican proteinas de la
cadena respiratoria altamente hidrofobicas cuya estructura presenta varios cruces
transmembranales. Los genes mitocondriales son utilizados frecuentemente como
marcadores moleculares que permiten esclarecer la historia evolutiva de grupos de
organismos, ya que en algunos casos presentan una tasa de mutacion alta con respecto
a los genes nucleares y por lo tanto es posible observar diferencias significativas en

especies que se separaron recientemente desde el punto de vista filogenético.

Los organismos del género Polytomella son algas no fotosintéticas localizadas
taxonomicamente dentro de la familia Chlamydomonadaceae y se distinguen de!l resto de
los miembros de la familia por carecer de cloroplastos y pared celular. Recientemente se
han propuesto como modelo para estudiar los complejos respiratorios de las
Chlamydomonadaceas ya que es posible obtener preparaciones mitocondriales libres de

contaminantes de cloroplastos.

En este frabajo caracterizamos el gen citb y el gen nd4 de Polytornelfa spp. El gen
citb que codifica para el citocromo b contiene 1113 nucledtidos que permiten deducir una
secuencia peptidica de 371 aminoacidos. Esta secuencia presenta un 78% de similitud
y un 56% de identidad con la proteina homoéloga de Chlamydomonas reinhardtii. En la
secuencia peptidica de Polytomella spp. se observa que en la posicion 36 existe una
serina en lugar de una alanina y en la posiciéon 114 una tirosina en lugar de un triptofano.
Estos dos cambios en aminoacidos muy conservados en otras especies podrian explicar
tanto el corrimiento hacia el rojo como la bidentacion observados en espectro de

absorcion del complejo be, de este organismo.



El gen nd4 que codifica para la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa tiene un
tamano de 1365 nucledtidos que permiten deducir una secuencia de 455 residuos de
aminoacidos. Esta secuencia presenta un 63% de similitud y un 40% de identidad con la
secuencia reportada para Chlamydomonas reinhardtii. Se observa una modificacion en
el aminoacido 340 en donde en lugar de encontrar una arginina, existe una asparagina.
En el presente trabajo se propone este aminodcido podria estar involucrado de alguna
manera en la resistencia a rotenona que presenta la cadena respiratoria de Polytomella

spp.

Los resultados obtenidos en las comparaciones de los genes citb y nd4, permiten
confirmar que los organismos del género Polyfomella se encuentran estrechamente
relacionados con los del género Chiamydomonas.



Introducciéon

Las mitocondrias ocupan un gran porcentaje del volumen citoplasmico de la
mayoria de las células eucariontes. Estos organeios han jugado un papel fundamental en
la evolucion de los organismos, ya que sin ellos los individuos seguirian dependiendo de
la glucélisis como fuente de ATP. El piruvato, producto final de la glucélisis, es
transportado a la mitocondria en donde es oxidado por oxigeno molecular a CO, y H,0.
La energia liberada produce alrededor de 30 moléculas de ATP por cada molécula de
glucosa oxidada. Las mitocondrias son organelos usualmente cilindricos con un diametro
de entre 0.5y 1.0 um, sin embargo son extremadamente méviles y plasticos, por lo que
pueden cambiar su forma e incluso fusionarse entre ellas. El movimiento mitocondrial en
las células esta determinado por los microtibulos a los cuales se encuentran asociadas
y es especifico para cada tipo celular (Ernster, 1981).

Cada mitocondria se encuenira compartamentalizada por dos membranas
altamente especializadas, ambas crean dos regiones mitocondriales separadas: la matriz
interna y el espacio intermembranal. La membrana externa contiene una gran cantidad
de proteinas transportadoras llamadas porinas, que forman grandes canales a través de
la bicapa lipidica. Estos canales permiten la entrada de numerosas moléculas de hasta
5000 daltones, por lo que el espacio intermembranal es quimicamente equivalente al
citosol en cuanto a meléculas pequefias se refiere. La membrana interna es altamente
especializada, contiene una alta proporcion de cardiolipina que se compone de cuatro
acidos grasos y probablemente confiere la impermeabilidad de la membrana hacia los
iones. Contiene también una gran cantidad de proteinas transportadoras que la hacen
selectivamente permeable a aquellas moléculas peguefias que seran metabolizadas o

gque son requeridas por alguna de las enzimas mitocondriales.

Las rutas metabdlicas mas importantes gue suceden en la mitocondria son: el ciclo

de los acidos tricarboxilicos; la degradacion de acidos grasos (B-oxidacidn) y la



fosforilacidén oxidativa, que permite la formacidén de ATP. La membrana interna se
encuentra altamente plegada, formande una serie de invaginaciones conocidas como
crestas mitocondriales. En la matriz mitocondrial se encuentran enzimas que pueden

metabolizar el piruvato y los acidos grasos para producir acetil CoA (Figura 1) (Srere,
1982).

Espacio intermembranal

Matriz mitecondrial
Membrana

extema

Membrana interna

Figura 1. Representacion esquematica de una mitocondria donde se aprecian las dos

membranas que la componen: |a interna y la externa; la matriz mitocondrial y el espacio
intermembranal.



El origen de las mitocondrias

En la Tiera primitiva, la concentracion atmosférica de oxigeno libre fue
aumentando a medida que los organismos fotosintéticos poblaron los océanos existentes;
la aparicion de una atmosfera oxidante permitid el surgimiento de microorganismos
respiradores, que dependian exclusivamente del oxigeno para su metabolismo. La
hipétesis del origen endosimbionte de las mitocondrias propuesta por Margulis (1970),
plantea que las bacterias aerobicas que surgieron y presentaban sistemas respiratorios
similares a los que presentan las mitocondrias, y fueron capaces de establecer una
asociacién que comenzd como casual y se constituyé como permanente con oiras
bacterias anaercbicas de mayor tamaiio que ellas. Para que esta asociacion tuviera éxito,
surgieron algunas modificaciones en ambos organismos. Por un lado, las células
aerobicas desarrollaron tolerancia hacia sus depredadores de manera que pudieran
permanecer durante largos periodos de tiempo en su interior. Por el otro, las células
anaerdbicas debieron desarrollar una membrana que les permitiera proteger su material
genético del oxigeno gue el huésped aerdbico necesitaba para desarrollarse. A pesar de
que estas modificaciones significaban un gran costo para ambos organismos, tambien
se vieron enormemente beneficiadas. Las células huéspedes obtuvieron proteccién de
depredadores y aseguraron su permanencia en un medio estable rico en nutrientes, y las
células hospederas, por su parte, no se encontraban limitadas a vivir en ambientes
anaerdbicos, cuyo nimero iba disminuyendo, y ademas podian aprovechar los productos
energéticos del medio ambiente. Esta asociacion se favorecio paulatinamente, a medida
que el oxigeno atmosférico aumentaba, y en algin momento de la historia, los
hospederos se hicieron completamente dependientes de los que fueron sus parasitos
y los huéspedes renunciaron a [a vida libre convirtiéndose en las primeras mitocondrias
(Margulis, 1893).



Esta hipotesis del origen endosimbionte de los eucariontes no solo se apoya en
evidencias de tipo morfolégico, ya que se han realizado numerosas investigaciones en
las que se observa que las mitocondrias de todos los organismos contienen los
componentes esenciales de los sistemas de replicacion bacterianos, ademas de presentar
su propio DNA, RNAs mensajeros, RNAs de transferencia y ribosomas. Estos Gltimos son
sensibles a los mismos antibidticos que las bacterias aerébicas como el cloramfenicol y

ia estreptomicina (Margulis, 1993).

A pesar de todos los estudios realizados, ha sido dificil establecer cual es el origen
preciso de las mitocondrias, ya que la complejidad y diversidad estructural de los DNAs
presentes en el interior de las mitocondrias ha complicado la recapitulacién de su historia
evolutiva. En primer lugar, los genomas mitocondriales varian enormemente en forma
fisica, tamario, composicion nucleotidica e informacion que contienen, mostrando patrones
de organizacion de genes diferentes en los diferentes eucariontes. Se ha observado
también que los procesos transcripcionales y post-transcripcionales siguen vias
divergentes en los diferentes tipos de eucariontes. Otra caracteristica especial del DNA
mitocondrial es que el codigo genético se desvia del codigo genético "universal” utilizado
por procariontes y eucariontes, y varia también entre las mitocondrias de los diferentes
organismos. Por otro lado, los ribosomas mitocondriales y los RNAs de transferencia son
muy diversos en estructura y en muchos casos no comparten caracteristicas con los que

se encuentran en los procariontes y en el citoplasma de los eucariontes (Gray, 1982).



Genomas mitocondriales

Actuaimente se considera que los genomas mitocondriales representan sélo una
fraccion del genoma del endosimbionte que les dio origen, debido a que a lo largo de la
evolucién, la mayoria de fa informacion genética de] ancestro mitocondrial ha sido
transferida al genoma nuclear, ademas de que parte de la informacion se encontraba en

ambos organismos y por lo tanto una de las copias se elimino sin grandes dificultades.

La disminucion en la cantidad de DNA mitocondrial ha sucedido paulatinamente,
hasta que en la actualidad mas del 80% de las proteinas mitocondriales se codifican en
el genoma nuclear y se importan al interior de la mitocondria desde e! citoplasma.
Brennike {1993) plantea que la transferencia fisica de genes desde la mitocondria hacia
el nlcleo puede ser dividida tedricamente en varios pasos que se resumen en la figura
2. En primer lugar, debe existir una disponikilidad del material genético, ya que, aunque
en principio las unidades genéticas transferibles pueden incluir cualquier region del
genoma mitocondrial, se ha propuesto que pueden ser fragmentos de DNA o moléculas
de RNA, siempre y cuando se encuentren en nimero abundante, de manera que su
ausencia no repercuta en el funcionamiento celular. La migracion de material genético
implica la salida de la mitocondria, gue se ha planteado como resultado de rompimientos
temporales de las membranas mitocondriales. Sin embargo, se ha observado también la
presencia de RNAs de transferencia caracteristicos del genoma nuclear en el interior de
las mitocondrias, lo que indica que el transporte de acidos nucleicos a través de las

membranas mitocondriales sucede continuamente.

El paso fisico final del transporte de material genético es la entrada al nicleo, el
cual ocurre facilmente a través de los poros de la membrana nuclear. Una vez que el
material genético ha entrado a! nicleo, debe insertarse en el genoma nuclear y coordinar
su regulacién y expresion en el nuevo sitio. Entre las modificaciones que deben

incorporarse al gen originalmente mitocondrial dentro del genoma nuclear se pueden



mencionar: j) la adquisicion de una presecuencia que codifigue para un péptido sefial que
permita a la proteina entrar a la mitocondria una vez que fue sintetizada en el citoplasma;
i) deben modificar el uso de codones (si es que era diferente); i) adquirir un nuevo
promotor; iv) una sefal que permita la poliadenilacion y v) adquirir las senales
"sucariontes" para ia unién con ribosomas. Una vez que el gen ha sido activado en el
nicleo, el gen mitocondrial deja de ser necesario y puede ser apagado después de un
cierto periodo de tiempo durante el cual ambos genes son funcionales. Al no ser
necesario, el gen mitocondrial va perdiendo algunos fragmentos hasta que finalmente es
eliminado del genoma mitocondrial. El fenomenco de transferencia de genes sucede
todavia y es posible identificar algunos organismos que presentan lo que podria liamarse
etapas intermedias en el proceso de transferencia de genes (Brennike, 1993).

Los genomas mitocondriales son generalmente moléculas circulares de DNA de
doble cadena superenrrollado, sin histonas y por lo tanto no organizado en nucleosomas.
E! tamano del genoma mitocondrial varia entre los organismos de diferentes especies,
pero es constante dentro de las mitocondrias de los individuos de una especie particular.
En general, los genomas mitocondriales de los animales son mucho mas pequerios que
los de hongos y plantas. Por ejemplo, el genoma mitocondrial de los humanos es de
16,569 pb, y el de Drosophila melanogaster contiene 18,000 pb. En cambio el genoma de
Neurospora crassa es de 60,000 pb y el de Saccharomyces cerevisiae de 75,000pb. Los
genomas mitocondriales de plantas son mucho mayores, desde 250,000 hasta 2 millones
de pb segun la especie. Las diferencias tan grandes en los tamanos de las moléculas
obedecen fundamentalmente a que en los genomas mitocondriales de hongos y plantas
se encuentran muchas regiones de DNA que no codifican para ningdn producto cuya

funcion se desconoce (Russel, 1892).



— Transferencia de una
molécula de acido nucléico

Transcripcién
reversa
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Integracion
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|
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- sitio de unidn a ribosomas
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copia mitocondrial

Eventual pérdida de
la copia mitocondrial

Figura 2. Esquema general de la secuencia de eventos gue suceden durante la

transferencia de informacion genética desde la mitocondria hacia el nicleo. Tomado de
Brennike (1993}.



Aunque el contenido informacional del genoma mitocondrial es muy pequefio en
comparacion con el genoma nuclear, la cantidad relativa de DNA mitocondrial es en
realidad muy alta. Dentro de las mitocondrias existen nucleoides (similares a los
encontrados en las células bacterianas), que son regiones que contienen numerosas
copias del genoma mitocondrial. Las levaduras, por ejemplo, contienen entre 4 y 5
moléculas de DNA por nucleoide y cada mitocondria contiene entre 10 y 30 nucleoides
{Russel, 1992).

En el genoma mitocondrial se han mantenido los genes que codifican para las
proteinas de la cadena respiratoria que son altamente hidrofébicas y presentan varios
cruces transmembranales como el citocromo b {con 8 cruces transmembranaies) y ias
subunidades | y Il de la citocromo ¢ oxidasa {con 12 y 7 cruces transmembranales
respectivamente) (von Heijne, 1986) y los genes de proteinas de un solo cruce
transmembranal se codifican en el genoma nuclear y son transportadas hasta la

membrana interna mitocondrial.

Aunque los genes que se han conservado en el genoma mitocondrial codifican para
proteinas que presentan caracteristicas generales, no existe un patron que explique la
ausencia de genes gque se encuentran en ofros DNAs mitocondriales. Es posible observar
que, en cuanto a genes del complejo | (NADH deshidrogenasa) existen algunos protistas
como Frototheca wickerhamii en los que 8 subunidades de este complejo se encuentran
codificadas en el genoma mitocondrial. En algunos hongos y en los animales se
encuentran los genes que codifican para 7 subunidades (1, 2, 3, 4, 4L, 5y 6). En el resto
de los organismos el nimero de subunidades codificadas para {a NADH deshidragenasa
varia entre 1 y 5, sin que sean los mismos genes los que se encuentran ausentes. Se
observan también casos extremos come el de Saccharomyces cerevisiae en cuyo DNA
mitocondrial no se encuentra ningin gen de este complejo, aunque cabe hacer notar que
estos organismos tampoco cuentan con compiejo | en su cadena respiratoria. Del

complejo il (bec,) se encuentra exclusivamente el gen que codifica para el citocromo by
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este gen se encuentra presente en todos los organismos hasta ahora caracterizados. En
todos los organismos hasta ahora caracterizados se encuentran los genes de las
subunidades |, ll y lli de la citocromo ¢ oxidasa (complejo IV}, excepto en Chlamydomonas
reinhardtii, que sblo presenta el gen que codifica para la subunidad | y algunas plantas
que unicamente presentan dos de las subunidades. En el caso del complejo V/ (ATP
sintetasa) todos los organismos presentan por lo menos uno de los genes que codifican
para las proteinas que lo constituyen, excepto Chlamydomonas reinhardli, que no
presenta ninguno de los genes; por su parte la mayoria de los hongos presentan los tres
genes. Los genomas mitocondriales contienen informacion para RNAs de transferencia
y RNAs ribosomales. Los dos RNAs ribosomates encontrados en los ribosomas
mitocondriales estan codificados por el DNA mitocondrial mientras que las proteinas
ribosomales se encuentran codificadas en el genoma nuclear (Attardi y Schatz, 1988 y
Gray, 1992) (Figura 3).

Es importante conocer la estructura de otros DNAs mitocondriales caracterizados
hasta la fecha para poder tener un marce de referencia con el cual podamos comparar los
resultados que se obtengan. En este sentido, es importante mencionar las caracteristicas
del DNA mitocondrial de tres especies del género Chlamydomonas de los que se tiene

una estructura general: C. reinhardtii, C. moewusiiy C. eugamefos.

El DNA de C.reinhardfi, ejemplifica el genoma mitocondrial de una
Chlamydomonadacea: es un DNA lineal de 15.8 kb extremadamente compacto (con
regiones intergénicas muy pequenas y sin intrones) que contiene los genes que codifican
para 7 proteinas de la cadena respiratoria, 3 RNAs de transferencia y RNAs ribosomales
de la subunidad grande y de la subunidad chica fragmentados en médulos. Los siete
genes que codifican para proteinas de la cadena respiratoria son: nd?, nd2, nd4, nd5,
nd6, citb y cox1. Este genoma tiene caracteristicas muy especiales como son la ausencia
de los genes de las subunidades [l y lll de la citocromo ¢ oxidasa, tampoco se encuentra
ningun gen de la ATPasa ni el gen que codifica para la subunidad lll de la NADH
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deshidrogenasa, que son genes presentes en casi todos los organismos, En ambos
extremos del DNA mitocondrial se encuentran secuencias repetitivas semejantes a los
teldmeros, las cuales se han postulado como responsables de posibles mecanismos para
la duplicacion. Se ha detectado también una secuencia que permite observar un marco
de lectura abierto y que podria codificar para una proteina similar a una franscriptasa
reversa (Figura 4) (Varenholz y col., 1993).

Los genomas de C. moewusi y C. eugametos han sido parcialmente
caracterizados. Estos dos genomas son circulares y tienen un tamafio aproximado de 22
y 24 kb respectivamente. En ellos se han identificado los genes cith, cox?, nd1, nd2, nd5
y rtf en un amreglo diferente al encontrado en C. reinhardtii. Se ha observado también que
presentan los genes que codifican para las subunidades del rRNA fragmentados en
médulos (Figura 5) (Lee, 1991 y Denovan-Wright, 1992).
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Ubiquinel
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desidrogenasa reductasa oxidasa ATPasa tRNA
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Figura 3. Genes gue codifican para proteinas de la cadena respiratoria que se encuentran
codificados en el DNA mitocondrial de varios organismos. Modificado de Gray (1992).



citb nd4 nd5 cox1 nd2 nd6 nadi 1]

Figura 4. Genoma mitocondrial de Chlamydomonas reinhardtii. Tomado de Varenholz y
col. (1993)
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Figura 5. Esquema de los genomas mitocondriales de C. moewusii y C. eugamefos.
Tomadoe de Lee (1991) y Denovan-Wright (1892).
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La cadena réspiratoria mitocondrial

La cadena respiratoria mitocondrial estd compuesta principaimente de proteinas
integrales de membrana con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar uno o dos
electrones. Cada componente de |a cadena puede aceptar electrones del transportador
precedente y transferirlos al siguiente en una secuencia especifica. En la reaccién global
catalizada por la cadena respiratoria mitocondrial se transportan electrones desde el
NADH, el succinato u otro donador de electrones primario, a través de flavoproteinas,

ubiquinona, proteinas ferrosulfuradas y citocromos, hasta el Q..

En el transporte de electrones intervienen moléculas con propiedades éxido-
reductoras asociadas a proteinas, que en conjunto constituyen los complejos respiratorios
mitocondriales. Algunos de estos complejos multiméricos son capaces de bombear
protones desde la matriz hacia el espacio intermembranal a la vez que llevan a cabo el
transporte de electrones. La translocacion de protones genera una fuerza protdén-motriz
constituida por un gradiente de pH y un potencial eléctrico a través de la membrana. El
regreso de los protones a la matriz por accion del complejo de la ATPasa permite la
formacion de ATP (Mitchell, 1975).

La cadena respiratoria se compone funcionalmente de cuatro complejos de
proteinas y lipidos: /) el complejo | o NADH:ubiquinona oxidorreductasa; i) el complejo ||
o succinato:ubiquinona oxidorreductasa; jii} el complejo I o ubiquinol:ferrocitocromo ¢
oxidorreductasa y iv) el complejo IV o citocromo ¢ oxidasa. Estos cuatro complejos se

muestran en la figura 6 (Hatefi, 1985).
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Figura 6. Complejos |, I, lll y IV de |la cadena respiratoria mitocondrial y el complejo V
ATPasa. En sombreado se encuentran aquellas subunidades cuyos genes se encuentran

en el genoma mitocendrial.
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Las moléculas asociadas a las proteinas en los complejos respiratorios y que son
capaces de transferir electrones pueden ser flavinas, centros fierre-azufre, grupos hemo
o atomos de cobre. Ademads de estas moiéculas unidas a polipéptidos de los complejos
respiratorios transmembranales, forma parte de la cadena respiratoria otro grupo hemo
unido a una proteina soluble que se encuentra en el espacio intermembranal, conocida
como citocromo ¢ soluble, y funciona como acarreador movil de electrones entre la
ubiquinol citocromo ¢ oxido-reductasa (complejo be,) v la citocromo ¢ oxidasa. Otro
componente moévil de la cadena respirateria es la ubiquinona o coenzima Q, que es
reducida por las flavoproteinas membranales y que funciona comeo acarreador de
electrones, desde la NADH deshidrogenasa y la succinato deshidrogenasa hacia el
complejo be, (Hinkle, 1978) .

El complejo | posee mas de 30 subunidades y su masa molecular es casi tan
grande como la subunidad mayor ribosomal. Los centros oxido-reductores que presenta
son: una molécula de flavina (FMN) y siete centros binucleares Fe-S. La transferencia de
dos electrones desde el NADH a una molécula de ubiquinona por el complejo | esta
asociada a una translocacion de protones a través de la membrana intema. Este complejo

es sensible a rotenona, demerol y piericidina A (Hatefi, 1969).

Otro complejo que puede alimentar la cadena a nivel de la reduccion de ubiquinona
es el complejo ll, que transfiere los electrones desde el succinato proveniente del ciclo de
los acidos tricarboxilicos. E! complejo Il esta formado por varios péptidos, los mas grandes
en masa molecular conforman [a succinato deshidrogenasa, la primera de estas
subunidades presenta un FAD covalentemente unido, asi como un centro Fe-S. El
segundo péptido, de menor tamaiio, también contiene un centro Fe-S. Se sabe que este
complejo presenta un hemo tipo b unido a una de las subunidades menores,
probablemente involucrado en el transporte de electrones hasta la ubiguinona (Hatefi,
1985).
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El complejo ill o bc, presenta un numero variable de subunidades dependiendo del
organismo. En bovino se conocen alrededor de 11, tres de los cuales participan en la
transferencia de elecirones y presentan diferentes grupos redox asociados: un centro Fe-
S en la subunidad V; un grupo hemo ¢, en la subunidad IV y dos grupos hemo tipo b en
ia subunidad Ill. El complejo Il puede transferir electrones desde la ubiquinona reducida
hasta el citocromo ¢ soluble, acoplado a un bombeo de protones hacia el espacio
intermembranal. El transporte de electrones puede ser inhibido en este punto de la

cadena respiratoria por antimicina, mixotiazol 0 HQNO (Trumpower, 1990).

El dltimo paso en la fransferencia de electrones es efectuado por el complejo IV,
que toma los electrones del citocromo ¢ soluble y reduce ai oxigeno generando agua. De
manera acoplada a esta reaccion la citocromo c oxidasa transloca protones hacia el
espacio intermembranal. Dentro de su estructura se localizan dos grupos redox asociados,
los citocromos tipo a ¥ a,; ademas se localizan dos centros de cobre Cu, y Cugde gran
importancia para ia transferencia de electrones al O,. La actividad de este complejo es
inhibida por cianuro y azida (Nicholls y Ferguson, 1992).

El empleo de la energia del fransporte de electrones permite el bombeo de
protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal por los complejos |, Il, lll y
IV. Ello genera un gradiente electroquimico de protones que es empleado por la ATP
sintetasa (ATPasa F, F;) o complejo V que, mediante un reflujo de protones hacia la matriz
mitocondrial, transforma la energia del gradiente electroquimico en energia quimica de
enlace para la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi (Mitchell, 1961).
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Complejo I. NADH Ubiquinona oxidorreductasa

La NADH deshidrogenasa o complejo | fue aislada por primera vez en 1961 (Hatefi,
1961) a partir de mitocondrias de corazén de bovino. La preparacion catalizaba ia
reduccion de ubiquinona y la translocacion de protones acoplada al transporte de
electrones. Todo el complejo se encuentra incrustadoe en la membrana intermna mitocondrial
orientado de modo que el sitic de fijacion de NADH mira hacia la matriz mitocondrial, de
manera que pueda interaccionar con el NADH producido por alguna de las

dehidrogenasas de la matriz.

La NADH deshidrogenasa se compone aproximadamente por 30 diferentes
polipéptidos que pueden ser divididos en tres diferentes grupos: los polipéptidos
insolubles en agua; las proteinas ferrosulfuradas solubles en agua y las flavoproteinas
ferrosulfuradas solubles en agua. En el grupo de polipéptidos insolubles en agua se
encuentra la mayoria de las subunidades de este complejo, y se caracterizan por ser
polipéptidos altamente hidrofébicos.

Las propiedades cataliticas de este complejo se han adjudicade a las
flavoproteinas ferrosulfuradas, ya que presentan una alta afinidad por quinocnas y
complejos férricos como aceptores de electrones (incluyendo analogos de ubiquinona y

citocromo ¢}, catalizando también la deshidrogenacién de NADH a NAD.

El complejo cataliza la transferencia de electrones desde moléculas de NADH hacia
homélogos de ubiquinona, ferricianuro y NAD. La reduccion de ubiquinona esta acoplada
a la translocacion de protones y puede ser inhibida por rotenona, piericidina A y demerol;
estos inhibidores actaan impidiendo la reduccién de ubiquinona y ia oxidacion de todos
los centros fierro-azufre (Fe-S) (Hatefi, 1985).

20



La reaccion global catalizada por el complejo | es:

NADH + H* + UQ = NAD" + UQH,

en la que la ubiquinona oxidada (UQ) acepta un ion hidruro desde el NADH y un
proton desde el agua disolvente de la matriz. £l complejo enzimatico transfiere
primero un par de equivalentes de reduccién desde el NADH a su grupo prostético,
FMN. Los electrones viajan desde el FMN hasta la ubiguinona a través de los centros
Fe-S. El complejo contiene siete centros Fe-S, de los cuales se han identificado al
menos dos tipos diferentes. El ubiquinol difunde en la membrana desde el complejo | al
complejo lll, donde se oxida a ubiquinona {Lehninger, 1994).

La subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa

La subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa es una proteina hidrofébica con al
menos 10 cruces transmembranales. Se ha propuesto que esta subunidad se encuentra
involucrada en la funcion de bombeo de protones del complejo . De acuerdo al modelo
de plegamiento elaborado por Degli-Esposti (1989), el residuo Arg*® localizado al
comienzo de la hélice transmembranal J se encuentra cercano a la matriz mitocondrial y
puede estar involucrado en la union de rotenona y ubiquinona. Ademas, la secuencia
proteinica que lo precede, hacia la region negativa de la membrana, muestra cierta
similitud con los péptidos que reaccionan con quinonas de los complejos membranales,
como el citocromo b. Dentro de esta region se observa una secuencia coincidente para
nd4 y citocromo b, que incluye los residuos aitamente conservados His*'? e His?®,
respectivamente. Similitudes estructurales de este tipo sugieren propiedades funcionales
similares entre la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa y el citocromo b, por lo gque
es posible inferir gue la ND4 posiblemente se encuentre involucrada en la union de!
intermediario ubisemiguinona que se forma durante Ia oxidacién del complejo | (Degli-
Esposti, 1994).
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Complejo lll. Ubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa (complejo bc,)

Este complejo es un componente de todas las cadenas respiratorias de los
eucariontes y las bacterias, asi como del aparato fotosintético de las bacterias parpuras.
En las mitocondrias, este complejo cataliza la transferencia de electrones del ubiquinol
al citocromo ¢, fendmeno que esta acoplado a la translocacién de protones a través de

la membrana interna desde la matriz hasta el espacio intermembranal.

El complejo purificado contiene 11 subunidades proteicas que confieren un peso
molecular total de 248 kD.

LLos componentes redox del complejo son dos grupos hemeo tipo b conocidos como
b, (0 bgs) ¥ by (0 bsg); un hemo tipo ¢ {¢,); un centro fierro-azufre de alto potencial
(proteina Rieske} y ubiquinona. Ademas de los componentes activos redox, el complejo
be¢, presenta ocho proteinas nucleares que no estan presentes en los complejos
bacterianos, y que se ha pensado juegan un papel estructural mas que funcional, ya que
su presencia contribuye a incrementar la estabilidad y alta actividad del complejo con

respecto a los complejos bacterianos (Xia y col. 1997).

El complejo bc, de mitocondrias de bovino, ha sido recientemente cristalizado por
Xia y colaboradores (1997) y su estructura tridimensional puede observarse en ta figura
7 con una resolucion de 2.9A. Los dos monémeros que constituyen al complejo bc,

interactGan para formar un dimero con un didmetro maximo de 130A y una altura de 155A.

El funcionamiento del complejo se basa en que existen dos sitios de union para
ubiquinona o ubiquinol separados. El ubiquinol es oxidado en el sitio Q_, cerca del lado
positivo de la membrana interna mitocondrial, y la ubiquinona es reducida en el sitio Q,,
cerca del lado negativo de la membrana. Un electron es transferido desde el ubiquinol al
centro fierro-azufre y a continuacion al citocromo ¢,. La ubisemiquinona formada reduce
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entonces el grupo hemo de bajo potencial (b,). Una ubiquinona o ubisemiquinona se une
al sitio Q, y entonces se oxida el b, reducido. La translocacion de protones es resultado
de una desprotonacion del ubiquinol en el sitio Q, y una protonacién de la ubiquinona
reducida en el sitio Q, (Xia y col. 1997).

Figura 7. Modelo cristalografico del complejo be,. Tomado de Xia y col. (1997).
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El citocromo b

El citocromo b es la subunidad catalitica central del complejo bc,. Se trata de una
proteina transmembranal involucrada en Ia oxidacion del ubiquinol y en la formacion del
gradiente electroquimico de la fosforilacion oxidativa. £s una proteina de 400
aminoacidos aproximadamente que se arreglan en ocho cruces transmembranales
conectados por cuatro asas largas y tres asas cortas (Figura 8). Los dos grupos hemo tipo
b que se encuentran en esta proteina, estan unidos a las hélices A, B, C, y D mediante
residuos de histidina: His® e His' para el b, e His” e His' para el b,, (las posiciones

precisas corresponden a la proteina aislada de bovino) (Xia y col. 1997).

Hasta el momento se han obtenido las secuencias del citocromo b de mas de 900
organismos y es posible observar nueve residuos de aminodcidos altamente conservados
que deben conferir propiedades funcionales o estructurales indispensables para el
funcionamiento de la proteina. Estos residuos son las cuatro histidinas que unen a ios
grupos hemo; las glicinas G® y G', que pueden estar relacionadas con el
empaquetamiento del grupo hemo; acido aspartico D?® y acido glutamico E*™, que se
involucran en el equilibrio de protones entre la ubiquinona y los centros Q y Q,, v el

triptofano W' cuya funcion se desconoce (Degli-Esposti, 1993).

Existen dos grupos de inhibidores del complejo bc, que acthan al unirse
especificamente al citocromo b. Un grupo que se conoce como inhibidores del centro
Q; que incluye a la antimicina, HQNO, funiculosina y diuron, estos inhibidores actian
bloqueando el flujo de electrones desde el hemo b, a la ubiquinona. El otro grupo se
conoce como grupo de inhibidores del centro Q, e incluye compuestos como el mixotiazol
y la estigmatelina. Estos inhibidores actian al detener el flujo de electrones desde el
ubiquinol hacia el centro fierro azufre e indirectamente también al complejo b, (Xia y col.
1987). Un nimero de mutaciones puntuales afectan la sensibilidad de algunos organismos

hacia los inhibidores, tales mutaciones producen substituciones de aminoacidos en unas
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cuantas regiones discretas de la proteina modificando los sitios de unién para cada grupo
de inhibidores (Ghelli, 1992).

Figura 8. Modelo cristalografico del citocromo b. Tomado de Xia y col. 1997.
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El género Polytomella

Los organismos del género Polyfomella son considerados como algas incoloras y
se localizan taxonémicamente dentro de la familia Chlamydomonadaceae, dentro del
orden Chlamydomonadales, la clase Chlorophyceae, el phylum Chlorophyta y el reino
Protoctista (Figura 9). E| género fue descrito por primera vez por Aragac (1910)
refiriéndose a organismos que generalmente habitan en medios dulceacuicolas ricos en
nutrientes erganicos y con un bajo grado de acidez {con un pH entre 6 y 7). Se considera
gue existen seis especies, cuyas diferencias morfoldgicas son muy pequefas pero que
habitan en sitios completamente diferentes desde el punto de vista ecolégico (Pringsheim,
1955).

La ubicacion taxonémica del género Polytornelia no ha sido muy sencilla, ya que
aunque morfolégicamente tenga un gran parecido con Chiamydomonas, la ausencia de
cloroplastos y de pared celular ha causade grandes conflictos en cuanto a su posicién
filogenética. Sin embargo, se han realizado varios estudios que confirman la estrecha
relacién que existe entre estos organismos: a nivel de microscopia electronica en cuanto
a la estructura del aparato flagelar (Brown y col., 1976) y a nivel molecular al encontrar
un alto porcentaje de similitud entre los genes nucleares f-tub (98%) y los genes
mitocondriales cox? (87%) de ambos géneros. Estos genes codifican para la tubulina y
la subunidad 1 de la citocrome ¢ oxidasa respectivamente. Estas evidencias permiten
suponer que Polyfomella pudo haber surgido a partir de la separacion de un grupo de
algas del grupo de las Clorofitas por la pérdida del aparato fotosintético y la pared celular
(Round, 1980).

Dentro de! género Polyfornella se encuentran organismos unicelulares de
aproximadamente 17um de largo y 11um de ancho (Lewis y col.1974) con cuatro
undulipodia apicales cuya base tiene forma de brazalete. Se distinguen del resto de los

Chlamydomonadales por la ausencia de cloroplastos y de pared celular de glucoproteinas.
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Figura 9. Fotografia de Polyfomella spp. tomada por microscopia electrénica de barrido.
Cortesia de Jorge Seplilveda, encargado de la Unidad de Microscopia del Instituto de
Fisiologia Celuilar, UNAM.
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Al realizar andlisis por micrascopia electronica de estos organismos, se ha observado que
dentro de las células se encuentran granulos de almidon que funcionan en el individuo

como reserva de energia (Sheeler y col. 1968).

En otros estudios de microscopia electronica, se ha observado que el nimero y
tamano de las mitocondrias presentes en cada organismo puede variar segun el estado
metabélico de la célula, ya que se modifica la actividad mitocondrial. Es posible observar
que durante la fase de crecimiento exponencial de un cultivo, €l nimero de mitocondrias
aumenta considerablemente llegando a ser alrededor de 40, la mayoria de forma
elongada y distribuidas alrededor de la periferia celular. En cambio, cuando los cultives
se encuentran cerca de |a fase estacionaria, puede observarse una sola mitocondria que
se considera resultado de la fusién de las mitocondrias observadas en |a fase anterior
(Burton y Moore, 1974). La modificacion en el nimero y tamanc de las mitocondrias
puede ser resultado de la demanda de la actividad respiratoria, ya que se sabe que en
Polytomella el consumo de oxigeno vy la actividad especifica de las enzimas
mitocondriales decrece hacia la fase estacionaria de crecimiento (Cantor y Withroe, 1970;
Cooper y Lloyd, 1972).

Durante el ciclo de vida de Polytomella es posible observar dos etapas desde el
punto de vista reproductivo: una fase asexual en donde la reproduccion es por fisién
binaria, y una fase sexual isogamética. La division celular en la fase asexual se desarrolla
durante la etapa exponencial de crecimiento; se inicia en la region posterior de la célula
y termina con la separacion de dos individuos por la regién anterior después de la
formacién de los cuatro nuevos flagelos; este proceso tiene una duracion de 5 a 6
minutos. La reproduccion sexual isegamética puede ocurrir en cualquier momento durante
el crecimiento del cultivo; sin embargo, la frecuencia de este tipo de reproduccion
aumenta cuando la densidad de la poblacion es mayor. Los isogametos son monoicos y
de menor tamaiio que las células vegetativas; cuando dos de ellos se ponen en contacto

comienza la fusion por la parte anterior de las células, desencadenando |a formacion de
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un cigoto de cuatro flagelos con una movilidad similar a la del resto de las céluias. Entr
3 y 3.5 horas después de la formacion de este cigoto se observa una reduccién en su
movilidad y comienzan a formarse placas de division que generan cuatro células hijas,
una de ellas conserva los flagelos originales y el resto genera nuevos flagelos

posteriormente (Figura 10){Lewis, 1974).

Poco antes de ia fase estacionaria del cultivo es posible observar una fase de
enquistamiento, en la cual el 80% de la poblacidon se encuentra constituida por quistes.
Este enquistamiento sucede cuando la célula vegetativa reduce su movilidad, toma una
forma esférica y comienza a desarrollar la cubjerta del quiste; se observa una reduccion
en el tamafc y disminucion en el nimero de organelos celulares y se pierden
aparentemente los flagelos. Este fenomeno sucede como respuesta a las condiciones del
medio {Lewis y col. 1974). La cubierta del quiste se compone de cuatro capas de pared
celular colocadas secuencialmente sobre ia membrana plasmatica (Brown y col. 1976).

Los estudios de complejos mitocondriales realizades en Chlamydomonas resuitan
complicados al no ser posible obtener preparaciones de mitocondrias libres de
membranas tilacoidales (Atteia y col.1992; Atteia y col. 1894). En este sentido, Polyfomelia
presenta varias caracteristicas gue permiten proponerla como modelo de estudio: ) es
un organismo que puede mantenerse en forma enquistada durante largos periodos de
tiempo (Reed y col. 1976); ii) se desarrolla en medios de cultivo relativamente sencillos
y econdémicos; i) la ausencia de pared celular en los organismos permite romper las
células con facilidad de manera que los organelos pueden obtenerse relativamente
intactos y i) la ausencia de cloroplastos permite realizar preparaciones de mitocondrias

libres de pigmentos o proteinas contaminantes.
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Figura 10. Ciclo de vida de Polytomella spp. (Tomado de Lewis, 1974).
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Antecedentes

Como se ha mencionado en la seccion anterior, las caracteristicas particulares del
alga incolora Polytomella spp. han permitido realizar trabajos sobre los complejos
mitocondriales de los Chiamydomonadales de manera mucho mas clara que ios estudios
realizados con organismos del génerc Chlamydomonas. Entre esos trabajos se incluyen
analisis de tipo bioquimico y molecular.

En 1989 Conner y colaboradores realizaron un andlisis comparativo entre los genes
que codifican para la 3-tubulina de Chlamydomonas y Polytomella observando un 98%

de similitud entre las secuencias deducidas de aminoacidos.

En 1994 Gutiérrez-Cirlos y colaboradores aistaron el complejo be, de Polytomelia
activo. Este complejo se compone de 11 polipéptidos y es sensible a antimicina y
mixotiazol, siendo el primer reporte de un complejo bc, de un protoctista sensible a
inhibidores. En este trabajo se realizé también un andlisis espectrofotométrico,
obteniéndose los espectros de absorcion del citocromo b y el citocromao ¢,. Los resultados
muestran que al reducir el citocromo b con ditionita se observa un corrimiento de 8 nm

hacia el rojo en el pico a de absorcién.

En 1996 Antaramian y colaboradores describieron el gen mitocondrial cox? de
Polytomelia spp. que codifica para la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa, obteniendo
una secuencia de 1512 nucledtidos que les permitieron deducir una secuencia de 502
residuos de aminoacidos. Al comparar esta secuencia con el gen cox? de C. reinhardfii
observaron una similitud del 88 % entre ambas proteinas. Obtuvieron también un producto
de PCR con el gen cith que se utilizé como sonda para la identificacion del gen completo

en este trabajo.
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Observaciones morfoldgicas sumadas a los resultados comunicados por Conner
y colaboradores (1989) y por Antaramian y colaboradores {1996} han permitido confirmar
que los organismos del género Polytornella estan estrechamente refacionados con los del
género Chiamydomonas a pesar de que Polytomelfa carezca de cloroplastos y pared
celular. Podria decirse también que ambos géneros debieron comparten el mismo

ancestro y que su separacion ha sido un evento relativamente reciente en la evolucion.
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Objetivos

Clonar y secuenciar el gen que codifica para el citocromo b, ya que es un gen que

se encuentra en todos los genomas mitocondriales descritos hasta ia fecha.

Identificar diferencias en los residuos de aminoacidos de regiones conservadas del
citocromo b a partir de un analisis comparativo entre las secuencias reportadas y la

secuencia deducida de aminoacidos que se obtenga.

Elaborar un cladograma con las comparaciones realizadas con las secuencias de

citocromo b.

Clonar y secuenciar el gen nd4 que codifica para la subunidad 4 de la NADH
deshidrogenasa, ya que es una de las subunidades del complejo | involucrada en |a unién
de ubiquinona y de algunos inhibidores.

Identificar diferencias entre las secuencias al hacer un analisis comparativo de la
secuencia primaria de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa que se obtenga a
partir de la secuencia de nucledtidos y las secuencias de aminoacidos reportadas para
esta proteina de otros organismso.

Establecer el patrén de distribucion de los genes que se han identificado hasta la
fecha del DNA mitocondrial de Polyfomella spp.



Hipdtesis de Trabajo

A partir de los estudios realizados hasta ia fecha es posible suponer que las
secuencias de nucledtidos que se obtengan de los genes cith y nd4 permitiran deducir
secuencias de residuos de aminoacidos que presenten un alto porcentaje de similitud
(mas del 50 %) al compararlos con las proteinas correspondientes reportadas para

Chlamydomonas reinhardtii.

Los andlisis que se realicen comparando las proteinas obtenidas con algunas de
tas proteinas reportadas hasta la fecha, deberan permitir identificar residuos de
aminoacidos que difieran y que posiblemente confieran caracteristicas especiales a las
proteinas que se analizan en este trabajo. Ademas se podra construir un cladograma
en donde se aprecie la estrecha relacion que existe entre los organismos del género
Chlamydomonas y Polytomelia.

Al tener los organismos del género Polytomella una estrecha relacion con los
organismos del género Chlamydomonas, puede esperarse que los genomas
mitocondriales presenten caracteristicas similares en cuanto a estructura general

(regiones intergénicas, genes presentes, orden de los genes y forma del genoma).
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Materiales y Métodos

Medio de cultivo para crecer Polytomelia spp.

La cepa de Polyfomella spp. que se cultiva y estudia en el laboratorio se adquirié
de la coleccion de algas Sammiung von Algenkulturen que se localiza en el
Planzenphysiologisches Institut der Universitat Géttingen de Alemania y actualmente se
conserva en el cepario del Departamento de Biotecnoleogia del Centro de Investigacion
y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV).

Los cultivos frescos de Polyfomella spp. se realizan mediante |a inoculacion de
medios esterilizados preparados de acuerdo a una modificacion a to reportado por Wise
(1955 y 1959). Este medio contiene acetato de sodio 0.4% p/v, extracto de levadura 0.2%
p/v y bactotriptona 0.2% p/v; ademas se le afiaden vitaminas B, y B, en
concentraciones de 0.01 mg/miy 0.5 ng/ml respectivamente, ya que la falta de estas
vitaminas durante el crecimiento de los organismos puede causar modificaciones en la

estructura mitocondrial y en el contenido de grupos hemo (Cantor y Burton, 1975).

El medio preparado se depositd en vollimenes de 2 litros dentro de matraces para
cultivo de base ancha, de manera que se favoreciera el intercambio de gases, ya que los
cultivos no se hicieron en agitacién debido a que como Polyfomelia spp. no tiene pared
celutar, se produciria un rompimiento de los organismos, disminuyendo asi el rendimiento
del cultivo. Los matraces se colocaron a una temperatura de entre 25 y 28 °C, ya que
temperaturas fuera de este intervalo provocan una disminucion en e ritmo de

multiplicacion y favorecen el enquistamiento.
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Aislamiento de Mitocondrias de Polytomella spp.

Las células se cosecharon 48 horas después de la inoculacion, cuando el cultivo
se encontraba en la fase exponencial de crecimiento, por medio de una centrifugacion
a 3,500xg durante 10 minutos.

Una vez cosechadas las células, se tomaron 20 gr (peso himedo) y se
resuspendieron en un amortiguador que contenia sacarosa 250 mM, MOPS 10 mM y
EDTA 2 mM a pH 7.5 (SME) y se lavaron por centrifugacion a 3,500xg durante 10
minutos. Las células se resuspendieron en 15 m] aproximadamente de amertiguador SME
y se rompieron empleando un vastage de teflon en un tubo de vidrio de 10 ml. Para
obtener las mitocondrias que se utilizaron en los experimentos de consumo de oxigeno,
al resuspender las células, el amortiguador SME se complementé con polivinilpirrolidona
(PVP) al 0.7% p/v, cisteina 0.4 mM y albimina de suero bovino libre de lipidos (ASB) al
0.2 % piv.

Las células rotas de ésta manera, fueron sometidas a dos tratamientos diferentes:

1) Para los experimentos de consumo de oxigeno el hamogenado resultante se centrifugd
a 1000xg durante 8 minutos y el sobrenadante obtenido fue centrifugado a 10,000xg
durante 15 minutos para obtener la fraccién mitocondrial, la cual fue resuspendida en el
misme amortiguador para lavarla y se cenfrifugé nuevamente a 10,000xg durante 10

minutos,

2) El homogenado obienido se diluyé en 1 m! de una soluciéon 12 % viv de OptiPrep™
disefado por Nycomed para el aislamiento in vifro de particulas biologicas. Esta
preparacion se depositd en un gradiente de densidad que incluyé 10 ml de solucién
Optiprep 35 % v/v y 10 mi de solucian Optiprep 25 % v/v. Se centrifug a 23,500xg

durante 10 minutos. Al finalizar la centrifugacion, se observé un precipitado resultante de
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almidén y cuatro fracciones solubles. La segunda fraccion es la que contiene a las

mitocondrias.

Las mitocondrias aisladas por ambos métodos se incubaron durante 20 minutos a
temperatura ambiente con DNasa Il con el fin de degradar el DNA nuclear que se

encontrara en la fraccion mitocondrial.

Los métodos de obtencion de mitocondrias se resumen en la figura 11.

Purificacion de DNA mitocondrial

Las mitocondrias obtenidas de ambas maneras se resuspendieron en un
amortiguador que contenia Tris-HCI 10 mM (pH 8.2), EDTA 10 mM, NaCl 10 mM y Sarkosil
2 % y se incubaron 12 horas a 4 °C de manera que se lisaran de acuerdo al método
descrito por Hudspeth y col (1980). El DNA se extrajo dos veces con fenol saturado con
Tris-HCI 2M (pH 8.0), una vez con fenol-cloroformo y una vez con cloroformo. Se precipitd
con acetato de sodio 3M y con tres vollimenes de etanol 100% a -20 °C durante 2 horas.
Se centrifugd durante 10 minutos a 30,000xg, se elimind el sobrenadante y el precipitado
se lavé con etanol 70 %. Una vez que el precipitado se secd completamente ef DNA se

resuspendidé con agua hasta alcanzar una concentracion final de 1 ug/ul.
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Polytomeila spp.

centrifugar

resuspender en:
Sacarosa 320 mM
EDTA 4 mM
Tris-HCI 20 mM pH 7.4

ﬁ romper con homogenizador

H Gradiente Optiprep —>»

)

centrifugacion
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A .
incubar con DNAsa
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¢ incubar 12 Hr. 4 € en:
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centrifugacion

NaCl 100 mM
Tris-HC! 10 mM pH 7.4
EDTA 10 mM
Sarkosil 2%

¢ extracciéon con fenol-cloroformo

T W mow

Figura 11. Metodos de aislamiento de mitocondrias y purificacion de DNA mitocondrial
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Bancos genomicos de DNA mitocondrial del alga incolora Polytomella spp.

En 1995 Antaramian construy6 dos bancos genémicos con la enzima de restriccion
Hindlll cuyas clonas fueron utilizadas durante este trabajo. Estos bancos fueron
construidos realizando digestiones totales de! DNA mitocondrial de Polytomeifa spp. con
la enzima de restriccion Hindlli de Boehringer y clonando los fragmentos obtenidos en el
vector PTZ18R y en Bluescript (de 14 y 8 clonas respectivamente). En total, se cuenta con
22 clonas diferentes que han sido numeradas de la clona 1H a la clona 22H para facilitar

su manipulacion.

Purificacion de plasmidos

Los plasmidos de las clonas de las bibliotecas de DNA mitocondrial se purificaron
utilizando columnas de Quiagen siguiendo el protocolo que sugiere el proveedor
obteniendo soluciones de 500ng/ul.

Identificacion del gen citb de Polytomella spp.

Se tomaron las clonas del banco gendomico construido con la enzima de restriccion
Hindlll por Antaramian (1995) y se realizé una prueba tipo Southern (dot-blot) en la cual
se coloco 1 ug del DNA de cada una de las clonas en una membrana de Nylon Hybond-
N de Amersham de manera que el resultado fuera una pequeia mancha de DNA
localizada para cada muestra. En la misma membrana se colocd como control positivo el
producio de PCR obtenido por Antaramian (1985) que contiene un fragmento del gen del
citocromo b y como control negativo el plasmido Blue Script. Esta membrana se introdujo
cinco minutos en una solucion 1M NaOH y 1.5 M NaCl para que se desnaturalizara y
cinco minutos en una solucion 1M Tris pH 8.0 y 1.5 M NaCl para que se neutralizara.
Finalmente se entrecruzé el DNA con ia membrana por medio de luz ultravioleta en un
UV-Stratalinker.
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Se coloca la membrana a prehibridar durante 2 horas a 50 °C en un amortiguador

que contenia 6X SSC, 5X solucién de Denhardt, 20 mM Tris pH 8.0, 2 mM EDTA, 0.2

% SDS y 10 mg de esperma de salmon (hervido previamente 10 minutos y enfriado en

hielo 10 minutos).

Esta membrana se hibridé con el producto de PCR obtenido por Antaramian (1995)

que contiene un fragmento del citocromo b, el cual se marco con biotina mediante la

técnica de cebadores al azar (Random Primer) con el sistema Bioprime™ DNA labeling

System de Gibco BRL de la siguiente manera:

I T

A 100 ng de DNA afnadir 20 .l de 2.5 X solucién de cebadores al azar y hervir
durante 5 minutos.

Colocar en hielo y afiadir 5 ul de 10 X de mezcla de dNTP y agua hasta 49ul
finales.

ARadir 1 ul de fragmento Klenow y mezclar.

Centrifugar 15 segundos y dejar incubando 1 hora a 37 °C.

Al concluir ef tiempo de incubacion, anadir 5 ul de amortiguador de término.

Hervir durante 10 minutos y enfriar en hielo 10 minutos.

A continuacion se afadio la sonda al recipiente donde se encuentra la membrana

en proceso de prehibridacion y se dejé hibridando toda la noche a 50 °C.

A la mafana siguiente se realizé la reacciéon de PhotoGene System 2.0 de

deteccion quimicluminiscente;

Incubar 2 minutos con TBS-Tween 20 a temperatura ambiente.

Incubar 1 hora a 65 °C con TBS-Tween 20 y albimina al 3%.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente con fosfatasa alcalina conjugada
disuelta en TBS-Tween 20.

40



Hacer dos lavados de 15 minutos cada uno con TBS-Tween 20.
Incubar 1 hora con la solucion de lavado final a temperatura ambiente.
Incubar 30 minutos a 37 *C en una dilucion 1 a 10 de LumiPhos 530 y solucion
de {avado final.
7. Exponer las membranas en una placa fotografica Biomax de Kodak,

Identificacién del gen Nd4

Se secuenciaron parcialmente (en ambos extremos) las 9 clonas de una de las
bibliotecas de DNA mitocondrial de Polyfomelia spp. A partir de estas secuencias se
realizaron deducciones de estructura primaria buscando marcos de lectura abiertos. Por
ofro lado, las secuencias se compararon con los genes presentes en el DNA mitocondrial
de Chiamydomonas reinhardfii. De observarse una identidad mayor al 50% con algin gen
seria posible considerar que se trataba del gen correspondiente en el genoma

mitocondrial de Polyfomeilfa spp.

De esta manera se identifico claramente la presencia de un fragmento del gen que

codifica para la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa en la clona 8H.

Secuenciacion de las clonas del banco genémico

La clona que did un resultado positivo en la hibridacion con el producto de PCR que
incluye un fragmento del citocromo b y los extremos de las 8 clonas de una de las
biblictecas de DNA mitocondrial de Polytomella spp, se secuenciaron utilizando el sistema
"Thermo Sequenase cycle sequencing” de Amersham, basado en el método de

terminacion de cadena descrito por Sanger (1977), siguiendo los siguientes pasos:
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1. Desnaturalizar 5 g de DNA disueltos en 24 »l de agua afadiendo 6 ulde 1 M
NaOQH.

2. Dejar incubar 5 minutos a temperatura ambiente

3. Precipitar con 3 ul de 2 M acetato de amonio y 70 ul de etancl 100 %.

4. Se deja incubar a - 70 °C durante 1 hora.

5. Centrifugar 10 minutos a 18,000xg.

6. Lavar con etanol 70 % vy dejar secar.

7.Resuspender en 10 ng de oligonucledtido, & ul de agua y 2 .l de amortiguador de

reaccion.

8.Incubar en un bano a 70 *C dejando enfriar hasta que ia temperatura del bafo

llegue a los 37 °C.

9. Afadir a cada reaccion de secuencia 0.5 ul de **S dATP (10 nCi/ul), 1 ul de 3 mM
dCTP, 1 ul de 3 MM dGTP, 1 ul de 3 mM dTTP, 2 .l termo secuenasa DNA
polimerasa (4 U/ul)

10. Incubar 5 minutos a 70 °C.

11. Incubar 5 minutos a 45 °C.

12. Centrifugar 10 segundos a 18,000xg.

13. Colocar 4 .l de ddATP en un tubo y marcarlo con la letra A. Hacer lo mismo con
tubos marcados con las letras C,G y T afadiéndoles el dideoxinucleétido
correspondiente.

14. Transferir 4 x4l de la mezcla de reaccion a cada uno de los tubos marcados en el
paso anterior.

15. Incubar 10 minutos a 70 °C.

16. Anadir 4 .l de solucién de término.
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Busqueda de fragmentos de genes especificos por la técnica de PCR (Figura 12)

Una vez que se ha obtenido la secuencia parcial de un gen, es posible conocer los
segmentos faltantes mediante la técnica de PCR utilizando un desoxioligonucleétido
especifico disenado a partir de la secuencia que se tiene del gen y cinco secuencias de

10 nucledtidos al azar (decameros).
En el caso del gen del cith, identificado en la clona 9H y en cuya secuencia no se
encuentra la region que codifica para el extremo carboxilo de la proteina, se disefié un

desoxioligonuciedtido especifico en el nucleédtido 1101 de la clona 9H en la cadena con

sentido de 22 nucledtidos:

§ tta acc aag gca aag ctg aac c 3

Para el caso del gen de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa, identificado
en la clona 8H, se disefaron dos desoxicligonucledtidos de 20 bases de longitud, unc en
la cadena con sentido (109) y otro en la cadena complementaria (129) en el nucledtido

109 de la clona 8H;

5' gaa tta gta gca gac gac aa 3

3 ctt aat cat cgt c¢tg ctg tt 5
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Estos PCRs se realizaron de la siguiente manera:

A cada tubo se afadieron:
10 wi de 1 mM dNTPs
5 ul de amortiguador para PCR 10 X
1wl de 50 mM MgCL,
0.5 ul de Tag DNA polimerasa 5 U/ul
1 ul de DMSO
1 ulde BSA
4 .| del decamero correspondiente 2 .M
10 nl del oligonucledtide especifico para el citocrome b (200ng)
1 xg de DNA mitocondrial de Polytomella spp.(excepto en el controf negativo)
Agua hasta 50 . finales

Las muestras fueron sometidas a los siguientes ciclos de temperatura:
10 minutos a 84 °C
45 segundos a 94 °C
45 segundos a 50 °C 50 ciclos
1 minuto a 72 °C
10 minutos a 72 °C
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Desoxioligonucletidos especificos

Clona $H
1214 pb

Clona8H
257 pb
nt 129
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DNA Mitocondrial
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45"85000 50010'03
1a72 °C
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Figura 12. PCR utilizando 1 desoxioligonucledtido especifico y cinco decameros al azar

empleado para localizar secuencias de fragmentos de genes.
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Analisis tipo Southern de los productos de PCR

Los productos de PCR se sometieron a una electroforesis a 100 VV en un gel de
agarosa 1% y se transfirieron a una membrana de nylon de acuerdo al método de
Southern (1979):

1. Se coloca el gel en una lampara de luz ultravioleta durante 5 minutos.

El gel se desnaturaliza durante 1 hora con una solucién 1M NaOH y 1.5 M NaCl.
El gel se neutraliza durante 1 hora con una solucion 1M Tris-Cl pH 8.0 y 1.5M
NaCl.

4. Finalmente se caoloca el gel en un dispositivo como el que se muestra en la figura
13. El gel se coloca entre el vidrio y el papel Whatman, rodeado por Parafilm de
manera que la columna de toallas absorbentes no entren en contacto con el puente
de papel impregnado de solucion 10 X SSC. Es importante que el dispositivo
quede bien balanceado para que la transferencia del DNA a la membrana de nylon
suceda adecuadamente.

5. Se deja transferir toda la noche y a la mafiana siguiente se desecha el gel y se
marcan cuidadosamente en la membrana los sitios en donde se encontraban los
pozos del gel.

6. Se entrecruza el DNA con la membrana por medio de luz ultravioleta en un UV-
Stratalinker.
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puente de
whatman

vidrio

Figura 13. Dispositive montado para transferir el DNA de un gel de agarosa a una

membrana de nylon.
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Obtencion fragmentos utilizados como sondas para hibridacion

Los plasmidos de las clonas 8 y 9H cbtenidos mediante el sistema Quiagen se
digirieron con la enzima Hindlll. Estas digestiones permitieron aislar los fragmentos

deseados en cada caso y se purificaron con el sistema Geneclean de Bio707:

1. A 100 ul de agarosa 1% que contenga el fragmento deseado, anadir 50 ul de "TBE
Modifier" y 3 volimenes de Nal.
Calentar a 55 °C hasta que ia agarosa se haya disuelto por completo.
Afadir 5 . de perlas de vidrio.
Incubar en hielo durante 5 minutos agitando cada minuto.
Centrifugar 5 segundos a 18,000 g. Retirar el sobrenadante.
Resuspender las perlas de vidrio en 450 ul de solucién "New Wash",
Centrifugar 5 segundos a 18,000 g. Retirar el sobrenadante.

Repetir los lavados 3 veces (en el Gltimo centrifugar 30 segundos).

© ® N ;AW N

Resuspender las perlas en 20 ul de agua para eluir el DNA.
10. Incubar a 55 °C durante 5 minutos.

11. Centrifugar 30 segundos a 18,000 g.

12. Recuperar el DNA ejuido.

Hibridacién con 2P

Los fragmentos de DNA purificados por el sistema Geneclean, se marcaron
radioactivamente con P utilizando el sistema de marcaje de cebadores al azar de
GIBCO BRL:

Desnaturalizar 25 ng de DNA disueltos en 20 ut de agua hirviende durante 5 minutos.

Colocar rapidamente en hielo.
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Anadir :
2 ul de solucién dATP
2 ul de solucién dGTP
2 ul de solucion dTTP
15 ul de mezcla amortiguadora de cebadores al azar.
5 ul (50 uCi) de 2-2P dCTP (Duponi)
Agua hasta 49 uifinales

Meziar brevemente.

Anadir 1 ul de fragmento Kienow.

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente

Anadir 5 ul de solucion de paro y 150 ul de agua.

Centrifugar en una columna de Sephadex G50 de centrifugacion rapida (Boehringer)
durante 3 minutos.

Hervir 10 minutos

Enfriar en hielo 10 minutos

Anadir a la solucion de prehibridacion

Cionacion de Productos de PCR

Los productos de PCR obtenidos por la técnica de los decameros que presentaron
una sefal positiva al hibridarlos con la sonda especifica, se ¢clonaron en el plasmido
pMOSBIiue T-Vector de Amersham siguiendo los protocolos inciuidos en el sistema para

la ligacién del producto de PCR con el vector vy la transformacion de células.

Despues de ambos procedimientos se plaquean las células transformadas en cajas
de Petri con medio LB enriquecido con 100 ng/ml de ampicilina afadiendo 35 ul de 2%
X-galy 10 l de 80 mM IPTG. Las células se dejaron incubando durante toda la noche a

37 °C y se seleccionaron las colonias blancas.
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Purificacion de plasmidos que contienen los productos de PCR.

Los plasmidos que contienen los productos de PCR con los fragmentos de los
genes deseados, se purificaron utilizando columnas de Quiagen siguiendo el protocolo

que sugiere el proveedor obteniendo soluciones de 500ng/pl.

Secuenciacion de los productos de PCR

Las secuencias de los plasmidos purificados de los productos de PCR obtenidos
con la técnica de los decameros ya clonados se realizaron siguiendo dos protocolos
diferentes, ambos basados en la técnica de terminacion de cadena propuesto por Sanger
(1977). Algunas muestras fueron secuenciadas con el sistema "Thermo Sequenase cycle
sequencing” y otras utilizando el sistema "Thermo Sequenase radioiabeled terminator
cycle sequencing”, ambos distribuidos por Amersham, siguiendo en ambos casos el
protocolo propuesto por el proveedor.

La ventaja de ulilizar el Oltimo sistema de secuenciacion sobre los mencionados
anteriormente, es que en este caso se incluyen los dideoxinucleétidos marcados
radioactivamente con [x-*P] de manera que solo se marcan las cadenas que terminan
adecuadamente segun los postulados de Sanger (1977), eliminandose los artificios en la
secuencia ya que no se marcan las cadenas de DNA que no terminen en un
dideoxinucledtido. Por otro lado, permite secuenciar moléculas de DNA mitocondrial
directamente, es decir sin [a necesidad de clonarlo en algin vector, siempre y cuando se
cuente con los desoxioligonucledtidos especificos para ese DNA.

Las muesfras obtenidas con este método y con el mencionado para la
secuenciacion de las clonas de las bibliotecas genémicas, se corren en un gel de contiene
28.8 g de urea seca, 14.4 ml de amortiguador TBE 5X , 9 m! de una solucién de 40%
acrilamida-bisacrilamida (19:1) y se afade agua hasta un volumen final de 60 ml. Esta
solucion debe incubarse a 37 °C hasta que se disuelva por completo. Una vez disuelta se
filtra a través de un filtro Millipore de 0.4 umy se le anaden 300 .l de 100 ng/ul persulfato
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de amonio y 24 . de TEMED.
Las secuencias obtenidas por el ditime método de secuencia, deben correrse en
un gel tolerante al glicerol al 6%. Este gel se compone de los siguientes ingredientes:
9 ml de solucién 40 % de acrilamida - bisacrilamida (19:1)
28 g de urea
2.5 ml de amortiguador para gel tolerante al glicerol
Agua hasta 60 m! finales

El amortiguador para gel tolerante al glicerol se compone de 216 g de Tris base,
72 g de taurina, 4 g de Na,EDTA-,H20 y agua hasta 1000 m|.

La solucion preparada para cualquiera de las técnicas se vierte lentamente a través
de dos vidrios separados por 0.4 mm, colocados de manera inclinada en un angulo de 45°
aproximadamente, Los vidrios de secuencia deben encontrarse libres de polvo y grasa,
para lo cual deben ser cuidadosamente lavados con metanol y acetona antes de vertir la
solucién del gel. Los vidrios deben cubrirse con una capa de sigmacote, que forma sobre
los vidrios una delgada capa de silicon repelente al agua que permitira que la solucion
fluya de manera constante a lo largo de los vidrios. La electroforesis de las muestras
debe realizarse por lo menos 2h después de que se ha vaciado para que la polimerizacion
sea completa. Las muestras deben ser calentadas durante 2 minutos a 70°C antes de ser
cargadas. Las muestras se corren a 2,000 V. El amortiguador para la electroforesis debe
ser 1.2 X TBE o 6% de amortiguador tolerante al glicerol segun el tipo de gel con el que
se esté trabajando. La duracién de la electroforesis puede variar entre 4 y 8 horas

aproximadamente.
Al terminar la corrida el gel se separa cuidadosamente de los vidrios y se seca al

vacio a 80 °C. Una vez que se ha secado, se coloca a exponer en una placa fotogréafica
Biomax de Kodak.
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Analisis de las Secuencias

Las estructura primaria de las proteinas estudiadas en este trabajo se obtuvieron
a partir de deducciones hechas de las secuencias de nucledtidos obtenidas
experimentalmente. Estas deducciones asi como los andlisis comparativos de las
secuencias se realizaron con el programa GCG (Wisconsin} vy con el banco de datos del
Gene Bank actualizado a 1996.

Consumo de oxigeno

Para la medicién del consumo de oxigeno en las mitocondrias aisladas se utilizé
un electrodo de oxigeno tipo Clark con un amortiguador de incubacion que contenia KCI
120mM, MOPS 10 mM, EDTA 1mM y Na,HPO, 1 mM a pH 7.2 (amortiguador KME), en

una camara de 1.9 ml de volumen con agitacion constante a 25 °C.
Para medir el grado de inhibicién del complejo | por rotenona, se utilizé NADH 1mM

como substrato v anadiendo diferentes concentraciones de rotenona a la camara de

incubacion en donde se encontraban las mitocondrias aisladas de Polytomnelfa spp.
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Resultados

Identificacion del gen del citocromo b de Polytomella spp.

Al realizar un tamizado con biotina de todas las clonas del banco mitocondrial de
Hindlll se observé una sehal positiva con la clona 9H al utilizar como sonda el producto
de PCR obtenido por Antaramian {1985) (Figura 14).

La clona 9H se secuencio completamente y a partir de los 1214 nucledtidos que la
componen, se obtuvo la secuencia de residuos de aminoacidos con el programa GCG.
Esta secuencia incluye el extremo 5' del gen citb y una region anterior, pero no el extremo
3' (figura 15) . Al traducir esta secuencia, estaba ausente el extremo carboxilo terminal

del citocromo b.

Para poder encontrar la secuencia de este extremo faltante, se realizé una
busqueda por PCR en el DNA mitocondrial de Polytomella spp., utilizando un
oligonuciedtido especifico disefado en la base 1100 de la secuencia de la clona 9H y
cinco decameros. A partir de este PCR, se obtuvo una serie de amplicones que fueron
transferidos a una membrana de nylon y se hibridaron radioactivamente utilizando como
sonda a la clona 9H. Se obtuvieron 5 productos de PCR con una sefial positiva (Figura
16).

Los productos de PCR que mostraron una serial positiva, de diferentes tamarios,
se clonaron y secuenciaron; de manera que pudo observarse que todos los productos de
PCR contienen la misma secuencia de nucledtidos de la cual se leyeron alrededor de 100
bases, los cuales corresponden con la parte final de la clona 9H y el extremo 3' del gen
citb (Figura 17). Al tener cinco praductos amplificados independientes que presentan todos
la misma secuencia, es posible descartar la presencia de una mutacion en el gen producto

de un error durante el proceso de PCR.
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La secuencia completa del gen ¢itb, tiene 1113 nucledtidos a partir de los cuales
se puede deducir una secuencia de 371 aminoacidos {Figura 18).

34 YH SH

8H an IoH

Figura 14. Hibridacion con biotina de las 9 clonas de la biblioteca de DNA mitocondrial
construida con la enzima Hindll! utilizando como sonda el producte de PCR obtenido por

Antaramian (1995). Se observa claramente que la ciona 8H es positiva.
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51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201

aagcttgact
gcgaacagaa
gtectttgect
gatggcgege
agaataatat
ccttgcaacc
tttagctagc
cagatacttc
ccttatggat
cttecgtagcece
gatcgcaacc
ttaatggtaa
gagtttctgg
tagttggtac
aacccaacgt
cctagecggt
ctacaaatcc
tacatcatta
cgtgttagcce
tcccagcaaa
ttcttaccag
tattttagcet
ttaaccaagg
ttattcgttc
cgcagcccca

tctatgataa
agaaaacagc
agcLttteac
aggtgaatat
gctacagctt
Laaaatactc
caaattgtca
attggcattc
ttgtaattcg
gtattcttge
acgcgagtta
taacagcatt
ggcgetacty
cgatcttgtt
taaaccgctt
ttaagcatcg
actctctata
aagacttgct
ttcttecttte
tccagacagt
tttacgctat
gtgttactgg
caaagctgaa

tgggctggct
agctt

ctatcaacga
aaagataacc
tatgagataa
cacacgagaa
tattaccaac
ttggaacatg
caggaattct
tacagcgtaa
atattttcac
atttattccg
ctatacatta
cataggatac
taatcaccag
tattatttat
cttcagettt
ctcatctagce
attcagagca
gggagttcta
cagaggctct
acaccagctc
tttacgaagce
tttttcatag
ccacactttt
tgggtcaaaa

agaggtgaca
tataattaag
gtttatacat
acaaatgcgt
acattgaagc
ggcagtcttt
tttggectatg
ttcatttaac
atgaatggcyg
aaacttgtat
gtggtgtcgt
gttttacctt
tttggtaagt
ggggaggatt
cactatctct
tgctctecat
aagttccatt
attattggag
caaccattcee
acatcgtgece
atccccgata
gtttaggttt
atgcttecttt
gaaattacag

aaccagcgat
aaaaggtttyg
gctagccata
ttacatcaaa
ctacccaaca
ccggcttact
cattactgcc
agttgatgta
ccacgttatt
tacaacagcg
aatacttcta
ggggacaaat
gctgtgccaa
tagcgttagc
taccatttgt
agctatggaa
tggttcctac
cagctatgat
gacaattaca
agaatggtac
aaggaattgg
acagccattc
cataggaggce
acgtaacaag

Figura 15. Secuencia de nucledtidos que integran la clona 9H. En negritas se muestra la

secuencia del desoxioligonucledtido disefiado para realizar la blusqueda del extremo

carboxilo terminal mediante la técnica de PCR con decameros.
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Figura 16. Productos de PCR obtenidos con la técnica de PCR con decameros e
hibridacion con la clona 9H como sonda.
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1 cttcacatta ttcacatttg cctacctctt cgtagtaagt cctttgtaca
51 gettgoctgta caaccgagta aaaggttaac aaaacaaaaa aaaagagaac

Figura 17. Secuencia de nucledtidos de los productos de PCR obtenidos que contienen

el extremo carboxilo dei gen cith.
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{-184) aagcttgacttcotatgataactac
asacgaagaggtgacaaaccagcgatgogaacagaasgaaaacagcaaagataacctataattaagasaaggtttggtet
tgectagettttcactatgagataagtttatacatgotagoecatagatggegegeaggtgaatataacacgagaaacaa

atg cgt tta cat cas aag aat sat atg cta cag ctt tat tac caa cac att gaa geoc tac
M R L b3 Q K N N . | L Q L ¥ Y Qo H I B A Y
cca aca cct tgc aac cta aaa tac teot tgg aac atg ggo agt ctt tee gge tta ctt tta
P T P c N L K Y 8 w 1 .4 G 38 L ] &) L L L
get age caa att gtc aca gga att ottt ttg got atg cat tac tge cca gat act teca ttg
A s Q I v T G I L L .3 .8 H Y c P D T s L
gea tte tac age gta att cat tta aca gtt gat gta cct tat gga ttt gta att cga tat
A F k4 8 v I H L T .V D v P Y G F v I R Y
ttt cac atg aat ggc gec age tta ttec ttec gta gec gta tte ttg cat tta ttc cga aac
F H .3 N ] A 8 L F F v % v F L H L F 3 N
ttg tat tac aac agc gga teg caa cca cge gag tta cta tac att agt ggt gtc gta ata
L Y ¥ N 8 G 8 Q P R B L L Y I s G v v I
ctt cta tta atg gta ata aca gea ttoc ata gga tac gtt tta cet tgg gga caa atg agt
L L L M v I T A F I 66 'Y VY L P W ¢ Q X =8
tte tgg ggc gect act gta atc ace agt ttg gta agt got gtg cca ata gtt ggt acc gat
F w G A T v I T -] L v s A v P I v [ T D
ctt gtt tat tat tta tgy gga gga ttt age gtt agec aac cca acg tta mac ege tte tte
L v ¥ Y L W G G -4 8 v 8 N P T L N R B F
age ttt cac tat cte tta cca ttt gtc cta goc ggt tta age atc got cat cta geot get
-] F H Y L L P F v L A ) L 5 I A B L A A
ctc cat age tat gga agt aca aat cea cte tet ata aat tca gta geca aaa gtt cca ttt
L B 3 k4 [ 8 T -] P L 8 I N 8 v A K v P F
ggt tce tac tac atc att aaa gac ttg oty gga gttt cta att att gga gea get atg ate
G 8 Y Y I I K o) L L G v L I I G A A M I
gtg tta gec ttc ttae ttt cca gag got ctce aac cat tcc gac aat tac ate cca goca aat
G L A F F F P E A L N H -] o N Y I P A N
cca tac agt aca cca get cac ate gty cca gaa tgg tac tte tta coca gttt tac got att
P Y s T P A B I v P E W Y F L P v b 4 A I
uua cga agc atc coc gat aaa gga att ggt att tta gct gtg tta ctg ttt ttc ata ggt
L R - I P D K -} I G I L A v L L P 4 I [~
tta ggt tta cag cca ttc tta agec caa gge aaa get gaa cea cac ttt tat got tet tte
L [ L Q P F L 3 Q G K A E P H F k4 A <} P
ata gga ggc tta tte gtt etg gge tgg ctt ggg tea aan gaa att aca gac gta aca agae
I <) G L ¥ v L G W L G 8 K E I T D v T s
gca goe coca age tte tte aca tta ttc aca ttt goe tac cte tte gta gta agt cot ttg
A A P 8 F F T L F T F A Y L P v v s P L
tac agec ttg oty tac aac cga gta aaa ggt taa caaaacaaaanaaaagagaact (1316)
Y s L L 4 N R v K G *

Figura 18. Secuencia completa de nucledtidos del gen cithb y secuencia deducida de

aminoacidos.
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Con la secuencia de aminoacidos derivada, se construyd un modelo topolagico de
la proteina basado en el disefiado a partir de un perfil de hidropatia segin Kyte-
Doolitle(1982) (Figura 19).

Se obtuvo también la frecuencia en el uso de codones para el gen citb de
Polytomelia y se analizdé al compararlo con el uso de codones de la misma proteina

reportado para C. reinhardfii (Figura 20).

Al comparar la secuencia de aminodcidos obtenida, con la reportada para C.
reinhardti se obtuvo una identidad del 56 % y una similitud del 78 % (figura 21). Se realizd
también una comparacion con las secuencias del citocromo b reportadas para otros
organismos y se construyd un arbol filogenético considerando estas secuencias (Figura
22).
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Figura 19. Modelo topolégico de! citacromo b de Polfyfomnella spp. En circulos blancos se
muestran los aminoacidos idénticos al citocromo b de C. reinhardfii, en circulos grises se
muestran los aminodcidos semiconservados y en circulos negros los aminodcidos

diferentes.
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Phe 10 5(|1Ser 3 7/(tw 9 s|lloys o0 1

U Phe 20 20| {Ser 3 1 Tyr 17 17{Cys 2 2
lteu 23 Qj[Ser 3 0O Stop 1 1/iStop 0 0

Leu 8 27[{Ser 1 Ofistop 0 O|fTp & 11

leu 7 5/|Pro 4 1jHs 7 2 rg 1 5

C teu (8 T fPro 1 O|His [ 17 Arg 2 2
Leu Pro 17 18||Gin ¢ 9| |Arg
1st leu 4 1[Pro 0 oO|lGh 2 2 Arg 0 O
le 13 16] [Thr [2 74] (Asn [T_10) [ser 8 7

A He T 11 |Thr 2 7(lAsn 8 15|!Ser 14 10
ile Thr Ho_Ollllys 7 5||arg o o

Met 8 15/|Thr 1 ¢ lys 1 ollag 0 o

Val 9 4/ |Ala 14 21| Asp 4 3lfay g 29

G Val 3 7/ |Ala 7 gjlAsp 3 4 Gy 7 5
val 14 19/ Ala [€_QfGu 4 o]lay

va [ Tljaa o ojlau 2 sllay 1 o

WPrOC OP0C O>P0C OPOC

3rd

Figura 20. Uso de codones del gen citb de Polytomella spp. en numeros obscuros
comparado con el uso de codones del gen citb de C. reinhardtii en nameros claros. Los

recuadros sefalan algunas de las diferencias mas significativas entre las dos especies.
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Polytomella 1
Chlamydomonas 1
51

51

101

101

151

151

201

201

250

251

300

301

345

351

MRLHQKNNMLQLYYQHIEAYPTPCNLKYSWNMGSLSGLLLASQIVTGILL

PEaled e fse Le DULEE 00T T T esd e
MZRMENKIQLLSVLNTHLVAYPTPWLNYSWNGGSLAGMMLASQHLTGILL

AMHYCPDTSLAFYSVIHLTVDVPYGFVIRYFEMNGASLFFVAVFLELFRN

ILEEEREEE T8 b el L THE e e ] ee]

AMHYVGHVDYAFASVOHLMTDVPSGMILRYAHANGASLFFIVVYLEVLRG

LYYNSGSQPRELLYISGVVILLLMVITAFIGYVLPWGQMSFWGATVITSL

R nnnnnm

MY YGEGAQPREIVWISGVVILLVMIITAFIGYVLPWGQMSFWCATVITSL

VSAVPIVGTDLVYYLWGGFSVSNPTLNRFFSFHYLLPFVLAGLSIAHLAA

lelel e s LVVLVULTEEENE = TEEE FE =t e s

ATAIPVVGKHIMYWLWGGFSVDNPTLNRFYSFHYTLPFILAGLSVFHIAA

LHSYGSTNPLSINSVAK.VPFGSYYIIKDLLGVLIIGAAMIVLAFFFPER

+ . . . s s s + = s | 2
== - T H sl efe3 43 3| B

LEQYGSTNPLGVNSQSSLI SFGSYFGARDLVGALFLALVFSILVFFYPDL

LNHSDNYIPANPDSTPAEIVPEWYFLFVYAILRSTPDEGIGILAVLLFFI

LA VLD AT T s et el e

LGHPDNLIPANPYSTPQHIVPEWYFLWVYAILRSIPNKAMGVLAIGLVFA

GLGLQPFLSQGKAE ..... PHFYASFIGGLFVLGWLGSKEITDVTSAAPS

SN I A R IR

SLFAMPFIGLGGGKFRIITEWLYWTFLADVLLLTWLGGNEITPITSFVGQ

FFTLFTFAYLFVVSALYSLLYNRVEG 370

RN

CCTAYLFFYLLVCQPLVGYLETQOFAHGTQTN 381

Figura 21. Comparacion entre las proteinas citocromo b de Polytomella spp. y
Chiamydomonas reinhardtii. Muestran un 56% de identidad y un 78% de similitud. Las

fineas indican aminoacidos identicos, los dos puntos (:) aminoacidos conservados y un

solo punto () aminoacidos semiconservados.
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—— Rhodobacter sphaeroides

Paracoccus denitrificans
Xenopus laevis

Homo sapiens

Podospora anserina

t—— Emericella nidulans

Neurospora crassa

Saccharomyces cerevisiae

Schizosaccharomyces pombe
Oryza sativa

Zea mays

Triticum gestivum

Vicia faba

Scolanum tuberosum

Oenethera bertiana

Marchantia polymorpha

[ Chlamydomonas smithii

L Chamydomonas reinhardtii

Poiytomella spp.

Caenorhabditis elegans

Escherichia coli

Figura 22. Cladograma construido utilizando algunas de las secuencias peptidicas

reportadas para el citocromo b.
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Identificacion del gen Nd4

Actuaimente se cuenta con dos genotecas de DNA mitocondrial construidas con la
enzima de restriccion Hindlll en las que se calcula que puede encontrarse una gran parte
del genoma mitocondrial de Polytomella spp. fragmentado en un total de 22 clonas.

En la primera gencteca construida por Antaramian (1995), se encuentran 13 clonas
y en una segunda 9 clonas mas. Hasta el momento se ha identificado que dos clonas son
iguales en las diferentes genotecas, con un fragmento de 257 nucleétidos (clona 8H y

clona tH).

Durante este trabajo se secuenciaron los dos exiremos de las 8 clonas de una de
las bibliotecas de DNA mitocondrial de Polyfomeilia spp. A partir de estas secuencias se
realizaron deducciones de estructura primaria buscando marces de lectura abtertos. Las
secuencias también se compararon con los genes presentes en el DNA mitocondrial de
C. reinhardtii de manera que si se encontraba una identidad de mas del 50 % con algtin

gen podria identificarse el mismo gen mitocondrial de Polyfomella spp.

Haciendo las mencionadas deducciones se ohservo que la clona 8H de 257 pb
contenia un sclo marce de lectura abierto que incluia a todos los nucledtidos de la clona
(Figura 23). Al comparar los amincacidos deducidos en este marco de lectura con el
genoma mitocondrial de Chiamydomonas reinhardli, se observé una similitud de 70 % con
la secuencia peptidica del gen nd4, que codifica para [a subunidad 4 de la NADH
deshidrogenasa, lo que nos permitid concluir que la secuencia de la clona 8H es un

fragmento del gen nd4 (Figura 24).

En este caso solo se tenia un fragmento interno del gen {no se tenia ni e! extremo
5 ni el extremo 3'), por lo que se realizé un PCR con decameros disefiando dos
desoxioligonucledtidos especificos, uno en el nucledtido 109 en la cadena con sentido ¥

otro en el nucledtido 129 en la cadena complementaria (Figura 23).
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51

101

151

201

251

AAGCTTAGTG TTGGTATTCT TGTAAAGAAT
CGGGGGAAAT CAAACCGTGA GCAATGCAGT
CCTAGACCGG AATTAGTAGC AGACGACAAA
C TTAATCATCG TCTGCTGT
TATACTACTG TAGGCTACTA TTTTCTTTAA
TAAAACTGCT GAATATAAAG CTGCCTAAGC

AAAGCTT

GCCTACTAAT AAGAARTAGCC

ATAGCACAGC TCCTTGARATA

RACACTATAG CCATGTGAGA

ATCTATCTGC TTTAGTGTGC

AMRATGCTTAA AATCAAAGGG

Figura 23. Secuencia de nucledtidos de la clona 8H gue contiene un fragmento del gen

nd4. En negritas se muestran los desoxioligonucleétidos disefiados para utilizartos en un

PCR con decameros.
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clona BH 1 AFPLILSICLGSFIFSSFSTLKQIDLKKIVAYSSISHMAIVFLSSATNSG 50

L R R AR R R AR N A P I

crnd4 251 VFPLVSTLCLVSFLFSTLSTLRQIDLKKIVAYSSIAHMSMVTLAIFSQSE 300

51 LGIQGAVLYCIAHGLISPGLFLLVGILYKNTNTKL

R

301 FSAYSSSFLMIAHGLISPALFLIVGILYDRAHTKFILYFSGLGASMPIGS 350

Figura 24. Comparacion de las secuencias peptidicas del gen nd4 de C. reinhardtii y la
clona 8H de Polyfornella spp. Se observa una similitud del 74% y una identidad del 56.5%

entre ambas proteinas.
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A partir de este PCR se obtuvieron 10 fragmentos que mostraron una sefial positiva
al hibridarlos con la clona 8H marcada radioactivamente con *P. No obstante sélo se
escogieron 5 de ellos, tomando en cuenta su tamafio y la intensidad de la sefial producida
por la hibridacion. De estos cinco productos de PCR dos contienen la secuencia de
nucledtidos hacia el extremo 5' (clonas Ay B) y una la secuencia del extremo 3' {clona E).
Se obtuvo un cuarto producto de PCR que did una sefal positiva muy tenue, pero que fue
clonado pensando que |a débil sefial se debia a que habia menos DNA que en el resto de
tas muestras; este producto de PCR (clona C) contiene un fragmento del gen nd5 que
codifica para la subunidad 5 de la NADH deshidrogenasa (Figura 25).

Antaramian (1995) obtuvo la secuencia de la clona 1H (que es una clona de
aproximadamente 3 kb), encontrando que en uno de los extremos se presenta un
fragmento del gen /7 en el centro de la clona se encuentra el gen COX7, y el otro extremo
de la clona presentaba un fragmento del gen nd4. Al comparar la secuencia de la clona
1H y de la clona 8H con la secuencia de las clonas A y B, es posible observar que la clona
8H se encuentra en el DNA mitocondrial junte a ta clona 1H, ya que fas clonas Ay B
contienen un fragmento de la clona 1H y un fragmento de la clona 8H incluyendo el sitio

que reconoce la enzima de restriccion Hindlll y que separa a ambas clonas.

La clona E tiene un tamanc de 0.9 Kb. Se secuencid completamente,
encontrandose dos marcos de lectura abiertos: uno de los marcos corresponde a un
fragmento del gen nd4, en donde se observa la secuencia que codifica para el extremo
carboxilo de fa proteina; el otro marco de lectura corresponde a un fragmento del gen nd2
en el cual se observa el codon de inicio de la proteina (Figura 26).

A partir de 1a secuencia de nucledtidos determinada en los productos de PCR fue

posible identificar la secuencia completa del gen nd4, que se compone de 1365 pb, los

cuales permiten deducir una secuencia de 455 residuos de aminoacidos (Figura 26).

67



. ey e W Hom

Figura 25. Productos de PCR cbtenidos al realizar un PCR con desoxioligonucledtidos

especificos para el gen nd4 y 5 decameros al azar. Hibridacién utilizando la clona 8H

como sonda. Los productos clonados se muesiran como A, B, C y E.
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{- 122) ggaacagtctttacccctgetecageaccttaccagaaccgea
cecagtcttgagtggttgttgoccagoctactocagecttecatactttetetgaagttccagtacttegegtagettaalc

atg teg Lt tat cLt LU atg tta Uit ttg cag cckt ctt tet tta tet Lttt gtt teca cge

M S L ¥ L F M L F L 0 3 L 8 L S F Vv s R
fcb LLt tct aag akbt Lec tef cbt atg atg Lot CLU get act cLb tgg TCg gog CLL aca
s F s K I s s L M M s F A T L W S A F T
tgtl ggt tca caa gta acg gtg cta atc aga ctb ttt atc aag ttg tit ctt ggg ggt ccg
Cc G S Q v T v L I R L F I K L F L G G 4
att ggt cta cat tcg gtg ttt gtt aca ctt ctt tgt aca Lttt gca tta ctt tge att act
I G L H s Vv F v T L L C I F A L L c I T
ttg cgc ggt ttt atc Ltt cca att tgt gta att tta gLt caa gec aat gge gcg Lig tca
L R G F I F P I c Vv I L v Q9 A N G A L s
att tta ata tgt akb cag act gcg gta Lot ¢Lg Tea ata gtg agt ttg cat atg tta gct
I L I c I Q T A v 5 L S I v S L -1 M L A
Ltk cat cga ctg TLL gag age agt cLt cbt ctb ttt ttt atc ctt att ggt cgt cgec aag
F Y R L F E S s L L L F F I L I G R R K
fac gyt agc ¢ttt teb got get tab aat ate tet att tat act tEgt abt agt g¢t ttg gga
Y G s L 4 A A Y N I 5 I Y T F I s A L G
tLc Lta ate age gog LLL Tgg cCa aat Lygg age Ltb gge age gta tgt goct ctg ¢ttt cca
F L I s A F W L H W 5 F G s v C A L L P
aat gaa gag gct aat agt ttc gtb geb ttt ggt ata tte att ttg ctt tgg gta aaa gca
N E E A N s F v A F G I I3 I L L W v K A
ccbk ¢th gta cct TtL cab CLg tgg ¢Lg ¢ca gaa gol cac gttt tac goc ¢¢t aca get ggt
P L v P F H L W L P E A H v Y A P T A G
agt gtc tta cta get gga gtt cta cta aaa ata agec ata gta ggt ottt cat gtg ttt ttec
s v L L A G v L L K I s I v G L H v F F
ctg cct all tgc get agbt age ata gbc aaa gob tte oot tbkg att tta age att bge tta
L P I C A S S I vV K A F P L I L S I C L
ggc agce Lttt ata tte age agt Ett agc aca cta aag cag ata gat tta aag aaa ata gta
G S F I F s s F S T L X ¢ I D L K K I v
gece tac agt agt ata tet cac atg get ata gtg ttt ttg tcg tet get act aat tcc ggt
-8 Y s S I S H M A I v F L s s A T N s G
cta ggt att ctaa gga gct gtg cta tac tge att geot c¢ac ggtb thg ath T¢e o¢¢ ggg cta
L G I Q G v L Y C I A H G L I s P G L
LLc tta tta gta gge att cLt tac aag aal acc aac act aag ctt gtt TLLL tac cug cga
F L L Vv G I L Y K N T N T K L v F Y L R
gga cta agt caa caa gct cct gta tgg tgg tct gtt tgg gtt tt¢ ttL atg cta gga aat
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ttg gcg LLL ¢ct Lba LLe cca aal LLc ata get gaz gtg gta tgt tta agc got cbbt bttt
L A F P L F P N F I A E V C L s 2 L F
aag aac cat gag ctb tat gct tac gca tbbt ata Lttt tbc agt tkbc gtt ggg act ata tat
K N H E L Y A Y A F I F F s F \' G T I Y
agc agt act gtg tta ggt cgt cbtbt aaa gga ggg gta tcc agt cag tgec gLl gac getb Lot
s 4 T Vv L € R L K 6 G v s s Q0 C v D A s

cgt tta gat gtg atc tct tgg aak cca tta gtt ttg gob acc gti gtg <gg Lat agg cta

R L ] v I s W N 3 L v L A T v v R Y R L
tat gta aat att aaa att aat gtg ggg aac ttg atg gtg act tag acatbcttatbtaalgbtttt
Y v N I X I N v G N L M v T *

Figura 26. Secuencia de nucledtidos del gen nd4 y su traduccion a residuos de
aminoacidos. En negritas se muestra el codon de término del gen cox? y subrayada la

secuencia del gen nd2.
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Se construyé un modelo hipotético del plegamiento de |a subunidad 4 de 1a NADH
deshidrogenasa a partir del modelo propuesto por Degli-Esposti (1994) (Figura 27).

Se realizd también un analisis entre el uso de codones para el gen nd4 de
Polytomella y se comparé con el uso de codones de la misma proteina reportado para C.
reinhardtii (Figura 28).

La secuencia de aminoacidos deducida para Polytomella spp se comparo con la
secuencia reportada para C. reinhardti, encontrandose una similitud de 63.4 % y una

identidad del 40 % entre ambas proteinas (Figura 29).

Se tomaron las proteinas reportadas en el banco de datos SWISSPROT vy se
realizé una comparacion entre ellas y la deducida por nosotros utilizando el paquete

GCG, de manera que se pudo construir un ctadograma (Figura 30).

En la secuencia deducida de aminoacidos de la subunidad 4 de la NADH
deshidrogenasa se observa un cambio en la posicion 340, donde en lugar de una arginina
se encuentra una asparagina. Esta modificacion podria indicar una resistencia a rotenona,
ya que Degli-Esposti {1984) reporta que en las mitocondrias de seres humanos con
neuropatia optica hereditaria de Leber existe una modificacion en este mismo aminoacido,
que confiere al complejo | resistencia a rotenona. A partir de esta informacion, realizamos
mediciones de consumo de oxigeno utilizando rotenona como inhibidor y ocbservamos que
existe una reduccién de 40% en la actividad de ias mitocondrias aisladas de Polytomella
spp. al afnadir una concentracién de 0.3 pM de este inhibidor. Esta inhibicion es muy
pequefia si se compara con la que produce la rotenona a una concentracién de 0.02uM
en particulas submitocondriales de higado de rata, ya que en este caso la actividad se
reduce mas del 90% con una concentracion mas de diez veces menor a la aplicada sobre

las mitocondrias de Polytomelia (Figura 31).
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Figura 27. Modelo topoldgico hipotético de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa

de Polytomella spp.

71



2nd

@

Phe (319 |[Ser 14 9/ [Tyr 8 5|iCys 6 3
U Phe 12 26| (Ser 4 O|{Tyr 7 9|Cys 5 7
leu 18 O{(Ser 4 O| Stop 0 1| Tp 9 O
leu 14 44i Ser 4 O||Stop 1 O|[Stop 0 9
Leu Po 8 9| Hs 5 5/ larg [ 3 7
leu O O/Po 1 O Hs 3 8||Ag (3 3|
C leu 13 23] Pro 5 11|iGIn & 5| |Arg
leu €& 3|Po 1 0/|Gh [4 0]|Arg [1_0
1st
le 20 19| Thr [ 9 17] |Asn 12 1] [Ser 13 9
lle 7 1| (Thr 2 7|lAsn 2 5| [Ser 13 12
A lle Thr (4 Oljllys © 6||ag [1_0}
Met 8 20 [Thr [1 OjLys 8 1| !Amg
val 1313 | |Ala 23 29| [Asp 2 4|lGy 13 22
G Val 2 5||Ala (3 10]ljAsp 2 2| Gy 4 4
Val 13 25| [Ala {3 _QjiGu 3 Ofllcgy 6 4
Val [12__1]| /Ala 8 0] Glu [3 11] [Gly

OrocCc OrOC O>X»0C O>»O0OC

3rd

Figura 28. Uso de codones del gen nd4 de Polytomella spp. en nameros obscuros

comparado con el uso de codones del gen nd4 de C. reinhardtii en nameros claros. Los

recuadros sefalan algunas de las diferencias mas significativas entre las dos especies.
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Chlamydomonasg 1 MFISVLLILFALCVTLIPEAHYHMVRVWSFVATIIPMWVVTWMWWNFDA
N R BN I RN 1. | I I I

Polytomella 4 MSLYLFMLFLQPLSLSFVS ..... ....RSFSKISSLMMSFATLWSXFTC

50 SGHGLQMLVILGRSHLA‘.FGIDGVALSLM. ......LLTTVLFPICMM

45 GSQVTVLIRLFIKLFLGGPIGLHSVFVTLLCIFALLCITLRGFIFPICVI

90 LLRTVAGFMTFILLEVLVLSALCVLDLLGFYILFEASLILLFLLIGRAPY

T e L P e e R A R R R R R RN

a5 LVQGNGALSILICIQTAVSLSIVSLHMLAFYALFESSLLLFFILIGRRKY

140 GSLEAAYKIVLYTMAGSLVLL PTLFMIYSECGTTNVLYMTCAYNHQTVL

R R TN P B 5 2 3 I :

145 GSLSAAYNISIYTTISALGFLISAFWLNWSFGSVCALL...PNEEANSFV

189 GWGLLAVLAVKIPLMPVHLWLPEAHVAAPTAGSVLLAGVLLKLGGIGFLR

S N N N N R AN R R AR N R NN N N

2389 FMLPVVPEFCVSVFPLVSTLCLVSFLFSTLSTLRQIDLKKIVAYSSIAHM .

R N R N A e N A P A RN R RN NN AR
242 FFLPICASSIVKAFPLILSICLGSFIFSSFSTLKQIDLKKIVAYSSISHM =

: H I
192 AFGIFILLWVKAPLVPFHLWLPEAHVYAPTAGSVLLAGVLLKISIVGLHV

289 SMVTLAIFSQSEFSAYSSSFLMIAHGLISPALFLIVGILYDRAHTKFILY

292 AIVFLSSATNSGLGIQGAVLYCIAHGLISPGLFLLVGILYKNTDTKLVFY

339 FSGLGASMPIGSTLFFLFTLGNLAFPLFPNFIAEVLCMVSIFAVHELLAY
R N N R AN N R R RN e e N |
342 LRGLSQQAPVWWSVWVFFMLGNLAF PLFPNFIAEVVCLSALFKNHELYAY

389 VFCVCQULGAAYGFWAFNRVVHGLPRGPADVTRTEFHTVLPLLIGAV . .
Ve ileals aiile dzenn.. I T

392 AFIFFSFVGTVYSSTVLGRLKGGVSSQCVDASRLDVISWNPLVLATVVRY

436 . .WLGIKPMA*...... 444

442 RLYVNIKINVGNLMVT* 458

Figura 29. Comparacion entre la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa de Polytomella

y Chiamydomonas reinhardtii. Muestran un 40 % de identidad y un 64% de similitud.
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Figura 30. Cladograma construido a partir de secuencias peptidicas de la subunidad 4 de

la NADH deshidrogenasa.
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Figura 31. Efecto de la rotenona sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias aisladas

de Polytomnella spp. y de particulas submitocondriales de raton.
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Discusion

El citocromo b

En este trabajo fue posible obtener la secuencia completa de nucledtidos del gen
mitocondrial citb que codifica para el citocromo b, subunidad catalitica del complejo bc,.
Esta proteina se encuentra muy conservada en todos los organismos, y en la proteina
encontrada para Polytomella spp. se identificaron las cuatro histidinas invariables que
unen a los dos grupos hemo de los citocromos b, y by Sin embarge, al deducir la
secuencia de residuos de aminoacidos, fue posible ohservar que se encuentran dos
cambios muy particulares; /)se advierte una serina en la posicién 36 en lugar de una
alanina, v i) se observa una firosina en la posicion 114 substituyendo a un triptofano.
Estos cambios son muy interesantes, ya que ambos aminoacidos se conservan en la
mayoria de los organismos que se han reportado hasta ahora, En la posicion 36, los
animales y los hongos presentan una leucina, mientras que las plantas y Chlamydomonas
presentan una alanina. El triptofano 114 es considerado uno de los 8 aminoacidos
invariables reportados para las mas de 300 secuencias que se tienen hasta la fecha
(Degli-Esposti, 1993). Es posible considerar que el cambio de alanina por leucina
observado en los animales no tenga ninguna influencia importante en la proteina, ya que
se conserva la naturaleza del aminoacido. Sin embargo, en el caso de Polytomelf, se
observa un cambio en la naturaleza de aminoacido, ya que la alanina es un aminoacido
no polar hidrofdbico y la serina es un aminodcido polar hidrofilico. Por otro lado, a pesar
de que el triptofano y |a tirosina son dos aminoacidos aromaticos, la tirosina presenta un
grupo hidroxilo con el que puede formar puentes de hidrégeno actuando como grupo

funcional.

Segin e! modelo propuesto por Degli-Esposti, estos dos aminoacidos se
encuentran muy cerca de los grupos hemo del citocromo b. De hecho, Cang-An Yu
{comunicacion personal) nos informd que en el modelo cristalografico del citocromo b de

mitocondrias de corazén de bovino, la posicién 114 se encuentra solo a 4A del grupo
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hemo (Figura 32). Es posible suponer que el ambiente que rodea a los dos grupos hemo
se ve modificado al variar Ia naturaleza de los aminoacidos que los rodean, y que podrian
estar involucrados en el corrimiento al rojo observado en el espectro de absorcién

reportado por Gutiérrez-Cirlos (1994).

Esta situacion particular permitiria predecir gue en organismos que presentaran una
proteina con estos cambios se observaria un cambio en el espectro de absorcion. De
manera que para poder determinar la accion de cada uno de estos aminoacidos
modificados sobre el espectro de absorcion del complejo be,, en el laboratorio se
construyeron tres mutantes del gen cith de Chlamydomonas reinhardtii. Esto se hizo
mediante un procesc de mutagénesis dirigida por PCR, en el que se disefiaron dos
desoxioligonucledtidos diferentes que modificaran el gen exclusivamente en la regitn
deseada. Se obtuvo entonces una mutante con el cambio A368S, otra con el cambio
WH114Y y una doble mutante. Estos genes mutantes estan en proceso de ser introducidos
por balistica en una cepa de Chlamydomonas reinhardtii llamada dum-1 que no contiene
el gen cith y que por lo tanto no puede crecer en la obscuridad (Randolph-Andersen,
1993). Una vez que los genes se hayan introducido exitosamente, sera posible purificar
el complejo bc, de las mutantes y obtener su espectro de absorcion, de manera que se
cuantifique la influencia de cada uno de los amineacidos propuestos en el corrimiento al
rojo del espectro del be,. Ofro punto importante de este trabajo de mutagénesis radica en
que la mutante dum-1 ha sido siempre transformada al genotipo silvestre con genomas
mitocondriales completos de C. smithii, por lo que el hecho de que se introduzca sélo el
gen dei citocromo b permitiria realizar algunos andlisis, como por ejemplo determinar en

qué region del genoma mitocondrial se inserta.
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Figura 32. Modelo propuesto por Degli-Esposti (1993) que permite apreciar el citocromo
b desde el espacio intermembranal. Se cbservan claramente las 4 histidinas conservadas
uniendo a los dos grupos hemo v la cercania de la S36 y la Y114 a ambos grupos hemo.
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La subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa

En este trabajo se obtuvo la secuencia del gen nd4 que codifica para la subunidad
4 de la NADH deshidrogenasa. Esta proteina no se encuentra tan conservada a lo largo
de la evolucion como el citocromo b, y por lo tanto presenta muchos cambios de residuos
de aminoacides si se compara con los genes reportados para otros organismos. Sin
embargo, es posible localizar un aminoacido muy conservado, una histidina en la posicién
319 que se ha propuesto que esté invalucrada con la interaccion del complejo | con el
intermediaric de ubisemiquinona que se forma durante la oxidacion del ubiquinol. Entre
los maltiples cambios que se observan, hay uno muy particular en la posicion 340: en la
mayoria de los organismos se presenta una arginina y en Polyfornella se observa una

asparagina.

Degli-Esposti (1994) propene que la unidn entre el complejo | y los anicnes de la
ubiquinona se establece por la presencia de aminoacidos cargados positivamente como
la arginina. De acuerdo con ello, la substitucion de este aminoacido por uno polar sin
carga como la asparagina, podria reducir la estabilidad de la union entre la
ubisemiquinona y el complejo |, por lo que podria observarse una reduccion en la energia
desarrollada por la reaccién de la unién entre ubiquinona y el complejo . Degli-Esposti
plantea que esta mutacion en el gen nd4 de humanos enfermos de neuropatia 6ptica
hereditaria de Leber (LHON) produce grandes alteraciones en la cadena respiratoria
mitocondrial (y por lo tanto en la fosforilacion oxidativa), ya que la union poco estable de
la ubiquinena con el complejo |, permite que reaccione con el oxigeno formando radicales

gue podrian contribuir al daio mitocondrial.

La arginina 340 esta involucrada tambien en el sitic de unién a rotenona, por lo que
padria explicar de alguna manera que las mitocondrias de Polyfornelfla presenten una aita

resistencia a este inhibidor.
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Los resultados mostrados por Degli-Esposti (1994) en humanos enfermos se
obtuvieron con proteinas que Unicamente presentan el cambio de la arginina en la
posicion 340 por una histidina. El resto de la secuencia es idéntica a la de los individuos
sanos. Al fratar las mitocondrias de los individuos enfermos con rotenona se observa una
resistencia, ya que la inhibicion no llega al 100% sino que se conserva una actividad de

aproximadamente 15% al afiadir una concentracion de 50 nM.

Tomando en cuenta estos antecedentes, decidimos que un experimento en el que
se observara la respuesta del complejo | de Polyfomella spp. seria muy interesante, ya
que permitiria de alguna manera evaluar la influencia de este aminoacido en la union de

rotenona.

Si comparamos los resultados mostrados por Degli-Esposti (1994) en humanos
enfermos y los obtenidos por en este trabajo, es posible observar que en el caso de
organismos del género Polyfomella, a concentraciones relativamente altas {en relacion a
las concentraciones necesarias para inhibir la actividad del complejo | de mitocondrias de
mamifero), la actividad se conserva por encima del 60%. Esto indica que el complejo | de
Polytomella spp. es mucho mas resistente a la rotenona que las células de humanos
enfermos con LHON. Por elle que es posible suponer que en el caso de Polytomelia spp.
el sitio de union de rotenona debe estar modificado por un nimero mayor de aminoacidos
gue actden al mismo tiempo que la asparagina 340.

Es necesario realizar experimentos de produccion de ATP vy la inhibicidn de esta
produccidn al afiadir retenona con las mitocondrias aisladas de Polytomelia, ya que los
resultados hasta ahora obtenidos permiten identificar que el consumo de oxigeno tiene un
comportamiento resistente al inhibidor. Sin embargo una fraccion, de este consumo puede
ser resultado de |la accién de deshidrogenasas externas a la cadena respiratoria, por lo
que podriamos estar observando una "falsa resistencia" del complejo I. Medir la
produccion de ATP permitira eliminar la resistencia producida por la presencia de
deshidrogenasas alternas, ya que estas deshidrogenasas no contribuyen al gradiente de

protones que resultara en fa produccion de ATP.
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Estructura parcial del DNA mitocondrial

Hasta el momento, han sido secuenciadas completamente las ¢lonas 1H, 8H y 9H
de las bibliotecas de DNA mitocondrial. La clona 1H contiene un fragmento de DNA de 3
kb en el cual se encuentra un fragmento del gen /7 que codifica para uno de los
fragmentos de la subunidad grande de rRNA, el gen completo cox? y un fragmento del
gen nd4. La clona 8H es de 257 nucledtidos que contienen la region media del gen nd4.
La clona 9H contiene un fragmento del gen /7 y gran parte del gen ¢itb. Utilizando las
secuencias de los productos de PCR obtenidos con la técnica de los decameros, ha sido
posible determinar el orden en el genoma mitocondrial de Pofyfomelfa spp. de estas tres
clonas, ya que los productos de PCR incluyen los sitios de corte de la enzima Hindil y la
secuencia que los rodea. Recientemente fue posible unir las clonas SH y 1H ya que se
obtuvo un producto de PCR que contiene un fragmento del gen cith, el gen 7 y un

fragmento del gen cox7 (Xochitl Pérez-Martinez, resultados no publicados).

Al analizar los productos de PCR obtenidos para conocer la secuencia completa del
gen nd4 se obtuvo una clona (clona B) que contiene un fragmento del gen nd4 y un

fragmento del gen cox? y que permite unir la clona 1H con la clona 8H.

Otro de los productos de PCR utilizando desoxioligonucledtidos especificos para
el gen nd4 permitié amplificar un fragmento de DNA de 2.5 kb. Este fragmento se ha
secuenciado en sus dos extremos y se ha encontrado que se encuentran un fragmento del
gen L8 y un fragmento del gen nd5. Es posible suponer que los desoxioligonucledtidos
especificos pudieron alinearse en la secuencia del gen nd5, ya que en ambas proteinas
se observa una region homologa y por lo tanto las secuencias de nucledtidos en esa

region deben ser similares.

Hasta el momento, se ha construido un mapa parcial del genoma mitocondriat de
Polytomelia spp. que se muestra en la figura 33. Es posible también describir ciertas

caracteristicas generales de estos segmentos de DNA que suponemos se deben cumplir
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a lo largo de todo el genoma mitocondrial: )es una molécula en la gue no existen regiones
intergénicas grandes, es decir, los genes se encuentran separados unos de otros por unos
cuantos nucleétidos (el coddn de término del gen cox7 y el codén de inicio del gen nd4 se
encuentran a dos nucledtidos de distancia); iijlos genes que codifican para las
subunidades del rRNA se encuentran fragmentados en médulos y iv)los marcos de
lectura de los genes, pueden encontrarse en cualquiera de las dos cadenas de DNA, por
lo tanto pueden estar orientados en diferentes direcciones (el gen cith se encuentra en una
hebra y el gen cox7 en la ofra). Estas caracteristicas son muy similares a las que se
observan en los genomas mitocondriales de C. reinhardtii, C. moewusiiy C. eugametos.
Sin embargo, es posible observar que la disposicion de los genes es diferente en
Polyfomelia spp. con respecto a los genomas mitocondriales de los organismos del género
Chlamydomonas. Es posible observar también que los genes nd2 y nd4 se encuentran
contiguos y codificados en la misma hebra de DNA en el genoma mitocondrial de
Polytomelia y de C. eugametos, mientras que en C. reinhardtii el gen nd4 se encuentra
contiguo al gen cith y esta codificado en la hebra de DNA opuesta a los genes cox? y nd2.
Esto podria considerarse como una evidencia de que el género Polyfomella se separé de
la linea de Chlamydomonas antes de que el genoma mitocondrial de C. reinhardtii se
especializara hasta quedar como es ahora y que por alguna razén durante este proceso

transfirié el gen nd4 a |la hebra contraria a la que se encontraba originalmente.

Las caracteristicas observadas en los genomas mitocondriales, asi como las
similitudes entre los genes estudiados en este trabajo, permiten confirmar una vez mas la
hipétesis de Round (1980) la cual plantea que todos estos organismos han evolucionado
a partir de un ancestro comun; que compartieron el mismo evento endosimbionte que dio
origen a sus mitocondrias actuales, y que las caracteristicas especiales de Polytomella
(por ejemplo la ausencia de cloroplastos y de pared celular) son resultado de pérdidas

relativamente recientes en la evolucion.
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Figura 32. Mapa parcial del genoma mitocondrial de Polytomeilia spp.
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Conclusiones

Se clono y secuencio el gen citb que codifica para el citocromo b de Polyfomella
spp. El gen tiene 1113 nucleodtidos que permiten deducir una secuencia de 371 residuos

de aminoacidos.

La secuencia primaria del citocromo b de Polyfomella spp. se comparé con la
proteina reportada para C. reinhardtii y se observd una identidad del 56% y una similitud
del 78%.

En la secuencia de residuos de aminoacidos de Polyfomella spp se observan dos
cambios significativos al compararla con C. reinhardfii y con otros organismos cuyas
proteinas de citocromo b estan reportadas. Estos cambios son A36S y W114Y, que
podrian explicar el corrimiento hacia el rojo observado en el espectro de absorcion del
complejo b, y la bidentacion del espectro del hemo de alto potencial (b,;) de Polytomella

spp.

Se clond y secuencié completamente el gen nd4 que codifica para la subunidad 4
de la NADH deshidrogenasa. El gen tiene 1317pb que pemiten deducir una secuencia de

439 residuos de aminoacidos.

Al comparar la secuencia proteica de la subunidad 4 de la NADH deshidrogenasa
de Polytomella spp. con la proteina reportada para Chiamydomonas reinhardtii, se observa
un 63% de similitud y un 40% de identidad.

El consumo de oxigenc de mitocondrias aisladas de Polyfomella spp. se inhibe
parcialmente hasta que la actividad se reduce al 60% al anadir una concentracién de
0.30uM de rotenona. Esta reduccion no es significativa si se compara con la inhibicion
total en el consumo de oxigeno que se observa en particulas submitocondriales de raton

con rotenona 0.02uM. Tal resistencia a rotenona podria estar producida por el cambio
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R340N en la estructura primaria de la proteina predicha por la secuencia de nucleétidos

obtenida.

Hasta el momento, las secuencias de nucledtides obtenidas han permitido

identificar los genes mitocondriales cith, 17, nd4, nd2 y nd5.

El genoma mitocondrial de Polyfomella spp presenta caracteristicas similares a las
descritas para C. reinhardfi. No se ha observade ningun intrén en los genes
secuenciados y las regiones intergénicas son muy pequefias {de unos cuantos
nucledtidos), lo que predice un genoma compacte. Sin embargo, las caracteristicas en
detalle del genoma mitocondrial de Polytomella spp. comoe el tamafo, la forma, la
distribucion de genes y si es compacto o no, no se conoceran hasta que se obtenga la

secuencia completa de este genoma mitocondrial.
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